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  1388 ، زمستان 1/74 ، شماره 19سال 
  

  
  

 جدا شده از موارد اشريشياكلي  هاي سويه مختلف تايپينگ براي تشخيص و افتراق ايه شروبررسي 
  دستگاه ادراريهاي عفونت

  
  
  

  رباب رفيعي طباطبايي
   تهران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال، گروه ميكروبيولوژي ،

   سيدعلي پوربخش
   ، كرج، ايرانموسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي

  *زهرا جلالي
   تهران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال، گروه ميكروبيولوژي ،

  
  13/11/87: تاريخ پذيرش            28/5/86: تاريخ دريافت  

  
  چكيده 

يــن ا٪ از ۹۰عامــلاشريــشياكلي . باشــد   مــي انــساني هــاي عفونــتتــرين  ز شــايعا دراري ت اعفونــ :مقدمــه
  .هاست عفونت

) پلاسـميدي   سروتايپينگ، رزيستوتايپينگ و بررسي طـرح     (هاي مختلف تايپينگ      در اين مطالعه روش    :هدف
  .هاي ادراري مورد مقايسه قرار گرفته است هاي اشريشياكلي جداشده از عفونت براي تشخيص و افتراق سويه

 مـورد  ۸۳يـران در بهـار   ا ل جداشده از بيماران مبتلا در شما اشريشياكلي  چهل و چهار سويه:روش بررسي 
 توليدشـده توسـط مؤسـسه    O2 سرم  آنتي  و Mast Diagnostic Kitسروتايپينگ با استفاده از  . بررسي قرار گرفت

  روش تغييريافتـــــه  اســـــتخراج پلاســـــميد بـــــه و Kirby&Bauer روش  رازي، رزيـــــستوتايپينگ بـــــه 
Doly& Birnboim آنـزيم   نزيمـي بـا  آ مـشابه داشـتند هـضم    ديپلاسـمي  طـرح   كه هايي سويهبراي .  انجام گرفت

EcoRI رفتگانجام.  
  

  z_jalali2000@yahoo.com: دار مكاتبات عهده*
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در .  سـروتايپ شـدند  O2, O6, O18, O25هـاي    گـروه شـامل سـروتايپ   ۴سـويه در  ۱۶در سروتايپينگ،  :نتايج      

همـه  .  بود سيلين  آمپي/تتراسايكلينها   آن  رين  ت شايعمد كه   آست  د  ه  بيوتيكي ب  نتيآ الگوي مقاومت    ۲۴رزيستوتايپينگ  

 ۱۰ تـا ۱تعداد  سويه ۴۰ سويه فاقد پلاسميد بودند و ۴  پلاسميدي طرحدر بررسي   .  حساس بودند  پنم  ايمي به   ها  سويه

 .سـيلين مقـاوم بودنـد       آمپيها به    آن % ٨٥ مگادالتوني بودند و     ۹/۹پلاسميد نشان دادند كه همگي داراي يك پلاسميد         

 .ي متفاوتي نشان دادها درمواردي الگوEcoRIاستفاده از آنزيم  مشاهده شد و  پلاسميدي طرح ۳۱اد تعد

دهنـده ايجـاد مـوارد       نشانتواند   ها بودند كه مي    ترين سروتايپ   از فراوان  O6 و   O2هاي   سروتايپ :نتيجه گيري        

مقاومـت بـالا بـه      .  باشـد  هـاي خـاص    يپبـا سـروتا    اشريـشياكلي    هاي  هاي ادراري توسط محدودي از سويه      عفونت

 ۹/۹پلاسـميد   حضور  . ستاايجاد شده    اين انتی بيوتيک ها    رويه دليل مصرف بي    سيلين و تتراسايكلين احتمالا به        آمپي

در اين مطالعه   .  باشد UPECهاي    دهنده ارتباط اپيدميولوژيك سويه    تواند نشان   مي )٪۹۰ (ها  سويهمگادالتوني در اكثر    

 . بيشتري افتراق دادهاي سويه نسبت به سروتايپينگ و رزيستوتايپينگ يپلاسميد طرح 

  
  

   پلاسميدي، عفونت دستگاه ادراري ، تايپينگ، بررسي طرحاشريشياكلي: هاي كليدي ه واژ
  

  مقدمه
 )۱،۲( .هاي انساني است ترين عفونت  از رايج(Urinary Tract Infection: UTI)عفونت دستگاه ادراري 

عفونت ممكن است در هر قسمتي از . باشد تر از مردان مي تر، رايج دليل مجراي ادراري كوتاه ان بهعفونت در زن

عوامل مستعدكننده اين . مجاري ادراري بروز نمايد و باعث التهاب مثانه، مجراي پيشابراه، پروستات و كليه گردد

ابت، سل، هيپرتروفي پروستات و سنگ مجاري ادراري و كليه، حاملگي، عيوب مادرزادي، دي: بيماري شامل

، اشريشياكليهاي عامل عفونت دستگاه ادراري شامل  باكتري. باشد دستكاري مجاري ادراري مثل سوندزدن مي

،  سيتروباكتر،استافيلوكوك، استرپتوكوكوس، انتروكوك، سودوموناس، انتروباكتر، كلبسيلا و چندگونه پروتئوس

 در شرايطي كه دستگاه ادراري از لحاظ )۳،۴( .باشند  ميمايكوباكتريوم توبركلوزيسنز و ژ آلكالي و پرويدنسيا، سراشيا

 )٤-١( .هاي دستگاه ادراري است  درصد از عفونت٧٠-٩٠ عامل Escherichia coliآناتوميكي طبيعي و سالم باشد، 

ستگاه ادراري مهاجرت كرده تواند از مدفوع و ناحيه پرينال به د اين باكتري كه جزء فلورطبيعي روده انسان است مي

رويه  مصرف بي. شود هاي مختلفي استفاده مي بيوتيك براي درمان اين عفونت از آنتي. و ايجادعفونت نمايد

مقاومت . شود هاي مقاوم مي هاي حساس و انتخاب سويه رفتن سويه ها در انسان و حيوان باعث ازبين بيوتيك آنتي

لذا لزوم انجام . پزشكي با آن مواجه است ترين مسايلي است كه دنياي  مهمها از بيوتيك ها در برابر آنتي سويه

 )                                                     ١،٥( .گردد بيوتيكي در درمان اين عفونت بيش از پيش احساس مي آزمايشات حساسيت و مقاومت آنتي

هـاي    گاه ادراري و تشخيص منبع عفونت و افتراق سـويه         يك ابزار اپيدميولوژيكي در بررسي شيوع عفونت دست       

E.coli    هاي     عامل عفونت، تايپينگ باكتريE.coli هـاي   روش هـا بـه    بندي و تايپينگ بـاكتري  طوركلي طبقه  به  .  است

ــل  ــي مثــ   و Biotyping  ،  Serotyping،Phage-typing ،Resistotyping  ،Bacteriocintyping مختلفــ

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

3 ۱۳۸۸ زمستان، 1/74ره ، شما)JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي، 

Molecular typing(Genotyping)٦،٧(.شود   انجام مي( 

بـه  E.coli  در ايران اكثر مطالعـات اپيـدميولوژيكي روي عفونـت دسـتگاه ادراري ايجـاد شـده توسـط بـاكتري         

محدود بوده است اما اسـتفاده  ) تايپينگ به وسيله تعيين الگوي مقاومتي(بيوتايپينگ، سروتايپينگ و رزيستوتايپينگ  

   بـه (Plasmid Profile Analysis: PPA)پلاسـميدي   مانند بررسـي طـرح  ) يپينگژنوتا(هاي مولكولي  از تكنيك

 Restriction)هـاي انـدونوكلئاز محدودكننـده      وسـيله آنـزيم   هـاي ايجـاد شـده بـه     همراه بررسي الگوي بـرش 

Endonuclease Analysis: REA )رم هاي گ  قابل قبولي در مطالعات اپيدميولوژيكي باكتري  عنوان روش  نيز به

عفـوني،   بيمـاري    عنوان يـك ابـزار اپيـدميولوژيكي در بررسـي شـيوع      به   PPA.گيرد منفي مورد استفاده قرار مي

هـاي    سـويه   اپيـدميك و تايپينـگ         پلاسـميد     ها، تـشخيص    باكتري  اپيدميك     سويه    عفونت، تشخيص   منبع    تشخيص  

 و  اشريشياكلي پلاسميدي   DNAسازي    خراج و خالص   اين مطالعه جهت است    )۶( .گيرد  باكتري، مورد استفاده قرارمي     

چنـين تجـسس رابطـه       هـا و هـم      ها براي تايپنيگ اين سويه       آمده از باكتري    دست  استفاده از الگوهاي پلاسميدي به    

 .شد ها انجام اپيدميولوژيك بين سويه

منظـور تعيـين     بـه لذا ايـن تحقيـق  . كرديم هاي قبل، از اين روش نيز استفاده     در اين تحقيق علاوه بر روش     

  همـراه اسـتفاده از انـدونوكلئازهاي        پلاسـميدي بـه       طـرح   بيـوتيكي ، تعيـين        آنتـي    مقاومت    الگوي  سروتايپ، تعيين     

هاي دستگاه ادراري و استفاده از نتايج حاصـله بـراي             شده از موارد عفونت      جدا E.coliهاي    محدودكننده در سويه  

 .شد ها انجام تايپينگ اين سويه

 

  و روشها مواد

 بـر روي ادرار بيمـاران و        )٨( پس از انجام آزمايشات بـاكتريولوژيكي اسـتاندارد        .هاي باكتريايي مورد مطالعه     سويه

از  E.coli سـويه  ۴۴ مجموع ۱۳۸۳هاي مختلف واقع در شمال ايران در بهار           بيمارستان در آزمايشگاه    UTIتشخيص  

 .گرفتادرار بيماران جداسازي شده و مورد بررسي قرار 

آوري شـده     هاي جمع   هاي باكتريولوژيكي اوليه روي همه نمونه       بررسي .هاي باكتريولوژيكي و بيوشيميايي     آزمايش

،  اوره ،IMViCهـاي     سـپس تـست   . آگار كشت داده شدند    EMBها روي محيط مكانكي آگار و         نمونه. انجام گرفت 

TSI ،٨( .ليزين انجام گرفت آرژنين و  و اسيدهاي آمينهقندهاي مانيتول و اينوزيتول( 

هـاي باكتريـايي مـورد بررسـي      در سويه  بيوتيكي  آنتيدر اين مرحله از كار مقاومت       . هاي رزيستوتايپينگ   آزمايش 

براسـاس دسـتورالعمل    Kirby & Bauerبيـوتيكي بـه روش انتـشار ديـسك      تعيين طرح مقاومت آنتـي . قرار گرفت

NCCLS  سـيلين، سـفازولين، ايمـي پـنم، جنتاميـسين،            رد استفاده شامل آمپـي    بيوتيك مو    ده آنتي  )١٠-٨ (. انجام گرفت

 .تتراسايكلين، كلرامفنيكل، كوتريموكسازول، ناليديكسيك اسيد، سيپروفلوكساسين ونيتروفورانتويين بودند

 Mast (Mast Group Ltd., Mesey Side, Uk)  هاي سـرولوژيكي از  براي بررسي .هاي سرولوژيك آزمايش

Diagnostic Kit ۲  سرم آنتي  و همچنينO  توليد شده توسط مؤسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي اسـتفاده 

 سـاعت  ٢۴هـا روي محـيط نوترينـت آگـار كـشت داده شـدند و پـس از                     بدين صورت كه بـاكتري    ).  ١جدول(شد  

محيط به آرامي به هـم      سطح  .  اضافه گرديد  (PBS) ميلي ليتر بافر فسفات      ۵هاي حاوي باكتري،      انكوباسيون، به پليت  
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مخلـوط بـافر و بـاكتري در لولـه آزمـايش            . هاي باكتريايي از سطح محيط جدا و در بافر حل شوند            زده شد تا كلوني   

 اين كار براي از بـين بـردن         )٨( . درجه سانتيگراد اتوكلاو گرديد    ۱٠٠ ساعت در حرارت     ٥/٢استريل ريخته و به مدت      

 )٥( .كنـد    جلـوگيري مـي    Oژن     از واكـنش آنتـي     Kژن    زيرا گاهي اوقات آنتي    حساس به حرارت بود،      Kهاي    ژن  آنتي

هـا صـورت      هاي پلي والان و مونووالان موجود در كيت، تست آگلوتيناسيون روي سويه             سرم  سپس با استفاده از آنتي    

يي اتوكلاو شده بـه      ميكروليتر عصاره باكتريا   ۵٠ پلي والان روي لام تميزي ريخته و          سرم   ميكروليتر از آنتي   ۵٠: گرفت

والان، آزمـايش بـه طـور         هـاي پلـي     سـرم   در صورت مثبت شدن جواب تست با آنتي       . آن اضافه گرديد و مخلوط شد     

  )٨( .هاي مونو والان انجام گرفت تا سروتايپ باكتري مشخص شود  سرم جداگانه براي آنتي

 

 

 .Mast Diagnostic Kitالان و مونووالان موجود  در وهاي پلي سرم آنتي: ۱جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  پلاسميد هاي استخراج آزمايش

ها روش دناتوراسيون      پلاسميدي از باكتري   DNAدر اين مطالعه روش انتخابي براي جداسازي و استخراج          

 DNA بـا انجـام ايـن روش، محلـولي حـاوي      )١،٦،١١( .بود) Birnboim and Doly غييريافته يا روش ت( قليايي 

  . به دست مي آيد  كه بلافاصله الكتروفورز گرديد ها  شده از باكتري پلاسميدي استخراج
  الكتروفورز در ژل

 .سـتفاده شـد    كيلوبـاز ا   ١٠ تـا    ۵/٠ در محـدوده     DNAهاي     درصد براي جداسازي مولكول    ٨/٠ آگارز     از ژل 

 )٦( .شد برداري   عكسpoloroid نتيجه الكتروفورز با دوربين )١٢،١٣(

  مولكولي پلاسميدها اندازه و وزن تعيين
بـراي  . سـازد   هـاي مختلـف را جـدامي         پلاسـميدي بـا انـدازه      DNAهاي    آگارز، مولكول   الكتروفورز در ژل     

 kb DNA Ladder 1 مـاركر در ايـن مطالعـه از   . شـود  مياندازه اين پلاسميدها از ماركرهاي مختلفي استفاده  تعيين

الانوهاي مونو سرم آنتي الانوهاي پلي سرم شماره آنتي   

O۱,O۲۶,O۳۶a,O١١١,O۱۱٩,O۱۲۷a,O١الانت وپلي ١٢٨  

O۴۴,O۵۵,O۱۲۶,O۱۴۶,O١۶۸ ٢الانت وپلي  

O۱۸,O۱۱۴,O۱۴۲,O۱۵۱,O۱۵۷,O۱۵۸ ٣الانت وپلي  

O۶,O۲۷,O٧٨,O١٤٨,O١۵٩,O۱۶۸ ٤الانت وپلي  

O۲۰,O۲۵,O٦٣,O۱۵۳,O١۶۷ ۵نت الاوپلي  

O٨,O١۵,O١١۵,O٦الانت وپلي ١٦٩  

O٢٨ac,O١١٢ac,O١٢٤,O١٣٦,O٧الانت  وپلي ١٤٤  

O٢٩,O١٤٣,O١۶٢,O٨الانت وپلي ١٦٤  
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 )۱۳(.د بـو Semi-log plotsآوردن اندازه قطعات مجهول اسـتفاده از نمـودار    دست هاي به يكي از راه. استفاده گرديد

اسـاس  .   بـود PHOTO CAPافـزار   پلاسـميدي اسـتفاده از نـرم   DNAروش ديگر براي تخمين انـدازه مولكـول   

توسـط هـر   ) كيلوجفت باز(آوردن اندازه باندها  دست بعد از به. باشد براساس روش لگاريتمي مي محاسبات كامپيوتر   

مولكولي پلاسميدها    ، از طريق فرمول زير وزن     ) آمد  دست  كه نتايج يكساني از هر دو روش به       (كدام از اين دو روش      

  )١٣( : آمد دست به

 هر كيلو جفت باز = ۶۶٠٠٠٠دالتون ) ۶۶/٠مگادالتون (

  )هضم آنزيمي(هاي اندونوكلئاز محدودكننده  استفاده از آنزيم
بـرش آنزيمـي پلاسـميدها بـا        . شـد   هايي كه داراي يك پلاسميد بودند انجام        در اين مطالعه اين كار براي سويه      

از نتيجـه   .  انجـام گرفـت    (Fermentase) طبق دستورالعمل كارخانه سـازنده       EcoRIاستفاده از آنزيم محدودكننده     

در مواردي كه پـس از الكتروفـورز        . ( آمده مورد بررسي قرار گرفت      دست  برداري كرده و نتايج به      روفورز عكس الكت

مولكولي باشند براي مشخص شدن اين كه ايـن پلاسـميدها واقعـاً يكـسان            آيد كه داراي يك وزن      دست  باندهايي به 

  )١،٦( .شود هاي محدودكننده استفاده مي هستند يا نه، از آنزيم
  

 نتايج و بحث

  هاي باكتريولوژيكي و بيوشيميايي زمايشآ
هـاي لاكتـوز مثبـت صـورتي      آگار كلـوني  در محيط مكانكي شده و تشخيص داده شده هاي جدا همه باكتري

قابـل ذكـر اسـت كـه در ايـن            .هاي با جلاي سبز فلزي نشان دادند        رنگ و در محيط ائوزين متيلن بلوآگار كلوني       

كردند صرف نظر گرديـد تـا      اشريشياكلي كه لاكتوز منفي بودند و جلاي فلزي ايجاد نمي          هايي از   مطالعه از سوش  

هـاي    هاي اندول و متيل رد مثبت و آزمايش         نتيجه آزمايش  .يكساني داشته باشند  " همه نمونه ها خصوصيات كاملا    

VPدر محيط .  و سيترات منفي بودTSI اي  هـيچ سـويه  .  پاسخ اسيد ـ اسيد همراه با توليد گاز مشاهده شدH2S 

نتيجه آزمايش اوره منفي بود و نتـايج آزمايـشات   . ها متحرك و بعضي غير متحرك بودند بعضي سويه. نكرد  توليد  

نتيجه آزمون اسيد آمينه ليزين مثبت و اسـيد آمينـه           . قندهاي گلوكز و مانيتول مثبت بود و قند اينوزيتول منفي بود          

                                                          .                 آرژنين منفي بود

  هاي سرولوژيك آزمايش
 ۶ در   ٢O ، سروتايپ %)٢/١٨( سويه   ٨ در   ۶Oسروتايپ.  گروه  سروتايپ شدند    ۴در  %) ۴/٣۶(سويه  شانزده  

مــشاهده شــد %) ٣/٢( ســويه ١نيــز در O ٢۵و ســروتايپ%) ٣/٢( ســويه ١ در O ١٨، ســروتايپ%)۶/١٣(ســويه 

قابل ذكر اسـت كـه بـه دليـل          . شده بودند   هاي شناسايي   ترين سروتايپ    فراوان ٢O و   ۶Oهاي  سروتايپ). ٢جدول(

 ٢٨سروتايپينگ براي  مشاهده مي شود، ۱ موجود در كيت مورد استفاده كه در جدول O هاي سرم محدوديت آنتي

  .پذير نبود  انجام %)۶/۶٣(سويه 
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  هاي مورد مطالعه شده در سويه شناسايي Oتعداد و درصد سروتايپ هاي: ٢جدول

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي رزيستوتايپينگ آزمايش
بـالاترين مقاومـت نـسبت بـه     . بيـوتيكي نـشان دادنـد      هاي مورد مطالعه ميـزان بـالايي مقاومـت آنتـي            سويه

بيشترين حـساسيت  . بود%) ٧/۴٧(و كوتريموكسازول %) ۶/۶٣(، تتراسايكلين %)١/٨۴(سيلين   اي آمپي هبيوتيك  آنتي

نتـايج حـساسيت،    . بـود %) ١/٨۴(و كلرامفنيكـل    %) ۴/٩۵(، نيتروفورانتـويين    %)١٠٠(نم  پ  هاي ايمي   بيوتيك  به آنتي 

 نـشان داده     ١هـاي مـورد مطالعـه در نمـودار          بيوتيـك   هاي مورد مطالعه به آنتـي       حالت حد واسط و مقاومت سويه     

 .است شده

  ها تعداد و درصد سويه  ها شماره سويه  سروتايپ
۶O ۲ ، ۷ ، ۱۷ ، ۱۹ ، ۲۱ ، ۳۶ ، ۳۸ ، ۴۰ ٢/١٨ (٨(% 

۲O ۴ ، ٢ ، ٢٣ ، ١٢ ، ١١۴ ، ۴٢ ۶) ۶/١٣(% 

۱۸O ۴۴ ٣/٢ (١(% 

۲۵O ١۴ ٣/٢ (١(% 

 

 %)۴/٣۶ (١۶ قابل سروتايپ

 %)۶/۶٣ (٢٨ غير قابل سروتايپ
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  رد مطالعه سويه مو۴۴ تصاوير حاصل از الكتروفورز پلاسميدهاي استخراجي از -١شكل

  

  EcoRIمحدودكننده  آزمايش استفاده از آنزيم
هضم آنزيمي )  مگادالتوني بودند٩/٩داراي پلاسميد (باندي داشتند  پلاسميدي يك اي كه طرح  سويه٨براي        

  ). ٢شكل( آمد  دست انجام گرفت كه دو الگوي هضم متفاوت به
 . شد هاي مورد مطالعه شناسايي  طرح متفاوت براي سويه٣٢در كل پس از هضم آنزيمي 

 

 

 

 

 

 EcoRI  آنزيم آمده پس از هضم آنزيمي توسط دست  باندهاي به-٢شكل
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9 ۱۳۸۸ زمستان، 1/74ره ، شما)JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي، 

 گيري نتيجه

بيماري عودكننده  )۱،۲،۴،۱۴،۱۵(رود  هاي انساني به شمار مي      ترين عفونت    دستگاه ادراري كه يكي از شايع       عفونت

 اشريـشياكلي هاي عامل اين عفونـت،         در بين باكتري   )١( .شوند  لا مي  ميليون زن به آن مبت     ١١اي است و سالانه تقريباً      

 كـه جـزء فلـورطبيعي روده انـسان اسـت            اشريشياكلي )۴،۱۴،۱۵-۱( .دهد  بيشترين سهم را دارد و شيوع بالايي نشان مي        

 .تواند از مدفوع و ناحيه پرينال به دستگاه ادراري مهاجرت كرده و ايجادعفونت نمايد مي

، ١O ،۲Oشـامل  ها  اين سروتايپ. كنند  ايجادعفونت دستگاه ادراري مياشريشياكلي متعددي از    هاي  سروتايپ

۴O  ،۵O  ،۶O  ،۷O  ،۸O  ،۹O  ،۱۱O  ،۱۵O  ،۱۶O  ،۱۷O  ،۱۸O  ،۱۹O  ،۲۰O  ،۲۱O  ،۲۲O  ،۲۵O  ،۲۷O  ،۵۰O  ،۶۲O  ،۷۵O  ،۷۷O   و  ...

 .) مقايسه گردد۱ موجود در جدول Oايهسرم با آنتي  ()٢، ١٩-١٦( .باشد مي

اي هسـرم   به دليل محدوديت آنتي   .  آمد  دست  به ٢O  ،۶O  ،۱۸O  ،۲۵Oهاي    سروتايپ%) ۴/٣۶( سويه   ١۶در مطالعه ما در     

O     ،هـاي   سـويه  سروتايپ نشدند و اين كيت قادر بـه افتـراق همـه     %) ۶/۶٣( سويه   ٢٨  موجود در كيت مورد استفاده

 جداشـده از    اشريـشياكلي  سـويه    ١٠٣بـرروي   ) ١٩٩۵(ا  اسپاني و همكاران در     Blancoدر مطالعه   . مورد مطالعه نبود  

ــاي ادراري،  عفونـــت ــويه% ۶٨هـ ــروتايپ سـ ــا در سـ ــاي هـ  ١O ،۲O ،۴O ،۶O ،۹O ،۱۸O ،۲۷O ،۷۳O ،۷۵O ،۷۷O هـ

در مطالعـه   . )۱۶(بودنـد  ٢O  ،۴O  ،۶Oهـا     تـرين سـروتايپ     فـراوان . ها قابل سروتايپ نبودند     سويه% ٣٢. شدند  شناسايي

Vranes    ۶/٧۵هـاي ادراري      شده از عفونـت      جدا اشريشياكلي سويه   ١۶٠بر روي   ) ٢٠٠١(اسي   و همكاران در كرو %

. شـدند  شناسايي ١O ،۲O ،۴O ،۵O ،۶O ،۷O ،۸O ،۹O ،۱۱O ،۱۵O ،۱۷O ،۱۸O ،۲۵O ،۵۰O ،۷۵Oهاي  ها در سروتايپ    سويه

عه كتولي و همكاران در سوئد      در مطال . )۱۷(بودند ٢O  ،۴O  ،۶Oها    ترين سويه   فراوان. ها قابل تايپ نبودند     سويه% ٢۴/۴

هـاي   هـا بـا سـروتايپ    سويه% ٣/٧١هاي ادراري از شيراز،  شده از عفونت  جدااشريشياكلي سويه  ٨٧برروي  ) ٢٠٠۴(

١O ،۲O ،۴O ،۶O ،۷O ،۸O ،۱۵O ،۱۷O ،۱۸O ،۱۹O ،۲۱O ،۷۵O  هـا قابــل تايـپ نبودنــد   ســويه% ٧/٢٨شـدند،   شناسـايي .

 )۲( .ودند ب۶O و۲O ها ترين سروتايپ فراوان

.  بودند كه با نتايج مطالعات ذكر شـده مـشابهت دارد           ۶Oو   ٢Oشده    هاي شناسايي   ترين سروتايپ   در مطالعه ما فراوان   

وسـيله تعـداد محـدودي از         هاي دستگاه ادراري ممكن است به       دهد كه بسياري از موارد عفونت       اين مسأله نشان مي   

  )۱۶( .شود باشند، ايجاد هاي خاصي مي تايپ كه معمولاً متعلق به سرواشريشياكليهاي  سويه

هـاي مـورد اسـتفاده نـشان          بيوتيك   درصد مقاومت بالايي نسبت به آنتي      اشريشياكليهاي    در مطالعه ما سويه   

. مـشاهده شـد   %) ۴٨(و بعـد كوتريموكـسازول      %) ۶۴(، سپس تتراسايكلين    %)٨۴(سيلين    مقاومت بالا به آمپي   . دادند

 و  Leeدر مطالعه   . به نيتروفورانتويين حساس بودند   % ٩۵. پنم حساس بودند    هاي مورد مطالعه ما به ايمي       سويه% ١٠٠

هـاي     دستگاه ادراري انجام گرفت بالاترين مقاومت بـين سـويه           كه برروي عفونت  ) ٢٠٠۴(همكاران در كره جنوبي     

پـنم    هـا بـه ايمـي       و سپس كوتريموكسازول ديده شد و همه سـويه        %) ۶٢(سيلين   جداشده نسبت به آمپي    اشريشياكلي

 ـ  ) ٢٠٠۵( و همكاران    Karaca در مطالعه    )۴( .حساس بودند  شـده از عفونـت دسـتگاه          جـدا  E.coliروي  ردر تركيه ب

بيوتيـك     آنتي  اين   سال بررسي شد كه نشان مي دهد مقاومت به           ١٠ادراري، مقاومت بالا به كوتريموكسازول در طي        

شـده از      هـاي جـدا    E.coliبـروي   ) ١٣٨٣(ي از صادقي و همكاران در تبريـز         ا در مطالعه  )۱۴( .ر حال افزايش است   د

هـا بـه نيتروفورانتـويين حـساس          سـويه % ٩۶. مشاهده شد %) ٩٩(سيلين     دستگاه ادراري مقاومت بالا به آمپي       عفونت
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شد   هاي ادراري انجام    هاي غالب در عفونت      باكتري كه برروي ) ١٣٨۴( در مطالعه زابلي و همكاران در آمل         )١( .بودند

جنتاميسين مـؤثرترين   . ميزان بالايي مقاومت گزارش شد    ) ها  از بتالاكتام (سيلين    نسبت به كوتريموكسازول و آموكسي    

د هـاي مـور     در اكثر اين مطالعـات سـويه      . بيوتيكي بسيار بالا بود     در مطالعه ما ميزان مقاومت چند آنتي       )۲۰( .دارو بود 

 . دادند بيوتيكي بالايي نشان  مطالعه مقاومت چند آنتي

 آمـده از سـاير       دست  بيوتيكي در مطالعه ما همانند نتايج به        شود الگوي مقاومت آنتي     همانطور كه ملاحظه مي   

باشـد    ها مي   سيلين كه جزء بتالاكتام     مقاومت بالا به آمپي   . باشد  كشورهاي آسيايي و مناطق مختلف كشور خودمان مي       

باشـد   ويژه در كشورهاي جهان سوم مي رويه و در دسترس بودن به به دليل استفاده بيشتر توسط پزشكان، مصرف بي      

سيلين كه    توان ادعا نمود كه آمپي      پس مي . سيلين در اكثر مناطق بسيار شايع است        دهد كه مقاومت به آمپي      و نشان مي  

هـم چنـين تجـويز      . توانـد داشـته باشـد       دراري نقشي نمي   دستگاه ا   باشد در درمان عفونت     از داروهاي پرمصرف مي   

كـار مـي رود نيـز مناسـب      عنوان درمان اوليه براي عفونت دستگاه ادراري بـه   كوتريموكسازول كه در بيشتر موارد به     

تـوان نيتروفورانتـويين و       در صورتي كه عفونت محدود به مجاري ادراري تحتـاني باشـد بـه راحتـي مـي                 . باشد  نمي

) مثل جنتاميسين(از آمينوگليكوزيدها . كنند تجويز كرد  اسيد را به دليل تراكم بالايي كه در ادرار پيدا مي         ناليديكسيك

 .  استفاده كردUTIعنوان داروي انتخابي درمان  توان به نيز مي

هاي سطحي سلول و الگـوي        ژن  كه خصوصيات فنوتيپي از قبيل الگوهاي بيوشيميايي، وجود آنتي          اين  نظر به   

بيوتيكي براساس تغييرات در شرايط رشد تمايل به تغيير دارند، استفاده از اين خصوصيات براي شناسايي  اومت آنتي مق

 مفيد نبوده يا ارزش محدودي خواهد       اشريشياكليهاي هتروژن نظير      هاي ايجادشده توسط گونه     منبع عفونت يا بيماري   

هاي مولكـولي    هاي هتروژن، استفاده از روش       عاملي و گونه   هاي چند   داشت، براي شناسايي اپيدميولوژي چنين عفونت     

هـاي    وسـيله آنـزيم      پلاسميدي يا كرومـوزومي بـه      DNAهمراه استفاده از الگوي برش        پلاسميدي به   نظير آناليز الگوي  

اين . است  كار برده شده    ها به    پلاسميدي از باكتري   DNAهاي زيادي براي جداكردن       روش. محدودكننده ضروري است  

هــاي گــرم مثبــت يــا گــرم منفــي، انــدازه پلاســميدها، تعيــين  هــا بــراي نــوع خــاص بــاكتري از قبيــل بــاكتري  وشر

 )١( .اند هاي محدودكننده يا اهداف باليني سازگار شده پلاسميدي، هضم با آنزيم الگوي

ر پژوهشي كه   د. هاي مورد مطالعه ما حاوي پلاسميد بودند         درصد سويه  ٩١ آمده نشان داد كه       دست  نتايج به 

شد،    جداشده از عفونت دستگاه ادراري انجام      اشريشياكليبر روي   ) ١٩۵۵( و همكاران در كره      Woo-Jooبه وسيله   

كـه بـر روي     ) ١٣٨٢(زاده و همكـاران در اصـفهان           در مطالعه كرباسي   )٢١( .ها حاوي پلاسميد بودند      درصد سويه  ٧٢

شده از عفونت دسـتگاه ادراري         جدا E.coliهاي    سويه% ٧۶شد،    جامهاي بيمارستاني ان    شده از عفونت    ها جدا   فرم  كلي

هـاي    اشريـشياكلي هـاي     برروي سـويه  ) ١٣٨۴( در مطالعه صادقي و همكاران كه در تبريز          )۱۵( .داراي پلاسميد بودند  

تعـداد پلاسـميدهاي     )١( .هـا داراي پلاسـميد گـزارش شـدند          سـويه % ٩٠هاي ادراري انجام گرفت       شده عفونت   جدا

 تا ١تعداد ) ١٣٨۴(در مطالعه صادقي و همكاران در تبريز .  عدد بود١٠ تا ١هاي مورد مطالعه ما از  شده از سويه   داج

 )١( .ها گزارش شد  پلاسميد در سويه٧

 مگادالتون بود كه در     ٩٩/٩ تا   ۶٩/٠شده عمدتاً در محدوده       مولكولي پلاسميدهاي شناسايي    در مطالعه ما وزن   

) ١٣٨٢(زاده و همكاران در اصـفهان         در مطالعه دكتر كرباسي   . شد  دهايي با وزن بيشتر نيز شناسايي      پلاسمي  چند سويه 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

11 ۱۳۸۸ زمستان، 1/74ره ، شما)JSIAU(مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي، 

) ١٣٨۴( در مطالعـه صـادقي و همكـاران در تبريـز         )۱۵( . مگادالتون گزارش شد   ٢٢/٣٧پلاسميدهايي با وزن بيشتر از      

هـا پلاسـميدهاي بـيش از         رخي از سويه   مگادالتون گزارش شد كه در ب      ٨۶/١٣ تا   ۶۶/٠مولكولي پلاسميدها بين      وزن

 )١( . مگادالتون نيز گزارش شد١٣/٨۶

اين مسأله مـي توانـد      .  مگادالتون بودند  ٩/٩ درصد داراي پلاسميدي با وزن       ٩١هاي مورد مطالعه ما       از سويه 

ي و در مطالعـه صـادق  . )۲۲( باشـد  UPEC (UroPathogenic E.coli)هاي نشان دهنده ارتباط اپيدميولوژيك سويه

هـاي مـورد مطالعـه         درصد از سـويه    ٨۴ مگادالتون در ميان     ٨۶/١٣نيز پلاسميدي با وزن     ) ١٣٨۴(همكاران در تبريز    

يك پلاسميد كانجوگيتيو با وزن بيش از ) ١٣٨٢(زاده و همكاران در اصفهان       در مطالعه دكتر كرباسي    )١( .مشاهده شد 

در اردن   Malkawi در مطالعه    )۱۵( . مورد مطالعه مشاهده شد    كيلياشريشياهاي     درصد سويه  ۵٠ مگادالتوني در    ٢/٣٧

شده داراي پلاسميدي بـا     هاي جدا   شد همه سويه    شده از بيماران مبتلا به اسهال انجام         جدا E.coliكه برروي   ) ١٩٨٨(

 )۲۳( . مگادالتون بودند۵/١۶وزن 

 ٩/٩حـاوي پلاسـميدي بـا وزن        ) راي پلاسميد هاي دا   يعني همه سويه  (ها     درصد از سويه   ٩١در مطالعه ما                

بنابراين اين احتمال   . دادند  سيلين مقاومت نشان مي     ها به آمپي     درصد از اين سويه    ٨۵از طرف ديگر    . مگادالتون بودند 

در مطالعـه  .  مگادالتوني قرار گرفته باشـد ٩/٩سيلين روي پلاسميد  وجود دارد كه ژن كدكننده مقاومت در برابر آمپي  

هـاي مـورد مطالعـه داراي         هاي توليدكننده آنزيم بتالاكتاماز، سـويه       برروي باكتري ) ١٣٨۴(و همكاران در تبريز     مبين  

رسيد كه پلاسميد  پس از حذف پلاسميدي با توجه به نتايج به نظر مي    .  مگادالتوني بودند  ۶۴/٢ و   ٩۶/٣پلاسميدهاي  

 درصـد  ٨۴) ١٣٨۴( در مطالعه صادقي و همكاران در تبريـز         )٢٤( .بيوتيكي مؤثر بود     مگادالتوني در مقاومت آنتي    ٢/۶۴

ها نيـز     آن. سيلين مقاوم بودند    ها به آمپي    از اين سويه  % ٨٣ مگادالتون داشتند و     ٨۶/١٣ها حاوي پلاسميد با وزن        سويه

 در مطالعه )١( . مگادالتوني را بيان كردند٨۶/١٣سيلين روي پلاسميد   احتمال قرار گرفتن ژن كدكننده مقاومت به آمپي       

 ۵٠ مگـادالتون موجـود در   ٢/٣٧پلاسميد كـانجوگيتيو بـا وزن بـيش از    ) ١٣٨٢(زاده و همكاران در اصفهان       كرباسي

بيوتيـك و فلـزات سـنگين         هاي كدكننده مقاومت بـه آنتـي         مورد مطالعه، حاوي ژن    اشريشياكليهاي    درصد از سويه  

شـد، حـضور ژن       شده از اسهال انجام      هاي جدا  E.coliوي  برر) ١٩٩٨( در اردن    Malkawi در پژوهشي كه     )۱۵(.بود

 )۲۳(. مگادالتوني به اثبات رسيد۵/١۶سيلين برروي پلاسميدهايي با وزن  كدكننده مقاومت به آمپي

 آمد كه بيانگر حضور شـايع پلاسـميد در           دست  پلاسميدي به    طرح ٣١ سويه مورد مطالعه     ۴۴در مطالعه ما از              

 ١٠٠از ) ١٣٨۴(در مطالعه صادقي و همكاران در تبريز . هاي ادراري است شده از عفونت     جدا ياكلياشريشهاي    سويه

بـر روي   ) ١٩٩۵( و همكاران در كره      Woo-Joo در مطالعه    )١( . آمد  دست  پلاسميدي به    الگوي ۴۴سويه مورد مطالعه    

  )۲۱( . آمد دست پلاسميدي به  الگوي١٣ سويه مورد مطالعه ٣٢شده از عفونت دستگاه ادراري از   جدااشريشياكلي

 عــدد و انــدازه پلاســميدها نــسبتاً بــزرگ باشــد قــدرت افتــراق ٣زمــاني كــه تعــداد پلاســميدها كمتــر از 

. هـا اسـتفاده كـرد       هاي ديگري نظير برش آنزيمي براي افتراق سويه         يابد و بايد از روش      پلاسميدي كاهش مي    الگوي

 كه تعداد پلاسميد موجود در يـك سـويه نيـز            kb۵٠ر پلاسميدهاي كوچكتر از     هاي محدودكننده د    استفاده از آنزيم  

هاي داراي پلاسميد منفرد كـه مـشابه           در اين مطالعه سويه    )١( .دهد   عدد باشد، قدرت افتراق را افزايش مي       ٣كمتر از   

  دسـت   نتـايج بـه   . ندها با يكديگر مقايسه شـد        برش داده و الگوهاي برشي آن      EcoRIبودند را با آنزيم محدودكننده      
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دكتر . دهد و در بعضي موارد الگوهاي برشي متفاوت هستند          آمده در بعضي موارد تشابه الگوهاي برشي را نشان مي         

هاي محدودكننده استفاده كردند كه در چنـد   نيز در مطالعه خود از آنزيم) ١٣٨٢(زاده و همكاران در اصفهان     كرباسي

هـاي   نيـز از آنـزيم  ) ١٣٨۴( در مطالعه صادقي و همكاران در تبريز   )۱۵( .آوردند دست  سويه الگوي برشي يكسان را به     

محدودكننده استفاده گرديد كه در مواردي الگوي برشي متفاوت و در برخي موارد الگوي برشـي يكـساني حاصـل                    

 . آمد دست  الگوي متفاوت به٣۲طور كلي پس از هضم آنزيمي  به .شد

. دادنـد   بيوتيكي نشان مي    هاي فاقد پلاسميد، مقاومت آنتي      عه ما بعضي سويه   لازم به توضيح است كه در مطال      

وسيله ترانسپوزون، فاژ و      تواند به   بيوتيكي علاوه بر كدشدن توسط پلاسميد، مي        همان طور كه مي دانيم مقاومت آنتي      

 غير پلاسميدي اسـت و      ها مقاومت   زنيم كه در اين سويه       ما چنين حدس مي    )۱۵،۲۵( .هاي كروموزومي نيز كد شود      ژن

 . شود توسط عوامل نام برده كد مي

ها داراي پلاسـميد هـستند پـس در آزمـايش           كنند كه بعضي سويه     قابل ذكر است كه بعضي محققان بيان مي       

دهند؛ اما ممكن است درطي مراحل آزمايـشگاهي ايـن پلاسـميد از دسـت                 بيوتيكي، مقاومت نشان مي     مقاومت آنتي 

ناپايـداري  ) ١٩٩١( و همكـاران  Brown. ناليزپلاسـميدي فاقـد هرگونـه باندپلاسـميدي باشـد         برود و بـاكتري در آ     

ها را در طـي مراحـل آزمايـشگاهي           رفتن آن   بيوتيك در محيط كشت و ازبين       پلاسميدها در شرايط عدم حضور آنتي     

 ـ  در مطالعـه ) ٢٠٠٢( و همكـاران در برزيـل     Teophilo هم چنـين     )۲۶( .اند  گزارش كرده   هـاي  E.coliروي اي كـه ب

اند از دسـت رفـتن پلاسـميدها در حـين كارهـاي       ها انجام داده پلاسميدي آن شده از مواد غذايي دريايي و طرح      جدا

  )۲۷( .اند آزمايشگاهي را بيان كرده

هاي مورد مطالعـه      بيوتيك  كدام از آنتي      هيچ  ها كه داراي چندين پلاسميد بودند به        در مطالعه ما بعضي از سويه     

، Col، عامـل  Fعامـل  (دانـيم انـواع مختلفـي از پلاسـميدها وجـود دارنـد             همان طور كه مي   . ومت نشان ندادند  مقا

زا مثل انتروتوكسين، هموليزين، فيمبريه       پلاسميدهاي تجزيه كننده مواد و پلاسميدهاي مربوط به فاكتورهاي بيماري         

ها پلاسـميدهايي غيـر از پلاسـميد عامـل            ر اين سويه  توانيم چنين نتيجه بگيريم كه پلاسميدهاي موجود د         مي...). و  

باشـد، داراي ژن مقاومـت    بيـوتيكي مـي   باشد و يا اگر پلاسميد كدكننده ژن مقاومـت آنتـي     بيوتيكي مي   مقاومت آنتي 

 . باشد هاي مورد مطالعه ما مي بيوتيك بيوتيك ديگري غير از آنتي نسبت به آنتي

همـراه    پلاسـميدي بـه     وتايپينگ، رزيستوتايپينگ و بررسي الگوي    در اين پژوهش سه روش تايپينگ يعني سر       

هـاي ادراري مـورد بررسـي و          شده از عفونت     جدا اشريشياكليهاي    هاي محدودكننده در مورد سويه      استفاده از آنزيم  

ــت  ــرار گرف ــسه ق ــه. مقاي ــروتايپينگ  ب ــه۴روش س ــويه، ب ــستوتايپينگ   س ــه٢۴روش رزي ــويه و ب ــين   س روش تعي

در مطالعـه مـا روش      . شـدند    سويه مختلف شناسايي   ٣٢هاي محدودكننده     همراه استفاده از آنزيم     يدي به پلاسم  الگوي

موجود در كيت مورد استفاده و در نتيجه عدم سروتايپ درصـد  O هاي سرم سروتايپينگ به دليل محدوديت در آنتي

تـوان از سـروتايپينگ بـراي تايپينـگ           مـي زماني  . بالايي از نمونه ها، روش مناسبي براي تايپينگ در نظر گرفته نشد           

هـاي   همـراه اسـتفاده از آنـزيم    پلاسميدي به  روش تعيين طرح. مورد استفاده كامل باشدهاي سرم آنتياستفاده كرد كه  

ايـن  . هاي بيشتري را نسبت به دو روش سـروتايپينگ و رزيـستوتايپينگ نـشان داد               محدودكننده قدرت افتراق سويه   

 دسـتگاه ادراري انـساني مـورد         شده از موارد عفونـت       جدا اشريشياكليهاي    راي تايپينگ سويه  طور موفقي ب    روش به 
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هاي محدودكننـده بـراي       همراه استفاده از آنزيم     پلاسميدي به   بسياري از محققين از بررسي طرح     . استفاده قرار گرفت  

قد بودند كه اين روش بر سـروتايپينگ و         ها معت   آن.  استفاده كرده اند   اشريشياكليهاي گرم منفي مثل       تايپينگ باكتري 

هـاي  سـالمونلا بـرروي   ) ١٣٧٧(رفيعي طباطبايي و همكاران در تهران       اي كه     در مطالعه . رزيستوتايپينگ ارجح است  

همـراه اسـتفاده از       پلاسـميدي بـه      نتيجه رسيدند كه بررسـي طـرح        اين  هاي كلينيكي انجام دادند به        جداشده از نمونه  

هـايي مثـل      روش  هـاي موردمطالعـه بـوده و نـسبت بـه            دودكننده روش مناسبي بـراي تايپينـگ سـويه        هاي مح   آنزيم

بررسـي  ) ١٣٨٠(رفيعي طباطبـايي و همكـاران در تهـران          ي ديگري از       در مطالعه  )۲۸( .رزيستوتايپينگ ارجحيت دارد  

 اشريـشياكلي هـاي     ي تايپينـگ سـويه    طـور مـوفقي بـرا       هاي محدودكننده به    همراه استفاده از آنزيم     پلاسميدي به   طرح

هاي بيـشتري نـسبت سـروتايپينگ و رزيـستوتايپينگ             روش سويه   اين  جداشده از طيور مورد استفاده قرار گرفت و         

  ايـن   انجام دادنـد بـه     شيگلا در مطالعه اي كه برروي    ) ۱۹۹۰(و همكاران در نيجريه      Olukoya )۶(.افتراق داده است  

 )۲۹(.كند هاي بيشتري را نسبت به رزيستوتايپينگ جدامي پلاسميدي سويه حنتيجه رسيدند كه بررسي طر
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