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 چکیده

باشد. مطالعات نشان داده اند در افراد چاق، کمیت و به احتمال بالا، میعاملی مرتبط با ژنتیک چاقی یک بیماری مزمن چند 

های میکروبیوتای روده با افراد سالم متفاوت است. جهت بررسی بیشتر، در مطالعه حاضر جمعیت دو کیفیت جمعیت باکتری

  بای پس یا اسلیوروش  عد از عمل جراحی باریاتریک، به یکی از دوقبل و ب بیفیدوباکتریوم بیفیدوم بیفیدوباکتریوم لانگوم وگونه 

و بالاتر که کاندید جراحی  30فرد مبتلا به چاقی مفرط با شاخص توده بدنی  30در این مطالعه  مورد بررسی قرار گرفت.

ل مورد بررسی قرار گرفتند. فرد سالم بعنوان گروه کنتر 1۸بای پس یا اسلیو بودند، همراه با با یکی از دو روش  باریاتریک

مورد بررسی  قرار گرفتند. پس از اطمینان از  DNAآوری، با استفاده از کیت مخصوص استخراج های مدفوع پس از جمعنمونه

های بیماران جمعیت دو باکتری فوق در نمونه Real-time PCRاستخراج شده، با استفاده از روش  DNAغلظت و خلوص 

در مطالعه حاضر میانگین جمعیت دو باکتری  های سالم درگروه کنترل تعیین گردید.ی( و نمونه)قبل و بعد از جراح

در افراد مورد بررسی، قبل و بعد از انجام عمل باریاتریک در گروه کنترل از دو  بیفیدو باکتریوم بیفیدومو  بیفیدوباکتریوم لانگوم

(. در صورتی که میانگین این باکتری در افراد مورد P<.05شتر بود)گروه دیگر )بای پس و اسلیو( به میزان قابل توجهی بی

بیفیدوباکتریوم (. همچنین میزان باکتری P<.05بررسی بعد از انجام عمل باریاتریک در گروه اسلیو از گروه بای پس بیشتر بود)

ر کلی بعد از انجام عمل باریاتریک (. بطوP<.05قبل و بعد از عمل جراحی در گروه اسلیو از گروه بای پس بیشتر بود) لانگوم

نسبت به قبل از عمل بیفیدوباکتریوم بیفیدوم  وبیفیدو باکتریوم لانگوم های به هر دو روش بای پس و اسلیو، میانگین باکتری

 . (P< .05تر بود)محسوس بای پس و این کاهش در گروه تحت عمل کاهش یافت

های موجود در کاهش وزن بواسطه جراحی می تواند در تغییر میزان باکتریبا توجه به نتایج بدست آمده به نظر می رسد 

های فلور میکروبیوتای روده تاثیر بسزایی داشته باشد. بنابراین، این احتمال وجود دارد که بیماری چاقی با فراوانی باکتری

 باشد.میکروبی روده مرتبط می

 .اکتریوم لانگوم ،بیفیدوباکتریوم بیفیدومبیفیدو بچاقی مفرط، جراحی معده، واژه های کلیدی: 
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 مقدمه
بیش از  طی آن بافت چربی وضیعت پزشکی است که چاقی

تواند شود. این امر میحد طبیعی در بدن فرد انباشته می

سلامتی، از جمله  هایباعث پسرفت شاخص

 .یا کاهش کیفیت زندگی گردد و میانگین طول عمر کاهش

شاخص توده  خمین چاقی استفاده ازترین روش برای تشایع

است. شاخصی که با تقسیم کردن وزن  )BMI( 1بدن

شخص بر حسب کیلوگرم بر توان دوم قد وی بر حسب متر 

آید. طبق تعریف هنگامی که شاخص توده بدن به دست می

(. مرض چاقی 1شود)، آن فرد چاق محسوب می30بالاتر از

ورودی،  انرژی غذایی بیشتر به وسیله ترکیب بیش از اندازه

شود. هرچند استعداد ژنتیکی، ایجاد می و تحرکات بدنی کم

غده  ژن، اختلالات اندک مواردی در ابتدا به وسیله

 (.     2شود)ایجاد می امراض روانی یا داروها ریز،درون

جراحی باریاتریک یک گزینه درمانی برای افراد مبتلا به 

زن توسط سایر چاقی مفرط است که موفق به کاهش و

های کاهش وزن، افزایش فعالیت بدنی و ها نظیر رژیمروش

های کاهش وزن را اند. جراحیهای دارویی نشدهدرمان

توان به سه دسته کلی تقسیم کرد، جراحی محدودکننده می

حجم معده که با ایجاد تغییرات در معده سبب کاهش حجم 

غذا خوردن گردند. در این روش، فرد در هر بار معده می

احساس سیری زودتری نسبت به قبل دارد و حجم معده 

شود. روش کوچک کردن معده با حلقه تر پر میسریع

تنظیم شونده به روش لاپاروسکوپی روش گاستروکتومی 

ها اسلیو، تا کردن معده، بالون معده از جمله این روش

دهنده جذب غذا که در دسته دوم جراحی کاهش .هستند

تغییراتی در روده کوچک صورت گرفته که باعث  این روش ،

گردد بدن فرد، کالری و مواد مغذی کمتری از مواد می

ها جذب کند. این گروه شامل روش غذایی و نوشیدنی

جراحی تغییر مسیر صفرا و پانکراس که این تغییر مسیر با 

دسته سوم اعمال جراحی  .باشدجابجایی اثنی عشر می

روش  شود وت قبل باهم استفاده میترکیبی که از دو حال

                                                           
1 Body mass index 

             2 World Health Organization 

 

در ایران روش  .گیردبای پس معده در این گروه قرار می

حلقه گذاری قابل تنظیم معده، روش گاستروکتومی اسلیو 

-ها رایج میپس معده بیشتر از سایر روشو روش بای

یا اسلیو معده به دلیل  (. در روش جراحی اسلیو3باشد)

کند، واد اشتهازا تولید میبرداشتن قسمتی از معده که م

بیمار بعد از جراحی چاقی به مدت چندین ماه بی اشتها 

کند، شود و لاغری و کاهش وزن بیشتری را تجربه میمی

ولی پس از این که اشتها بهتر شده چون کاهش چشم گیری 

در حجم معده صورت گرفته است، بیمار با مصرف مقدار کم 

یجه کالری مصرفی کند و در نتغذا احساس سیری می

کند و تا کاهش یافته و کاهش وزن و کاهش سایز بروز می

در این روش  .یابدسال بعد از جراحی چاقی ادامه می 2

ماه در حدود نصف اضافه وزن خود را از  ۶بیمار پس از 

سال به وزن نرمال و ایده آل خود  2دست داده و ظرف 

 (.4خواهد رسید)

اکوسیستم میکروبی در  های روده جز مهمی ازباکتری

دستگاه گوارش انسان هستند و نقش مهمی در سلامت 

، kانسان مانند تامین مواد مغذی ضروری، سنتز ویتامین 

کنند کمک به هضم سلولز و عملکرد عصب روده بازی می

بزرگترین میکروبیوم بدن انسان، میکروبیوم دستگاه گوارش 

محل اصلی  باشد کهتحتانی و بطور خاص روده بزرگ می

مدفوع انسان حاوی  %20ها در بدن است بطوری که باکتری

 2WHO/3FAOباشد. براساس تعریف ها میباکتری

های مفیدی هستند به عنوان میکروارگانیسم 4هاپروبیوتیک

که وقتی به میزان مناسب تجویز شوند به نفع سلامت 

 ها،(. فلور میکروبی روده همه انسان5میزبان خواهند بود)

رساند اما یک سری وظایف اصلی و اساسی را به انجام می

در عملکردهای تخصصی متفاوت هستند. چنان که برخی 

های انسان، مانند از جوامع نسبت به برخی دیگر در بیماری

تعیین کامل ترکیب  (.۶شوند)دیابت و چاقی بیشتر دیده می

ان میکروبیوم انسان و ارتباط آن با سلامتی و بیماری میزب

ها بررسی باشد.می 21های اصلی در قرن یکی از چالش

             3 Food and Agriculture Organization 

 
4 Probiotic  

https://www.who.int/
https://www.who.int/
https://www.who.int/
http://www.fao.org/home/en
http://www.fao.org/home/en
http://www.fao.org/home/en
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نشان می دهند که میکروبیوتا یک عامل محیطی در کنترل 

های باشد. بسیاری از میکروبمیوزن بدن و تعادل انرژی 

با میزبان خود هستند و با  روده دارای روابط همزیستی

ه مشارکت هم در بسیاری از فرایندهای فیزیولوژیکی از جمل

کنند. در های شبکه سیستم ایمنی میزبان عمل میفعالیت

ها، درصد از گونه ۹0فلور باکتریایی روده انسان بیش از 

متعلق به شاخه فرمیکوتس و باکتروئیدتس، و سپس شاخه 

باشد. ترکیب کلی اکتینوباکتریا و پروتئوباکتریامی

میکروبیوم روده از فردی به فرد دیگر متغیر است، اما 

ها در افراد مختلف حفظ شده است و وعه ای از گونهمجم

باشد و ممکن است برای در بین جمعیت مشترک می

عملکرد حیاتی خاصی از دستگاه گوارش ضروری 

های غیر یک جنس از باکتری  بیفیدوباکتریوم(.7باشند)

هوازی اجباری، گرم مثبت، غیر متحرک، کاتالاز پاتوژن،  بی

پسول است که از لحاظ مورفولوژی مثبت و فاقد اسپور و ک

شاخه های شاخهصورت باسیلدارای اشکال گوناگون به

 بیفیدوباکتریومهای متعلق به جنس گونه .شوندظاهر می

تولیدکننده اسیدلاکتیک هستند که بخش بزرگی از 

میکروفلور روده انسان و دیگر جانوران را تشکیل 

وتیک غالب در ، پروبیبیفیدوباکتریومهای گونهدهند.می

و خواص درمانی آنها شامل حفظ  میکروبیوتای روده هستند

تعادل بین باکتری روده و میزبان و نگهداشتن متابولیسم 

 (.۸باشد)میزبان در حد نرمال می

های روده بستگی به سویه اثر پروبیوتیک روی میکروب

میکروب دارد و می تواند باعث کاهش وزن شود. کاهش 

می که های روده است. با تغییر در میکروبوزن نیز همراه 

به مرور  تحقیقتوانند متابولیسم بدن را تغییر دهند. این 

های روده روی تنظیم وزن و توانایی بالقوه اثرات میکروب

آنها برای کاهش وزن پرداخته است. و بیان کرده است که 

های روده به عنوان یک عضو میکروبی در امروزه، میکروب

های اخته می شوند. بنابراین با بهبود استراتژیانسان شن

های روده می توان باعث کنترل دستکاری میکروب

های میکروبی روده پروفایل(. 11)های متابولیک شدبیماری

انسان منعکس کننده همکاری متابولیکی میان 

باشد. هیچ جنسی نمی میهای مختلف باکتریایی فیلوتیپ

تجزیه کند؛ برای مثال تمام  تواند تمامی سوبستراها را

( توسط یک جنس SCFAsاسیدهای چرب زنجیره کوتاه )

نقش مهمی در تنظیم  SCFAsباکتری تولید نمی شود. 

متابولیسم انرژی، ایمنی و گسترش بافت چربی دارند. فلور 

ها یک سری وظایف اصلی و میکروبی روده همه انسان

ردهای تخصصی اساسی را به انجام می رسانند اما در عملک

متفاوت هستند. چنان که برخی از جوامع نسبت به برخی 

های انسان، دیابت و چاقی بیشتر دیده می دیگر با بیماری

  (.۹شود)

که، پروبیوتیک  نتایج حاکی از آن استاین  در مطالعه ای

، متابولیسم روده را از طریق تغییردر لانگوم بیفیدوباکتریوم

دهد. در این مطالعه افزایش می جامعه میکروبی روده تغییر

معنا دار سطح پیملات مدفوع را به عنوان یک ماده پیش 

ساز بیوتین و بوتیرات و همچنین افزایش قابل توجه سطح 

 بیفیدوباکتریومبیوتین را در مدفوع تحت تاثیر مکمل 

ها اثر بیفیدوباکتریوم لانگوم مشاهده کردند. و این یافته

سم روده از طریق تعامل با جامعه لانگوم را روی متابولی

در سال  در پژوهشی دیگر (.10میکروبی به وضوح نشان داد)

در افراد چاق در  باکتریوئیدسنشان دادند که نسبت  200۶

مقایسه با افراد لاغر کاهش یافته است و نسبت آنها با کاهش 

های وزن در رژیم غذایی کم کالری، افزایش می یابد. یافته

اد که چاقی یک جزء میکروبی دارد، که ممکن آنها نشان د

شواهد  (.12)است کاربردهای درمانی بالقوه داشته باشد

حاکی از آن است که میکروبیوتای روده انسان در اولین سال 

نشان داده شده است که در د. شوزندگی او بنا نهاده می

های باکترووئیدس ساکن در محیط افراد چاق تعداد باکتری

و باکتریهای فرمیکوتس بیشتر است. این در  روده کمتر

. باشدحالی است که این ترکیب در افراد لاغر معکوس می

تواند به دلیل تغییر می های درمان چاقیروشاز آنجایی که 

 ،اکوسیستم روده، در تغییر فلور نرمال نقش داشته باشد

این افراد قبل و بعد از جراحی و پیگیری  بررسی فلور نرمال

تواند ارتباط نقش تغییر فلور نرمال را در بیماران میوزن 

افزایش وزن این بیماران روشن کند و پیش بینی راهی برای 
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در مطالعه حاضر دو  جلوگیری از جراحی مجدد بیمار باشد،

 لانگوم بیفدوباکتریوم و بیفیدوباکتریوم بیفیدومباکتری 

در فلور های حائز اهمیت موجود ای از باکتریبعنوان نمونه

  روده مورد بررسی قرار گرفت.

 مواد و روش کار

 نمونه گیری

کننده  نمونه  مدفوع از افراد واجد شرایط، زن و مرد، مراجعه

در به بیمارستان حضرت رسول اکرم تهران صورت گرفت. 

ر از لحاظ معیارهای موجود در نف 155این مطالعه تعداد  

ن ایت از بین ایدر نهگرفتند و مطالعه مورد بررسی قرار 

 درمان و کاندید برایچاقی تحت  فرد مبتلا به 30افراد 

ه کنترل وارد مطالعگروه  به عنوانفرد سالم  1۸ جراحی و

 مبتلاشدند. در مرحله بعد هر دو گروه شرکت کننده )گروه 

 ماه از مصرف هرگونه 3و گروه سالم( برای مدت  به چاقی

های ل، انواع مکمهاکبیوتی یپروبیوتیک و پر آنتی بیوتیک،

ننده غذایی موثر بر میکروبیوم روده و هر نوع داروی مختل ک

نمونه ، پس از طی این دوره سیستم گوارشی منع شدند.

های مدفوع به صورت دوره ای و برداری و جمع آوری نمونه

احی ماه بعد از عمل جر ۶و   3 ,1در طی سه نوبت با فواصل 

وه کنترل انجام شد. این در گروه هدف و همچنین در گر

مدت زمان برای فواصل نمونه گیری در گروه هدف و گروه 

 میکروبی رودهنشان دادن روند تغییرات منظور کنترل به 

 در گروه مورد مطالعه و همچنین ثبات جمعیت میکروبی در

 گروه کنترل بوده است.

 DNAاستخراج 

 گرمکرومی 200گیری حدود بعد از انجام مرحله نمونه

. قرار داده شدمیلی لیتری  2مدفوع جدا و در میکروتیوب 

نمونه فریز شده باید از ذوب شدن آن از  درصورت استفاده

تا  نمودجلوگیری  افزودن بافر به نمونهتا مرحله دوم یعنی 

ژنوم تمامی  د.شوپیشگیری  DNAاز تجزیه شدن 

های مدفوع بیماران با استفاده از کیت اختصاصی نمونه

 QIAamp®) DNA Stoolاز مدفوع  DNAاج استخر

mini kit)  تهیه شده از شرکت کیاژن  طبق دستورالعمل

و تا زمان انجام آزمایش  های  شرکت سازنده استخراج شد

درجه سانتی گراد  20منفی استخراج شده در فریزر 

 نگهداری شدند.

 Real-Time PCR روش کار 

ام شد سپس ابتدا محاسبات مقدار محتوای هر واکنش انج

های مسترمیکس، محلول کاری پرایمر و پروب و نمونه

DNA  بیماران از فریزر خارج و هم دمای محیط شدند. و

طبق مقادیری میکرولیتر  20 مخلوط واکنش به حجم نهایی

بدست آمد. مخلوط واکنش  ،ذکر گردید 3-5که در جدول 

برچسب  میکرولیتری 2/0 های استریلدر میکروتیوب

تقسیم شد. لازم به ذکر است که برای هر  ،دهگذاری ش

)در مورد هر نمونه بیمار و  Real-Time PCR واکنش 

مخلوط واکنش آماده  دوبرای هر ژن باکتریایی مورد نظر( 

گانه انجام شود و  دوشد تا هر آزمایش به صورت سازی 

خطاهای آزمایش حذف شود. پس از تهیه مخلوط واکنش 

تا کل محتوای  شدانجام اسپین سریع یک مرحله 

نشین و میکس شود. هرکدام از  میکروتیوب ته

ها را با یک پنبه برای عدم وجود کمترین میکروتیوب

شد. کدورت پاک کرده و در نهایت داخل دستگاه قرار داده 

در  Real-Time PCR برنامه زمانی و دمایی انجام واکنش

کنترل  قابل توجه است که برای ارائه شده است. 1جدول 

پی بردن به آلودگی احتمالی در هر بار صحت واکنش و 

انجام تست از یک کنترل منفی استفاده گردید که شامل 

 DNAبه غیر از  Real-Time PCRهمه اجزای واکنش 

چرخه  40-35شامل  Real-Time PCRالگو بود. هر 

 2-3ها نیز به طور معمول دارای حرارتی است. این چرخه

های ص می باشند که معمولا از سیکلدرجه حرارت مشخ

هایی کنند. درجه حرارتحرارتی دو مرحله ای استفاده می

گردند هایی که رعایت میشوند و مدت زمانکه استفاده می

به عوامل متعددی از جمله نوع آنزیم مورد استفاده، غلظت 

های دو ظرفیتی و دزوکسی نوکلئوتیدها و درجه حرارت یون

رها بستگی داردذوب شدن پرایم
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. 

 Real-Time PCRترکیب واکنش  -1جدول 

 اجزا  میزان  غلظت نهایی

X1  µl12   Premix Ex Taq (probe qPCR) mastermix 

nM250-80  µ 5/0  Primer Forward(10pmol/ µl) 

nm250-80  µ 5/0  Primer Reverse(10pmol/ µl) 

  µ 5/0  TaqMan probe 

ng/ µl10-01/  µ1  Template DNA(2-10ng) 

-   µ5/5  PCR-grade Water 

  µl20   Total 

 

 Real-Time PCR واکنش انجام برنامه -2 جدول 

 برنامه  دما  زمان  سیکل

1   Sec30  ºC ۹5  مرحله آغاز 

35   Sec5  ºC ۹5  واسرشت شدن 

  Sec30  ºC ۶0  اتصال 

 طویل شدن

 

 نهمنحنی تکثیر و تعیین حد آستا

و  1سط دستگاه با پایان فاز و 1آستانه تشخیص فلورسانس

)فاز لگاریتمی که آمپلیفیکاسیون قابل تشخیص  2آغاز فاز 

نس افزایش تصاعدی دارد( شروع می شود. او نور فلورس

ها x( خطی موازی محور Thresholdبنابراین حد آستانه )

های تکثیر در یک آزمایش است که بایستی تمامی منحنی

های جداگانه( را در فاز های مربوط به واکنشمنحنی)

ها یک تصاعدی قطع کند. در نتیجه برای تمامی واکنش

خط آستانه انتخاب می شود. در واقع حد آستانه نشان 

ها به دهنده میزانی از محصول است که در آن همۀ نمونه

صورت لگاریتمی تکثیر می شوند. برای مطمئن بودن از 

                                                           
1 Threshold Detection Florescence 

تانه را به درستی انتخاب کرده ایم، می توان آس اینکه نقطۀ

خارج شده و شروع به  زمینه آن جایی را که نمودار از فاز

 در نظر گرفت.آستانه  بالاآمدن می کند را به عنوان

را  PCR هایمنحنی  آستانه سیکلی را که در آن خط

( یا سیکل آستانه می Ct) سیکل آستانهقطع می کند 

ها نیز در سیکلهایی از ی مقدار ژناندازه گیری کم .گوییم

که در فاز تصاعدی قرار دارند )یعنی سیکل  PCR واکنش

 Real-time نرم افزار دستگاه  .آستانه( انجام می پذیرد

PCR را برای استفاده  سیکل آستانه به صورت اتوماتیک

مشخص می کند. البته  PCR کننده بعد از انجام واکنش
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مناسب را برای   ل آستانهسیک خود کاربر هم می تواند

 .تعیین کند PCR هایهمۀ واکنش

 آنالیز آماری

های به دست آمده با استفاده تجزیه و تحلیل آماری داده

 ,SPSS Inc. Chicago) 20.0نسخه  SPSSاز نرم افزار 

IL, USA،)  نرم افزارMinitab  و نرم افزار  1۶.2.0نسخه

Excel 2010  انجام شد. مقدارP <0.05  عنوان یک به

مقدار معنی دار از لحاظ آماری در نظر گرفته شد. تمام 

انحراف معیار بیان و ثبت شد. ±ها به صورت میانگینداده

به صورت گرافیکی توسط نمودارهای  qPCRنتایج نهایی 

Box  وWhisker .ارائه شد 

 نتایج

 کمی استخراج ژنوم باکتری کیفی و نتایج

جهت  DNAت استخراج از کی در طی انجام این مطالعه

استفاده گردید. جهت تعیین غلظت  ژنوم باکتری تخلیص

 DNAاز  µl5تخلیص شده  DNAو اطمینان از کیفیت 

 %1ز وبر روی ژل آگار بافر بارگزاریاز  µl 2به همراه 

که نمونه ها غلظت و کیفیت  (1 شکل)الکتروفورز گردید 

مناسبی را در ژل نشان دادند

 

 

 

 

 

 

استخراج  DNAبا استفاده از کیت  تخلیص شامل ژنوم سویه هایی است که  1-۹نمونه های کیت. استخراج شده توسط  DNAروفورز الکت -1شکل 

 گردیده است. 

  PCRنتایج انجام واکنش 

های مورد هدف با استفاده از گرادیان دمایی و تعیین دمای باکتریS rRNA1۶با تکثیر توالی  PCR بهینه سازی تکنیک

 (.2ها در مورد هر باکتری تعیین شد )شکل سب برای هر یک از پرایمرمنا

 
 

 

 

 

 

(، bp 100مارکر ) :bp ۸5  .Mبیفیدوباکتریوم لانگوم  bp 200 ،(B)بیفیدوباکتریوم بیفیدوم ( Aهای )نتایج تست تعیین کارایی پرایمر -2 شکل

 درجه سلسیوس ۶5الی  55گرادیان دمایی از دمای  ۸الی  1ی های شمارهچاهک
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  BMI یشاخص توده بدن

 شاخص توده بدنینتایج آزمون تحلیل واریانس نشان داد که 

بیماران در سه زمان اندازه گیری شده بین سه گروه از نظر 

در ابتدای  بای پسبطوریکه گروه  .باشدمیآماری متفاوت 

 ۹۹/44 شاخص توده بدنیمطالعه دارای بیشترین میانگین 

. این شاخص در دو (P < .001بود ) ۸7/3یار با انحراف مع

های مورد بررسی تقریبا و بای پس در طی ماه گروه اسلیو

(. همچنین بر 3به یک نسبت مشابه کاهش یافت )جدول 

شاخص توده آزمون توکی میانگین  حاصل از نتایجاساس 

تفاوت آماری معنی داری اسلیو  بای پس و  دو گروه  بدنی

(.1و نمودار 4ت )جدول داشبا گروه کنترل 

 

 های مورد مطالعهبیماران بین گروه BMIمقایسه میانگین  -3جدول 

 N انحراف معیار میانه P-value 

BMI0 

 3.73 44.17 14 اسلیو

 3.87 44.99 16 بای پس 001.>

 3.00 24.28 18 کنترل

BMI3 

 3.44 35.79 14 اسلیو

 3.81 36.92 16 بای پس 001.>

 3.00 24.28 18 کنترل

BMI6 

 3.25 32.99 14 اسلیو

 4.59 33.77 16 بای پس 599.>

 3.00 24.28 18 کنترل

 

 بیماران شاخص توده بدنینتایج آزمون توکی برای مقایسات دو تایی میانگین  -4جدول 

 
 .Sig گروه (J) گروه (I) متغیر وابسته

BMI0 800. بای پس اسلیو 

ترلکن  .000 

 800. اسلیو بای پس

 000. کنترل

BMI3 645. بای پس اسلیو 

 000. کنترل

 645. اسلیو بای پس

 000. کنترل

BMI6 830. بای پس اسلیو 
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 000. کنترل

 830. اسلیو بای پس

 000. کنترل

0 3 6

0

20

40

60

Time(month)

B
M

I
Sleeve

RYGB

Control

 
 بیماران شاخص توده بدنیات دو تایی میانگین نتایج آزمون توکی برای مقایس -1نمودار

با  Real-time PCRتعیین اختصاصیت واکنش 

 استفاده از بررسی منحنی ذوب

 هاباکتری مربوط به SrRNA1۶منحنی تکثیر ژن 

در افراد  بیفیدوباکتریوم لانگوم و بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

 TaqManکننده در مطالعه با استفاده از واکنش شرکت

Real-time Qpcr   نشان داده شده است. 3و  2در نمودار 

 
 TaqManکننده در مطالعه با استفاده از واکنش افراد شرکت بیفیدوباکتریوم بیفیدوممربوط به  SrRNA1۶ژن  تکثیر منحنی -2نمودار

Real-time Qpcr 

 

 

 

 

کننده در مطالعه با استفاده از واکنش افراد شرکتوم بیفیدوباکتریوم لانگ مربوط به گونه SrRNA1۶منحنی تکثیر ژن  -3نمودار 
TaqMan Real-time Qpcr 
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نشان داده شده است،  4و نمودار  5همانگونه که در جدول 

در افراد مورد بررسی قبل بیفیدو باکتریوم بیفیدوم میانگین 

و بعد از انجام عمل باریاتریک در گروه کنترل از دو گروه 

به میزان قابل توجهی بیشتر بود. دیگر)اسلیو و بای پس( 

همچنین میزان این باکتری قبل از عمل جراحی در گروه 

در صورتی که میانگین  بای پس از گروه اسلیو بیشتر بود.

در افراد مورد بررسی بعد از انجام بیفیدو باکتریوم بیفیدوم 

عمل باریاتریک در گروه اسلیو از گروه بای پس بیشتر بود. 

آزمون ناپارامتری کروسکال والیس  حاصل از بر اساس نتایج

ها مورد مطالعه از نظر بین گروهاین اختلاف مشاهده شده 

. بطور کلی بعد از انجام عمل (P< .05)بود آماری معنی دار 

باریاتریک به هر دو روش اسلیو و بای پس میانگین باکتری 

 نسبت به قبل از عمل کاهش یافتبیفیدو باکتریوم بیفیدوم 

 تر بود.بای پس محسوس این کاهش در گروهو 

 

 های مورد مطالعه در قبل و بعد از عمل جراحیبین گروه بیفیدوباکتریوم بیفیدیوممقایسه میانگین  -5جدول 
 P-value انحراف معیار میانه بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

 نوع چاقی قبل

 17243545152.87 15848931924.00 کنترل

 2315602526.61 1954496343.50 بای پس 000.

 2327200135.22 1584829237.00 اسلیو

 نوع چاقی بعد

 17243545152.87 15848931924.00 کنترل

 7908269.01 1072262.50 بای پس 000.

 36368229.59 8326458.50 اسلیو

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مورد مطالعه در قبل و بعد از عمل جراحین گروهبی بیفیدو باکتریوم بیفیدوم مقایسه میانگین  -4نمودار

 

نشان داده شده است،   5و نمودار  ۶همانگونه که در جدول 

در افراد مورد بررسی قبل و  بیفیدوباکتریوم لانگوممیانگین 

بعد از انجام عمل باریاتریک در گروه کنترل از دو گروه دیگر 

شتر بود. )اسلیو و بای پس( به میزان قابل توجهی بی
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همچنین میزان این باکتری قبل و بعد از عمل جراحی در 

اصل نتایج گروه اسلیو از گروه بای پس بیشتر بود. بر اساس 

آزمون ناپارامتری کروسکال والیس اختلاف میانگین از 

بعد و  قبل ها مورد مطالعهبین گروه باکتریوم لانگوم بیفیدو

. به (P < .05)ود باز عمل جراحی از نظر آماری معنی دار 

اسلیو طور کلی بعد از انجام عمل باریاتریک به هر دو روش 

نسبت به بیفیدوباکتریوم لانگوم میانگین باکتری و بای پس 

بای پس  و این کاهش در گروه قبل از عمل کاهش یافت

 تر بود.محسوس

 عه در قبل و بعد از عمل جراحیهای مورد مطالبین گروه بیفیدوباکتریوم لانگوم مقایسه میانگین  -۶جدول 

 P-value انحراف معیار میانه بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

 نوع چاقی قبل

 17858236569.09 11350860378.50 کنترل

 38809504.34 5754395.50 بای پس 000.

 409520930.54 63095725.00 اسلیو

 نوع چاقی بعد

 17858236569.09 11350860378.50 کنترل

 38809504.34 5754395.50 بای پس 000.

 409520930.54 63095725.00 اسلیو

 

 

 

 

 

 های مورد مطالعه در قبل و بعد از عمل جراحیبین گروه بیفیدو باکتریوم لانگوم مقایسه میانگین  - 5نمودار

 بحث

فرد مبتلا به چاقی مفرط در دو گروه  30این مطالعه روی 

قرار گرفته اند(  بای پسو   اسلیو ) افرادی که تحت جراحی

ماه بعد از  ۶و  3و  1قبل و بعد از جراحی در مدت زمان

جراحی انجام شد. همچنین برای مقایسه میزان تغییرات 

فرد سالم  1۸ترکیب جمعیت میکروبی، گروه کنترل شامل 

بیفیدوباکتریوم در مطالعه حاضر دو باکتری  انتخاب شد.

بعنوان نمونه ای از  لانگوم بیفدوباکتریوم و بیفیدوم

های حائز اهمیت موجود در فلور روده مورد بررسی باکتری

در این مطالعه نشان داده شد که در میزان  قرار گرفت.

به صورت  بیفیدیوباکتریوم گونهجمعیت میکروبی هر دو 

معناداری قبل و بعد از جراحی تغییر وجود دارد. همچنین 

های مورد ود که جمعیت باکتریاین نتایج دال براین نکته ب

مطالعه بعد از جراحی اختلاف معناداری با گروه سالم داشته 

 .اند

های متاژنومیک های مطالعات جدید بر پایه تکنیکیافته

، فلورسنت هیبریداسیون 16SrRNAمانند توالی یابی ژن 

ارتباط بین ترکیب میکروبیوتای  Real Time PCRودرجا 

ان داده اند. گزارش شده است که را نش روده با چاقی

های روده جذب مونوساکارید از مجاری میکروارگانیسم

دهد و به میزبان دستور دستگاه گوارش را افزایش می

افزایش تولید تری گلیسیرید در کبد را می دهند. این پدیده 
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با توسعه مقاومت به انسولین مرتبط است. با این حال، 

ستعداد ژنتیکی، استرس روانی چندین فاکتور دیگر مانند ا

و عفونت نیز ممکن است در ابتلا به چاقی نقش داشته 

اولین خط درمان برای درمان چاقی بدنی، بالا بردن  باشند.

میزان سوخت و ساز بدن در کنار کاهش کالری دریافتی در 

باشد. ولی متاسفانه در برخی از افراد این امر محقق میافراد 

ناشی از این درمان، کوتاه مدت بوده و  نمی شود و تاثیرات

تمامی افراد توانایی باقی ماندن در این روش درمانی برای 

های رسیدن به وزن مناسب را ندارند. در نتیجه درمان

های باریاتریک توانسته جایگزین مثل مداخله با جراحی

است با تغییر فیزیولوژیکی و متابولیکی ایجاد شده، باعث 

هایی از جمله ولانی مدت و کاهش بیماریایجاد تاثیر ط

های مرتبط شود. این جراحی به دیابت تیپ دو و بیماری

 40بالای  شاخص توده بدنی طور معمول برای افرادی که 

و بیماری  35بالای  شاخص توده بدنیدارند و یا افرادی با 

زمینه ای خطرساز برای سلامتی فرد، در نظر گرفته می 

های باریاتریک می تواند به یی که جراحیاز آنجا(. 13)شود

دلیل تغییر اکوسیستم روده، در تغییر فلور نرمال نقش 

این افراد قبل و بعد از  داشته باشد، بررسی فلور نرمال

جراحی و پیگیری وزن بیماران می تواند ارتباط نقش تغییر 

فلور نرمال را در افزایش وزن این بیماران روشن کند و پیش 

ی برای جلوگیری از جراحی مجدد بیمار باشد، بینی راه

ازآنجایی که جراحی باریاتریک تنها راه درمان بیماران مبتلا 

باشد، بالا بردن کارایی این خط درمان به چاقی مرضی می

 (.14)برای تمامی بیماران از اهمیت ویژه ای برخوردار است

و همکارانش  M. Leonorدر یک مطالعه حیوانی که توسط 

انجام شد، این مطالعه نقش چاقی ناشی از  2020  در سال

رژیم غذایی را در تغییرات در سلامت استخوان و متابولیسم 

توان این تغییرات را با را بررسی کرده است و اینکه آیا می

 1CECT بیفیدوباکتریوم سودو باکتریومیز خوراکی تجو

های نر بالغ از ترمیم کرد. برای انجام این کار، موش 7765

با رژیم غذایی استاندارد یا پرچرب  C57BL-6نوع وحشی 

                                                           
1 Bifidobacterium pseudocatenulatum 

(HFD مکمل یا بدون مکمل ،) بیفیدوباکتریوم سودو

 14به مدت  CECT 7765 (109CFU/day) باکتریوم

با هموستاز طبیعی استخوان  HFDهفته تغذیه شدند. 

تداخل دارد که منجر به افزایش از دست دادن استخوان می 

پسودو باکتریوم  بیفیدوباکتریومهای چاق، شود. در موش

CECT 7765  از دست دادن توده استخوانی را کاهش داد

و با کاهش تحلیل استخوان و افزایش تشکیل استخوان، 

BMD عه ای که توسط در مطال(. 15)را افزایش دادM 

Million  فرد  ۶۸روی مدفوع  2011و همکاران  در سال

های گروه کنترل انجام شد که باکتری 47چاق و 

  ، 2، متانوبراویباکتر اسمیسیباکتریوئیدتس،  فیرمیکیوتس

را مورد تجزیه و تیس،  بیفیدوباکتریا،  لاکتوباسیلوس لاک

تحلیل قرار گرفت و نشان داد که چاقی با افزایش خطرات 

سلامتی با تغییر در میکروبیوتای روده باکتریایی همراه است 

و عمدتا میزان باکتروئیدها کاهش می یابد همچنین جنس 

ممکن است نقش مهمی  بیفیدوباکتریوملاکتوباسیلوس و 

به عنوان یک اثر ضد چاقی در مدلهای در تنظیم وزن 

 هایتجربی و انسانها داشته باشد. و نشان داد برخی از گونه

با وزن طبیعی و برخی  لاکتوباسیلوسیا  بیفیدوباکتریوم

دیگر  با چاقی همراه بودند. این مطالعه نشان دهنده وجود 

یک رابطه متقابل احتمالی بین برخی از انواع پروبیوتیک 

برای مصرف انسان در جای دیگری به بازار عرضه است،  که 

را با چاقی در انسان  بیفیدوباکتریومشده است و گونه ی 

(. 1۶)مرتبط می کند که با مطالعه حاضر هم خوانی دارد

  Furet Pierre-Jeanهمچنین در مطالعه ای که توسط  

میکروبیوتای روده از روی  2010همکاران در سال 

فرد  13کمی بر  PCRاستفاده از روش های مدفوع با نمونه

فرد چاق )با هفت دیابتی نوع  30کنترل بدون چربی و در 

نشان دادند مورد بررسی قرار گرفت و  بای پس( پس از 2

های باریاتریک بر روی افراد مبتلا به چاقی مفرط که جراحی

می تواند باعث تغییر در فلور نرمال روده شود این تغییر با 

ها نشان داده شده است که هش برخی باکتریافزایش و کا

2Methanobrevibacter smithi  

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S8756328220303604#!
https://www.nature.com/articles/ijo2011153#auth-M-Million
https://www.nature.com/articles/ijo2011153#auth-M-Million
https://www.nature.com/articles/ijo2011153#auth-M-Million
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نشان داده  با مطالعه حاضر همخوانی دارد. در این مطالعه

افزایش داشته است  شد که جمعیت باکتریوئیدتس، پروتلا

 ، لاکتوباسیلوسبیفیدوباکتریومو همچنین جمعیت در 

این نتایج نشان می دهد  کاهش یافته است  پدیوکوکوس

روده غالب به سرعت در شرایطی مانند که اجزای میکروبیوم 

سازگار می شوند در حالی که  بای پسگرسنگی ناشی از 

به طور مستقیم با کاهش  گونه فکالیباکتریوم پروتسنیتزی

حالت التهابی درجه پایین در چاقی و دیابت مستقل از 

در مطالعه ای که توسط (. 17)مصرف کالری ارتباط دارد

Hyang Mi An  انجام شد،  2011و  همکارانش در سال

هدف بررسی اثرات ضد چاقی و کاهش چربی 

موش نر نژاد  3۶بود. این مطالعه بر روی  بیفیدوباکتریوم

Sprague-Dawley نجام شد و پس با رژیم غذایی پرچرب ا

هفته، وزن بدن، اندام و چربی، مصرف غذا، سطح سرمی  7از 

های مضر مدفوع و فعالیت لاکتوباسلیوسخون، شمارش 

ها نشان می دهد که آنزیم اندازه گیری شد. این داده

اثرات مفیدی بر ضد چاقی دارد و  بیفیدوباکتریومهای گونه

 (.1۸)با مطالعه حاضر همخوانی دارد

 یرینتیجه گ

در مطالعه حاضر جمعیت میکروبی دو باکتری 

فراد در ابیفیدوباکتریوم لانگوم و  بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

 دچار چاقی مفرط نسبت به افراد سالم به میزان چشمگیری

 کمتر بود. همچنین در افراد دچار چاقی مفرط جمعیت این

با دو باکتری بعد از عمل به طور معناداری کاهش یافت. 

به نتایج بدست آمده به نظر می رسد کاهش وزن  توجه

های بواسطه جراحی می تواند در تغییر کمیت باکتری

 موجود در میکروبیوتای روده موثر باشد. بنابراین، این

های احتمال وجود دارد که بیماری چاقی با فراوانی باکتری

 فلور میکروبی روده مرتبط باشد.
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Abstract 

Introduction: Obesity is a chronic multifactorial disease related to genetics. Studies have 

shown that in obese people the quantity and quality of the intestinal microbiota population 

differs from that of healthy individuals. For further clarification in the present study, the 

populations of Bifidobacterium langum and Bifidobacterium bifidum were examined before 

and after bariatric surgery (either RYGB or Sleeve). 

Material and Methods: In this study, 30 obese individuals who were candidates for bariatric 

surgery using either RYGB or Sleeve particepated in the examination along with 18 healthy 

controls. After collection, fecal samples were extracted using a special kit. After ensuring the 

concentration and purity of the extracted DNA using real-time PCR method, the population of 

the above two bacteria in patient samples (before and after surgery) and healthy control 

samples were determined. 

Results: In the present study, the mean populations of Bifidobacterium longum and 

Bifidobacterium bifidum in the subjects before and after bariatric surgery in the control group 

were significantly higher than the other two groups (RYGB and Sleeve) (P <.05). In the RYGB 

group, the mean population of Bifidobacterium bifidum before bariatric surgery was higher 

than the Sleeve group. However, the mean population of this bacterium in the subjects after 

bariatric surgery in the Sleeve group was higher than the RYGB group (P <.05). Also, the 

population of Bifidobacterium longum before and after surgery in Sleeve group was higher than 

RYGB group (P <.05). In general, after bariatric surgery with both RYGB and Sleeve methods, 

the mean population of Bifidobacterium bifidum and Bifidobacterium langom decreased 

compared to before surgery and this decrease was more noticeable in RYGB group (P <.05).  

Conclusion: According to the results, it seems that weight loss through surgery can be 

effective in changing the quantity of bacteria in the intestinal microbiota. Therefore, it is 

possible that obesity is associated with an abundance of bacteria in the gut microbial flora. 

Keywords: Obesity, gastric surgery, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum. 
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بیوفیلم جداشده از گوشت  تولید کننده استافیلوکوکوس اورئوس یهاهیسوبررسی خصوصیات مولکولی 

گوشتی یهافراوردهو   

استافیلوکوکوس آرئوسهای انتروتوکسین در مقاومت آنتی بیوتیکی و ژن  

 کبری عباسی1، منوچهر مؤمنی شهرکی2*

 ایران شهرکرد، شهرکرد، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه .1

 ایران. شهرکرد، شهرکرد، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه ، غذایی مواد کیفی کنترل و بهداشت گروه .2

 momeniman@yahoo.com *نویسنده مسئول:

 چکیده:

است تحقیق حاضر برای ارزیابی  استافیلوکوکوس اورئوسآلوده سازد، باکتری  تواند گوشت راهایی که به راحتی مییکی از پاتوژن

 یهافرآوردهجدا شده از  از گوشت خام و  اورئوس استافیلوکوکوسهای جدایه های انتروتوکسینمقاومت آنتی بیوتیکی و توزیع ژن

های نمونه انواع گوشت خام و فرآورده 440 دادتع 13۹۸پاییز و زمستان های گوشتی انجام شده است. در این مطالعه در طی فصل

های بیوشیمیایی و مولکولی های عرضه کننده در شهرستان شهرکرد جمع آوری گردید و با استفاده از آزمونگوشتی از فروشگاه

آنتی  های کد کننده مقاومتهای انتروتوکسین و ژنترین ژنشایعمورد بررسی قرار گرفت.  اورئوس استافیلوکوکوسحضور 

درصد(  ۸۶/13نمونه ) ۶1نمونه مورد بررسی  440از مجموع بیوتیکی در حضور پرایمرهای اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند. 

بیشترین مقاومت واکنش بیوفیلم مشاهده شد. درصد(  ۸/۹1) ایزوله 5۶که در  مثبت بودند. استافیلوکوکوس اورئوساز نظر 

، sea ،sebهای فراوانی حضور ژندرصد( گزارش شد.  0مقاومت به ونکومایسین ) کمترین  درصد( و ۶0/۸3سیلین )نسبت به پنی

sec  وsed درصد گزارش شد. 70/37درصد و  22/2۶درصد،  ۸۶/27درصد،  34/3۹های مورد بررسی به ترتیب معادل در ایزوله 

 گرددیمتباط آماری معناداری مشاهده گردید، مشخص های مقاومت به آنتی بیوتیک و تولید بیوفیلم اربا توجه به این که بین ژن

هایی که قادر به تولید بیوفیلم نسبت به سویه باشندیمهایی که قادر به تولید بیوفیلم که مقاومت به آنتی بیوتیک در سویه

 بیشتر است. باشندینم

 ، انتروتوکسین، بیوفیلم، گوشت: استافیلوکوکوس اورئوسکلمات کلیدی
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 مقدمه

یکی از مشکلات اساسی سلامت و بهداشــت عمومی، 

که سالانه با  باشدیمهای منتقل شونده از راه غذا بیماری

ها نفر از جمعیت جهان بدان های زیاد، میلیونصرف هزینه

مبتلا و بخشی نیز دچار مرگ و یا بستری شدن در 

اسـتافیلوکوکوس شود. مسمومیت غذایی با ها میبیمارستان

های انتروتوکسیژنیک آن در غذا علت حضور سویهبه ورئوسا

شود و موجـب خسـارات اقتصادی قابل و هضم آن ایجاد می

علـت سهولت (. ایـن بـاکتری بـه1گردد )ای میملاحظه

رشد در شرایط مختلف، از غذاهای متنوعی اعم از شـیر و 

-های گوشتی و بههای لبنی، گوشت و فراوردهفراورده

-هـای طولانی میص غذاهایی که نیازمند دستکاریخصو

باشند، قابل جدا شدن است. گوشت با داشتن املاح معدنی 

ها به عنوان یکی از مانند آهن، پروتئین، کلسیم و ویتامین

 هاونیلیمترین منابع پروتئین در جهان، روزانه توسط غنی

شت علت توجه به بهداگیرد و به ایننفر مورد مصرف قرار می

متاسفانه کنترل  گوشت از اهمیت فراوانی، برخوردار است.

دقیقی بر روی بازررسی گوشت طیور و گوشت 

. علاوه بر این اکثر ردیپذینمنشخوارکنندگان در ایران انجام 

به شکل سنتی و با استفاده از نیروی  معمولاًها کشتارگاه

 شوند. از این رو امکان انتقالکار غیر مجرب، اداره می

های ثانویه از محیط کشتارگاه، کارکنان و وسایل به عفونت

 (.  2لاشه و گوشت دام و طیور وجود دارد )

تواند گوشت را آلوده هایی که به راحتی مییکی از پاتوژن

است کـه یکی از  استافیلوکوکوس اورئوسسازد، باکتری 

زا در خانواده میکروکوکاسه های بیماریترین باکتریمهم

های مکرر در این پاتوژن عامل اصلی بیشتر عفونتاست. 

ها و القا مشکلات شدید در انسان و حیوانات است بیمارستان

(. علاوه براین باکتری قادر است از طریق غذاهای آلوده 3)

به دستگاه گوارش انسان وارد شود و سبب بروز عواقب 

شدید مانند استفراغ، دل درد، دل پیچه و تهوع شود. 

 بوده و محلول استافیلوکوکوس اورئوسهای وکسینانتروت

شود. می ترشحاستافیلوکوکوس  هایازسویه برخی توسط

 برابر در سم و این پروتئینی است ایماده انتروتوکسین

-درجه سانتی 100حرارت  است قادر مقاوم است و حرارت

 هایآنزیم کند. در ضمن تحمل دقیقه 30 مدتبه را گراد

 ۸ صورتبه ندارد. این سم تاثیری آن بر روده گوارشی

 یکی و دارد وجود  Hو  A ،B ،C1 ،C2 ،C3 ،D ،Eسروتیپ 

 تولید دیآیم حساببه غذائی هایمهم مسمومیت علل از

 است و پروتئین کربوهیدرات دارای که غذاهایی در سم این

 فاکتورهای جمله انتروتوکسین از گیرد.می صورت

 هایژنسوپر آنتی دسته از و باکتری این مهم ویرولانس

 بر مهمی بسیار تأثیرات باشند کهمی (PTSAgsپیروژنیک )

میزان خیلی کم، دارند. وجود انتروتوکسین به خود میزبان

میکروگرم، بسته به نوع  1نانوگرم تا  20در حد 

تواند موجب بروز علائم مسمومیت انتروتوکسین می

باکتری در هر گرم  510 که اگر تعدادطوریغـذایـی شود به

تواند انتروتوکسین ماده غذایی وجود داشته باشد باکتری می

تولید کند و حتی اگر در صورت حرارت باکتری از بین رفته 

باشد، توکسین فعال باقی مانده و باعث مسمومیت غذایی 

استافیلوکوکوس های گردد. از میان انتروتوکسینمی

های به حرارت و آنزیمکه نسبت  SEEتا  SEAانواع  اورئوس

پروتئولیتیکی دستگاه گوارش مقاومت بیشتری دارند، در 

 (. 4،5مسمومیت غذایی از اهمیت بالاتری برخوردار هستند )

ها در ها و مصرف بی رویه آنبیوتیکتجویز نامناسب آنتی

مقاوم به آنتی بیوتیک نقش  استافیلوکوکوس اورئوسایجاد 

 استافیلوکوکوس هایسوش بعضی از 1۹41در سال  دارد.

های مقاوم یک دهه بعد سوش به پنی سیلین مقاوم شدند.

چندگانه به تتراسایکلین، کلرامفنیکل و اریترومایسین 

استافیلوکوکوس  1۹۶1برای اولین بار در سال  .گزارش شد

عنوان یک پاتوژن سیلین بهمقاوم به متی اورئوس

علاوه بر  رئوساستافیلوکوکوس اوبیمارستانی معرفی شد. 

های سیلین، نسبت به آنتی بیوتیکآنتی بیوتیک متی

ها، ماکرولیدها، لینکوزامیدها، دیگری مثل بتالاکتام

ها ها و آمینوگلیکوزیدها، استرپتوگرامینفلوروکینولین

های (. تا کنون بیشترین میزان مقاومت۶،7مقاوم است )

گزارش  ئوساستافیلوکوکوس اورآنتی بیوتیکی برای باکتری 

به درمان آنتی بیوتیکی  معمولاً همین علت شده است به

نتایج مطالعات مختلف نشان داده است که  .دهدپاسخ نمی
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غذا زاد دارای مقاومت  استافیلوکوکوس اورئوسهای سوش

ها ( نسبت به اکثر انواع آنتی بیوتیک%71تا  %۶1بالا )

 (.2هستند که بسیار قابل توجه است )

استافیلوکوکوس اهمیت غذازاد بودن باکتری  باتوجه به

 ، مصرف گوشت توسط ایرانیان و در نهایت با توجهاورئوس

به فقدان مطالعات میکروبیولوژی، اپیدمیولوژیکی و 

بهداشتی در زمینه بار آلودگی، خصوصیات میکروبی و 

در  استافیلوکوکوس ارئوسمقاومت آنتی بیوتیکی باکتری 

ر با هدف تعیین میزان شیوع و انواع گوشت، بررسی حاض

استافیلوکوکوس الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در باکتری 

 های گوشتی و بررسیجدا شده از گوشت و فراورده اورئوس

ر های انتروتوکسین دمقاومت آنتی بیوتیکی و فراوانی ژن

 .شهرستان شهرکرد انجام شد

 مواد و روش کار

 هاجمع آوری و شناسایی نمونه

ر ب  13۹۸های پاییز و زمستان حاضر در طی فصل یمطالعه

های گوشتی از نمونه انواع گوشت خام و فرآورده  440روی 

قبیل: گوشت گاو، گوشت مرغ، سوسیس، کالباس، همبرگر 

 مرغ، ژامبون مرغ، کباب لقمه، جوجه کباب همبرگر گوشت،

ر های عرضه کننده دکباب کوبیده و ناگت مرغ از فروشگاه

ترین ها در کوتاهشهرکرد صورت گرفت. نمونه شهرستان

 زمان ممکن با رعایت شرایط اسپتیک به آزمایشگاه کنترل

اده کیفی مواد دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد انتقال د

افیلوکوکوس استها از نظر حضور شدند. تمامی نمونه

 مورد ازمایش قرار گرفتند. اورئوس

ها با استفاده از ریل نمونهابتـدا در زیر هود در شرایط است

گـرم از هـر  10اسکالپل استریل قطعه قطعه شدند. سپس 

گـرم از محلـول استریل بافر فسفات نمکی  ۹0نمونـه بـه 

مـدت دو دقیقه با استفاده از استومکر اضافه شد و سپس بـه

 24صـورت همگـن درآیـد و سپس مخلوط گردید تا به

گراد گرم خانه گذاری  درجه سانتی 37ساعت در دمای 

سپس توسط سواپ استریل به محیط بردپاکر حاوی شدند.

تلوریت پتاسیم و امولسیون تخم مرغ انتقال داده شدند و 

                                                           
8. Kirby Bauer 

 37های کشت داده شده در دمای ساعت پلیت 24مدت به

گراد انکوبه گذاری شد. پس از گذراندن زمان درجه سانتی

یلوکوکوس استافهای های مشکوک به کلنیفوق پلیت

های هایی با حضور کلنیمشاهده شدند پلیت اورئوس

محدب، براق، سیاه، با هاله رسوبی از نظر ریخت شناسی 

مورد مطالعه قرار گرفتند و جهت تأیید و تشخیص 

های گرم، کاتالاز، کواگولاز، تست استافیلوکوکوس اورئوس

DNase (.۸های مشکوک انجام شد )بر روی پرگنه 

 ت آنتی بیوتیکیبررسی مقاوم

ها ها نسبت به آنتی بیوتیکبرای تعیین حساسیت باکتری

 CLSI (Clinicalمطابق دستورالعمل  ۸بایر -از روش کربی

Laboratory Standard Institue  )201۹  .استفاده شد

های آنتی بیوتیکی مورد استفاده در این آزمایش از دیسک

 P)  یلینسپنی شرکت پادتن طب تهیه گردید و شامل: 

10µg)( متی سیلین ،P 2µg( آمپی سیلین ،) AM 25µg ،)

، (V 30µg)(،  ونکومایسینOX 5µgاگزاسیلین )

، (G 10µg)، جنتامایسین (TE 10µg)تتراسایکلین

(، K 30µg، کانامایسین ) (S 20µg)استرپتومایسین

، (E 15µg)، اریترومایسین  (C 30µg)کلرامفنیکل

، (CC 2µg)دامایسین (، کلینL 2µgلینکومایسین )

 (.  ۹( بودند )R 2µgریفامپیین )

 آزمایش تشکیل بیوفیلم با روش میکروتیتر پلیت 

استافیلوکوکوس اورئوس برای بررسی قدرت اتصال باکتری 

ای استفاده گردید. از سویه خانه ۹۶از روش میکروتیتر پلیت 

عنوان به ATCC25923 استافیلوکوکوس اورئوس استاندارد 

استافیلوکوکوس مثبت و از سویه استاندارد  کنترل

عنوان کنترل منفی استفاده به ATCC12228 اپیدرمیدیس

های شد. در این مطالعه جهت ارزیابی تولید بیوفیلم، کلنی

رشد کرده بر روی محیط جامد به استافیلوکوکوس اورئوس 

( حاوی یک درصد Tripticase soy broth) TSBمحیط 

های تلقیح شده کدورتی معادل نمونه گلوکز تلقیح شد. از

میکرولیتر از هر  200نیم مک فارند تهیه و سپس 

پلی استیرن  یاخانه ۹۶پلیت  یهاچاهکسوسپانسیون به 
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درجه  37ساعت در دمای 20منتقل شده و پس از گذشت 

ها با استفاده از فسفات سانتی گراد گرماگذاری شد. چاهک

اده شد و پس از خشک بافر سالین چهار مرتبه شستشو د

های پلی استرین رنگ آمیزی انجام شد. شدن کامل چاهک

دقیقه در  15مدت در این روش از رنگ کریستال ویوله به

هر چاهک استفاده شد. سپس رنگ موجود در هر چاهک با 

استفاده از آب معمولی شستشو داده شد و جهت آزاد سازی 

 رنگ موجود در دیواره 

میکرولیتر از  100باشند، لد بیوفیلم میهایی که موباکتری

درصد به  70اتانول  یاضافهدرصد به  10ایزوپروپیل الکل 

اضافه شد. در نهایت رنگ آزاد شده در هر چاهک  هاچاهک

نانومتر با استفاده از دستگاه قرائت  570در طوح موج نوری 

کننده الایزا بررسی شد. نمونه کنترل منفی در این روش، 

حاوی یک درصدگلوکز بود. جهت اطمینان از TSBمحیط 

مرتبه جذب نوری  3های مورد مطالعه روش کار برای جدایه

ها مورد ارزیابی قرار گرفت. جهت ارزیابی هر یک از نمونه

هایی با جذب نوری کمتر از نظر تولید بیوفیلم نمونه هانمونه

 های منفی از نظر تولید بیوفیلم،عنوان ایزولهبه 1/0از 

عنوان بیوفیلم به 2/0تا  1/0های با جذب نوری بین جدایه

عنوان به 3/0تا 2/0های با جذب نوری ضعیف و ایزوله

های با جذب نوری بالای های بیوفیلم متوسط و نمونهایزوله

 بیوفیلم قوی مطرح شدند. یهازولهیاعنوان به 3/0

هایی که از نظر تشکیل بیوفیلم مثبت و منفی نمونه 

های مولکولی با شوند، جهت بررسیخیص داده میتش

ها استخراج آن DNA  ،DNAاستفاده از کیت استخراج 

 گردید.

 آزمایشات مولکولی

های منظور تشخیص مولکولی و تائید تشخیص باکتریبه

با استفاده  DNAرشد کرده بر روی محیط کشت، استخراج  

( شرکت سیناژن و طبق DNPTM) DNAکیت استخراج 

 DNAهنمای آن استخراج شد. جهت ارزیابی کیفیت را

های مورد مطالعه از روش الکتروفورز استخراج شده از نمونه

میکرولیتر از  5روی ژل آگارز استفاده شد. به این منظور 

DNA  استخراج شده روی ژل یک درصد آگاروز الکتروفورز

استخراج شده از  DNAمنظور کمیت سنجی گردید. به

گیری میزان فوتومتر استفاده شد و با اندازهدستگاه بایو

DNA نانومتر میزان  2۸0نمونه در طول موج نوریDNA 

که دارای  DNAهای موجود در نمونه تعیین گردید. نمونه

نانوگرم بودند جهت  50کیفیت مناسب و کمیتی معادل 

 انتخاب گردیدند. PCRمراحل بعدی و انجام آزمایش 

های های انتروتوکسین و ژننتشخیص قطعی و ردیابی ژ-5

استافیلوکوکوس  های بیوتیکی در ایزولهمقاومت آنتی

 اورئوس

با  استافیلوکوکوس  اورئوس یهازولهیاتشخیص قطعی 

صورت گرفت. از طریق بررسی  16sRNA استفاده از پرایمر

 مطالعات مشابه در این زمینه، بهترین پرایمر مربوط به

 seaو  sed ،sed ،sec ،sebهای انتروتوکسین شامل: ژن

 aac A-Dهای های مقاومت آنتی  بیوتیکی شامل: ژنژن

 ermC و emA)کد کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها(، 

)کد کننده  mecA)کد کننده مقاومت به اریترومایسین(، 

)کد کننده مقاومت به  blaZمقاومت به متی سیلین(،  

کننده مقاومت به  )کد tetMو  tetKداروهای بتالاکتام(، 

)کد کننده مقاومت به ونکومایسین(،  vanAتتراسیکلین(، 

LinA  کد کننده مقاومت لینکوزآمیدها( که بیشترین(

کت رفرانس به آن داده شده بود، انتخاب و جهت تهیه به شر

های سیناژن سفارش داده شد و توالی آن در پایگاه داده

NCBI ر الی پرایمرها دبلاست و مورد بررسی قرار گرفت. تو

 (.۸،11،12نشان داده شده است ) 1جدول 
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 توالی پرایمرهای مورد استفاده -1جدول 

 

 2چندگانه با شرایط ذکر شده در جدول   PCRدر سه مرحله در قالب  PCRنی مورد مطالعه، آزمایش بسته به اندازه قطعات ژ

 صورت گرفت.

 دمایی یبرنامهو   PCRتوالی پرایمرهای مورد استفاده، اجزای واکنش  -2جدول 

Size (bp) Accession Number Sequence Gene 

791 CP050691 F: CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG 
R: CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG 

16srRNA 

482 M21319 F: CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 
R: CACCTTACCGCCAAAGCTG 

See 

275 X05815 F: CTTGTATGTATGGAGGAATAACAAAACATG 
R: CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT 

Sec 

560  

M18970 

F: GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 
R: CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC 

Sea 

404 M11118 F: CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 
R: CATCTACCCAAACATTAGCACC 

Seb 

492 M28521 F: GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG 
R: GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT 

Sed 

532 Y00688 F: AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 
R: AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 

mecA F 

861 NG-05599 F: TACAACTGTAATATCGGAGGG 
R: CATTACTCTTGGCGGTTTC 

blaZ 

227 M18086 F: TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 
R: GCCACACTATCATAACCACTA 

Aac A-D 

190 X03216 F: AAGCGGTAAACCCCTCTGA 
R: TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 

Erm A 

299 V01278 F: AATCGTCAATTCCTGCATGT 
R: TAATCGTGGAATACGGGTTTG 

Erm C 

360 S67449 F: GTAGCGACAATAGGTAATAGT 
R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA 

Tet K 

268 AF117258 F: AGTGGAGCGATTACAGAA 
R: CATATGTCCTGGCGTGTCTA 

Tet M 

323 X61307 F: GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG 
R: GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGA 

Lin A 

PCR programme M-PCR Volume (50 μL) Gene 

wed by 31 for 5 min, follo C°Initial denaturation at 95

C, and ° C and 60s at 72° , 60 s at 59C° cycles of 45s at 95

.C for 5 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

16srRNA 

5 min, followed by 35  for C° Initial denaturation at 94

C, and ° C and 120 s at 72° , 60 s at 58C° cycles of 60 s at 94

.C for 10 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2 
200 μM dNTP, 0.4 μM of each primers, 1 U Taq 

polymerase, 3 μL DNA template 

See 

Sec 

for 5 min, followed by 30  C° ration at 95Initial denatu

C, and ° C and 60 s at 73° , 30 s at 51C° cycles of 30 s at 95

.C for 6 min° final extention at 72 

5 μl PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.5 μm of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μl 

DNA template 

Sea 

Seb 

Sed 

for 5 min, followed by 31  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 60 s at 72° , 60 s at 55C° cycles of 45 s at 95

.C for 5 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

mecA F 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=AJ3AU463016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NG_055997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=WTDUU2V801R
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 نتایج

 های میکروبینتایج مربوط به آزمون

نمونه  ۶1نمونه مورد بررسی  440در این تحقیق از مجموع 

مثبت  وس اورئوساستافیلوکوکدرصد( از نظر  ۸۶/13)

نمونه  40های گوشتی مختلف از هر کدام بودند. از فراورده

های میکروبی آلودگی به تهیه شد که پس از انجام آزمون

 صورت زیر گزارش شد:به استافیلوکوکوس اورئوس

 

 های گوشتیدر فراورده استافیلوکوکوس اورئوس: شیوع 1نمودار 

استافیلوکوکوس های ایزولهنتایج مربوط به تولید بیوفیلم در 

 های گوشتیجدا شده از فراوردهاورئوس 

 ۶1منظور تشکیل بیوفیلم، در روش میکروتیتر پلیت به

از مورد بررسی قرار گرفتند  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله 

 5۶مورد بررسی در استافیلوکوکوس اورئوس ایزوله  ۶1

 2۹در واکنش بیوفیلم مشاهده شد. درصد(  ۸/۹1) ایزوله

ایزوله بیوفیلم  27درصد( بیوفیلم قوی و در  54/47) ایزوله

واکنش  درصد( 2/۸ایزوله ) 5و در درصد(  2۶/44) ضعیف

واکنش بیوفیلم در   3در جدول  بیوفیلم مشاهده نگردید.

جداشده از انواع گوشت  اورئوساستافیلوکوکوس های ایزوله

0

5

10

15

20

25

30

35

40

40

5

25
22/5

12/5 12/5 12/5

7/5 7/5
5

2/5

for 5 min, followed by 31  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 60 s at 72° , 60 s at 50C° cycles of 45 s at 95

.C for 5 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

blaZ 

for 5 min, followed by 31  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 60 s at 72° , 60 s at 55C° cycles of 45 s at 95

.C for 5 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

vanA 

for 6 min, followed by 30  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 45 s at 72° , 60 s at 55C° cycles of 60 s at 94

.C for 7 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

Aac A-D 

for 6 min, followed by 30  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 45 s at 72° , 60 s at 55C° cycles of 60 s at 94

.C for 7 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

Erm A 

Erm C 

for 6 min, followed by 35  C° Initial denaturation at 94

C, and ° C and 45 s at 73° , 90 s at 55C° cycles of 60 s at 95

.C for 7 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL 

DNA template 

Tet K 

Tet M 

for 5 min, followed by 31  C° Initial denaturation at 95

C, and ° C and 60 s at 72° , 60 s at 57C° cycles of 45 s at 95

.C for 5 min° final extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 1 U Taq DNA polymerase, 3 

μL DNA template 

Lin A 
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های جدایهبرطبق نتایج مورد بررسی نشان داده شده است. 

جدا شده از گوشت گاو بیشنرین قدرت تولید بیوفیلم قوی 

براساس آزمون دقیق فیشر بین هیچ (. %03/31را داشتند )

و واکنش بیوفیلم ارتباط آماری معنی داری  هانمونهیک از 

 (.p-value>0.05مشاهده نگردید )

 داشده از انواع گوشت مورد بررسیج اورئوساستافیلوکوکوس  یهازولهیا:  واکنش بیوفیلم در 3جدول 

 نوع نمونه

 

 واکنش بیوفیلم

 منفی ضعیف قوی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 ۶0 3 ۸2/14 4 03/31 ۹ گوشت گاو

 0 0 41/7 2 45/3 1 گوشت مرغ

 0 0 52/1۸ 5 24/17 5 سوسیس

 0 0 ۸2/14 4 24/17 5 کالباس

 0 0 41/7 2 34/10 3 همبرگر مرغ

 0 0 11/11 3 ۹/۶ 2 بون مرغژام

 0 0 11/11 3 ۹/۶ 2 کباب لقمه

 20 1 7/3 1 45/3 1 جوجه کباب

 20 1 7/3 1 45/3 1 همبرگر گوشت

 0 0 7/3 1 0 0 کباب کوبیده

 0 0 7/3 1 0 0 ناگت مرغ

 100 5 100 27 100 2۹ مجموع

 

استافیلوکوکوس  16srRNAنتایج مربوط به ردیابی ژن 

 اورئوس

های DNAبررسی کیفیت و  DNAاستخراج پس از 

منظور تشخیص بهیک درصد  استخراج شده روی ژل آگارز

حضور توالی ژن استافیلوکوکوس اورئوس در قطعی باکتری

16srRNA ،های جدا شده مورد بررسی قرار گرفتند.باکتری 

جفت بازی مثبت  7۹1با داشتن باند  هانمونهتمامی 

 تشخیص داده شدند.

های بیوتیکی در جدایهربوط به مقاومت آنتینتایج م

 های گوشتیجدا شده از فراوردهاستافیلوکوکوس اورئوس 

رین مقاومت نسبت به آنتی تپس از انجام آنتی بیوگرام بیش

درصد( و  ۶0/۸3ایزوله ) 51سیلین در های پنیبیوتیک

درصد( گزارش شد.  ۶۸/7۸ایزوله ) 4۸سیلین در آمپی
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ها گزارش ایسین در هیچ یک از جدایهمقاومت به ونکوم

بیوتیکی در نتایج مـربوط به مقاومت آنتی .نشده است

نشان داده شده است. براساس آزمون دقیق فیشر   1نمودار 

های پنی سیلین، آمپی بیوتیکبا آنتی بین انواع گوشت

سیلین و اگزاسیلین ارتباط آماری معناداری مشاهده گردید 

(p-value<0.05ا )ما بین بین انواع گوشت با سایر آنتی-

-pها ارتباط آماری معناداری مشاهده نگردید )بیوتیک

value>0.05.) 

 

 جدا شده از منابع گوشتی استافیلوکوکوس اورئوسهای (: مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه1نمودار )

گونه که ذکر گردید بیشترین مقاومت به همان

مپی سیلین و های پنی سیلین، آبیوتیکآنتی

دست اگزاسیلین گزارش گردید. برحسب نتایج به

های تولید کننده بیوفیلم قوی نسبت آمده، جدایه

های مذکور مقاومت بیشتری نسبت به آنتی بیوتیک

بیوفیلم ضعیف و منفی  یکنندههای تولید جدایه

داشتند. در تجزیه و تحلیل آماری با براساس آزمون 

بیوتیکی با واکنش کای دو بین مقاومت آنتی

بیوفیلم قوی ارتباط آماری معناداری مشاهده 

چنین براساس آزمون (. همp-value<0.05گردید )

بیوتیکی با واکنش دقیق فیشر بین مقاومت آنتی

بیوفیلم ضعیف نیز ارتباط آماری معناداری مشاهده 

(. اما براساس آزمون دقیق p-value<0.05گردید )

بیوتیکی با بیوفیلم منفی فیشر بین مقاومت آنتی

 ( . p-value>0.05ارتباط آماری مشاهده نگردید )

های های مقاومت آنتی بیوتیکی در جدایهفراوانی ژن

 استافیلوکوکوس اورئوس

، Aca-D ،ermB ،ermA هایدر این تحقیق فراوانی ژن

tetM ،linA ،tetK ،mecA  وblaZ های در ایزوله

های گوشتی ده از فراوردهجدا ش استافیلوکوکوس اورئوس

 blaZ (100مورد بررسی قرار گرفت. در این  بررسی ژن 

درصد( بیشترین فراوانی را به خود اختصاص داد. فراوانی 

 mecA (14/24باشد. های دیگر به شرح زیر میسایر ژن

 tetMدرصدlinA (۹3/37  ،)درصدtetK (3۸/41   ،)درصد(، 

 ermB (14/24، درصدermA (03/31 )درصد(،  3۸/41)

 درصدAca-D (14/24 .)درصد( و 

83/6
78/68

57/37

9/83 8/19 8/19 6/55 4/91 4/91 3/27 3/27 3/27 3/27
0
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 استافیلوکوکوس اورئوس بر اساس واکنش بیوفیلمهای های مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزولهفراوانی ژن(  2نمودار )

-های مقاومت آنتیژنبراساس آزمون دقیق فیشر بین 

د ارتباط آماری معنی داری وجوبیوتیکی و تولید بیوفیلم 

 (. p-value= <0.05دارد )

های های انتروتوکسین در ایزولهفراوانی ژن

 استافیلوکوکوس اورئوس

-جهت ارزیابی ژنوتیپی توان تولید انتروتوکسین در ایزوله

و  sedو  sea ،seb ،secهای های مورد مطالعه از ردیابی ژن

ای استفاده شد. نتایج نشان داد که چند گانه PCRبه روش 

های در ایزوله sedو  sea ،seb ،secای هفراوانی حضور ژن

درصد،  ۸۶/27درصد،  34/3۹ترتیب معادل مورد بررسی به

باشد. در این میان ژن درصد می 70/37درصد و  22/2۶

sea  انتروتوکسین در  ترین ژندرصد شایع 34/3۹با فراوانی

باشدمورد مطالعه می استافیلوکوکوس  اورئوسهای ایزوله

. 

 

 بر اساس واکنش بیوفیلماستافیلوکوکوس اورئوس های های انتروتوکسین در جدایهفراوانی ژن(  3نمودار )

100
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ی کنندههای کددو بین ژنبراساس آزمون کای

انتزوتوکسین با واکنش بیوفیلم قوی و ضعیف ارتباط آماری 

( اما براساس p-value<0.05معناداری مشاهده گردید )

ی انتزوتوکسین با کنندهکد هایآزمون قیق فیشر بین ژن

 (  p-value>0.05بیوفیلم منفی ارتباط آماری وجود نداشت )

 بحث

 پر از که گوشتی از نظر سازمان جهانی بهداشت غذاهای

 در ،شوندیم محسوب مختلف جوامع در ترین غذاهامصرف

و سالانه گزارشات  اندشده پرخطر شناخته غذاهای گروه

شود. های غذایی ارائه میمتعددی در زمینه مسمومیت

 مهم یکی از عوامل عنوانبه استافیلوکوکوس اورئوس

شود و از طریق تولید بیوفیلم می محسوب غذایی مسمومیت

های مزمن های غذایی سبب ایجاد بیماریدر سطح فرآورده

استافیلوکوکوس های ویژگی شناخت بنابراین .گرددمی

-جنبه و این باکتری و مطالعه ایجاد بیوفیلم توسط اورئوس

 برخوردار سزایی به اهمیت از بیوفیلم تشکیل مختلف های

استافیلوکوکوس اورئوس های است لذا در این تحقیق ویژگی

در ارتباط با آلوده سازی مواد گوشتی توسط این باکتری و 

های گوشتی مورد بررسی  توانایی تشکیل بیوفیلم در فراورده

میزان آلودگی مواد غذایی به  (. در مورد13گیرد )قرار می

در مناطق مختلف اطلاعات  استافیلوکوکوس اورئوس

در  استافیلوکوکوس اورئوسپراکنده ایی وجود دارد. شیوع 

باشد که بیشترین آلودگی در می ۸۶/13مطالعه حاضر 

گوشت گاو و کمترین آلودگی در ناگت مرغ گزارش گردید 

ق فیشر بین نوع یقکه در تجزیه و تحلیل آماری با آزمون د

ارتباط آماری  استافیلوکوکوس اورئوسگی به دنمونه و آلو

معنا دار گزارش گردید. در تحقیق معشوف و همکاران که 

نمونه ماده غذایی صورت گرفت، آلودگی به  1050بر روی 

درصد( گزارش  3/۹ایزوله ) ۹۸در  استافیلوکوکوس اورئوس

ان در ترکیه شیوع و همکار  Aydin(. در مطالعه 14گردید )

درصد  ۸/13در مواد غذایی  استافیلوکوکوس اورئوس

-گزارش شد که با نتایج حاصل از مطالعه حاضر، مشابه می

انجام شده توسط حسینی و همکاران  یمطالعه(. در 7باشد )

درصد  ۶/۹در مواد غذایی  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع 

شهر تهران  گزارش شد که با مطالعه اشراقی و همکاران در

درصـد را گـزارش  5/۹مشابه است، که شیوعی برابر با 

علـت تشـابه سـطح تواند به، این تشابه میاندکرده

چنـین نحـوه تولیـد و توزیـع مـواد بهداشـتی و هـم

استافیلوکوکوس (. 15غـذایی در داخـل کشور باشد )

 غذایی مسمومیت مهم یکی از عوامل عنوانبه اورئوس 

شودکه از طریق تولید بیوفیلم در سطح می بمحسو

 .گرددهای مزمن میای غذایی سبب ایجاد بیماریفرآورده

و  استافیلوکوکوس اورئوس های ویژگی شناخت بنابراین

 هایجنبه و مطالعه ایجاد بیوفیلم توسط این باکتری

است.  برخوردار سزایی به اهمیت از بیوفیلم تشکیل مختلف

در تولید  مؤثرمتعددی مرتبط با فاکتورهای اطلاعات  راًیاخ

زایی ها در بیماریها و نقش آنبیوفیلم در برخی از باکتری

شده است؛ از جمله  ارائهباکتری و تنظیم بیان این فاکتورها 

که عنوان شده است  استافیلوکوکوس اورئوسدر خصوص 

ها و بر بیان برخی ژن ریتأثدر این باکتری تولید بیوفیلم با 

-قراردادن شرایط متابولیکی باکتری صورت می ریتأثتحت 

 (.1۶پذیرد )

کوس وتولید پلی ساکارید اتصالی بین سلولی تحت کنترل ل

 و icaA, icaB, icaC,icaDهای باشد که ژنمی icaژنی 

icaR کوس ژنی تحت کنترل وتشکیل شده است. بیان این ل

نظر . بهباشدهای تنظیمی مینئیفاکتورهای محیطی و پروت

رسد تولید بیوفیلم در ارتباط با بیان این لوکوس ژنی می

-می icaهایی که فاقد ژن باشد. مشخص گردیده سویهمی

زا نیستند. از طرفی استقرار و تکثیر باکتری باشند، بیماری

در سطوح مواد غذایی زمینه ساز تولید انتروتوکسین و 

در  (.17)شود. تشدید بیماری و مسمومیت غذایی می

واکنش بیوفیلم پلیت  تحقیق حاضر در روش میکروتیتر 

درصد گزارش  2۶/44 بیوفیلم ضعیفدرصد،  54/47قوی 

درصد جدایه ها قادر به تولید بیوفیلم نبودند.  2/۸گردید. 

در تحقیق انجام شده توسط خرمیان طوسی و همکاران که 

جدا شده از  استافیلوکوکوس آرئوسجدایه ی  ۹0بر روی 

 3۶اطراف تهران صورت گرفت،  یهایگاودارخام در  شیر

جدایه  4درصد( واکنش بیوفیلم متوسط و  40جدایه )

 3/43جدایه ) 50درصد( واکنش بیوفیلم قوی و  44/4)

 icaA یهاژندرصد( واکنش بیوفیلم ضعیف داشتند. شیوع 
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. (1۸) درصد گزارش گردید 7/۸۸در این تحقیق   icaDو 

های قلمرو نادرست از آنتی بیوتیکاستفاده بی رویه و 

عنوان محرک رشد یا به عنوان عامل پزشکی در کشاورزی به

پیشگیری کننده با دوز کمتر از دوز درمان باعث ایجاد فشار 

های باکتریایی ساکن روده حیوانات و انتخابی روی جمعیت

توانند های مقاوم میشود. این گونه باکتریبروز مقاومت می

دامی  یهافرآوردهتقیم یا غیر مستقیم از طریق طور مسبه

-به انسان انتقال یافته و در انسان ایجاد بیماری کنند یا این

ها به های مقاومت آنتی بیوتیککه مخزن انتقال ژن

بیوتیکی زای انسان باشند. مقاومت آنتیهای بیماریباکتری

یک مساله ی مهم بهداشتی در اکثر  استافیلوکوکوس آرئوس

که شاهد افزایش روز  یاگونهبهشود شورها محسوب میک

افزون مقاومت این باکتری نسبت به گروه بتالاکتام و 

های باشیم. به این ترتیب گردش سویهونکومایسین می

مقاوم باکتری  در محیط و به دنبال آن آلودگی آب و مواد 

.  )1۹-21غذایی از اهمیت فوق العاده ایی برخوردار است  )

و همکاران در آمریکا میزان آلودگی   Geتحقیق در 

 یهانمونهدر  2017در سال استافیلوکوکوس اورئوس 

درصد گزارش  شد که نسبت  ۹/27  گوشت مورد مطالعه

چنین هم .(22) باشدبه نتایج حاصل از تحقیق ما بالاتر می

نتایج حاصل از تحقیق ما  آلودگی کمتری را  از مقادیر 

را   2017و همکاران در سال   Tang گزارش شده توسط

استافیلوکوکوس اورئوس دهد که میزان آلودگی نشان می

درصد در دانمارک  گزارش   ۶۸  های گوشتدر نمونه

درصد(  ۸1/50جدایه )  31در مطالعه حاضر   .(23کردند)

های  بیوتیکبیوتیک مقاوم بودند. آنتیبه بیش از یک آنتی

لرامفنیکل، اریترومایسین، ونکومایسین،  ریفامپین، ک

ها لینکومایسین و کلیندامایسین موثرترین آنتی بیوتیک

-جدا شده از نمونه استافیلوکوکوس اورئوسهای علیه جدایه

که حتی نسبت به ونکومایسین طوریهای گوشت بوده به

هیچ مقاومتی مشاهده نشد. در مقابل مقاومت بسیار بالا به 

گزاسیلین مشاهده گردید. در پنی سیلین، آمپی سیلین و ا

نمونه گوشت  1۸50و همکاران که در چین  Wu مطالعه

شهر چین جمع آوری کرده  3۹ت گوشتی از لاخام و محصو

آلوده  استافیلوکوکوس اورئوسها با درصد نمونه 35بودند 

استافیلوکوکوس های درصد  از جدایه 2۶/1بودند. تنها 

 2۶وشت به تمامی های گدست آمده از نمونهبه اورئوس

درصد از  ۹4/ ۶بیوتیک مورد بررسی حساس بوده و آنتی

آنتی بیوتیک مقاومت یا حساسیت  3ها به بیش از جدایه

آنتی  10ها به بیش از %جدایه 12حدواسط داشتند و 

و  Xing یمطالعهدر  .(24بیوتیک مقاومت نشان دادند)

استافیلوکوکوس های درصد از جدایه 4/۹۸همکاران 

  5۸/ ۶مورد مطالعه به بیش از یک آنتی بیوتیک و  اورئوس

 (.25درصد به بیش از سه آنتی بیوتیک مقاوم بودند )

درصد(،  52/۸۸جدایه ) 54در  blaZژن  در تحقیق حاضر

mecA  جدایه  30)کد کننده مقاومت به متی سیلین(، در

)کد کننده مقاومت به تتراسیکلین(،  tetKدرصد(،  1۸/4۹)

 05/3۶جدایه ) 15در  linAدرصد(،  22/2۶دایه )ج1۶در 

 11در  ermAدرصد(  ۹5/22جدایه ) 14در  tetMدرصد(، 

)کد کننده مقاومت به  ermBدرصد(،  03/1۸جدایه )

)کد  aac-Dدرصد( و  75/4جدایه ) ۹اریترومایسین( در 

 11/13جدایه ) ۸کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها(، در 

تجزیه و تحلیل آماری براساس در درصد( گزارش شد. 

های مقاومت آنتی بیوتیکی با بیوفیلم آزمون کای دو بین ژن

قوی و بیوفیلم ضعیف ارتباط آماری معنی دار مشاهده 

(. اما براساس آزمون دقیق فیشر p-value<0.05گردید. )

های مقاومت آنتی بیوتیکی با بیوفیلم منفی رابطه بین ژن

. در تحقیق (p-value>0.05)معناداری آماری یافت نشد

نمونه ماده غذایی  1050معشوف و همکاران که بر روی 

 ۹۸در  استافیلوکوکوس اورئوسصورت گرفت، آلودگی به 

 ۶/77های انتروتوکسین، درصد( و فراوانی ژن 3/۹ایزوله )

درصدsea (5/25  ،)که ژن طوریدرصد گزارش گردید؛ به

see  (4/1۸  ،)درصدsed (2/11 )درصد ،sec (1/5  )درصد

(. در تحقیق حاضر  14درصد( گزارش گردید ) 1/4) sebو 

های در ایزوله sedو  sea ،seb ،secهای فراوانی حضور ژن

درصد،  ۸۶/27درصد،  34/3۹ترتیب معادل مورد بررسی به

در تحقیق انجام باشد. درصد می 70/37درصد و  22/2۶

نمونه  150 شده توسط عزیز خانی و نوریان که بر روی

نمونه طبخ  55نمونه خام و  ۹5گوشت چرخ شده گوساله )

ها آلوده به درصد از نمونه ۶۸شده( صورت گرفت، 
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 23جدایه،  ۹2بودند. در میان  استافیلوکوکوس اورئوس

درصد( حامل ژن کد کننده انتروتوکسین بودند  25جدایه  )

(. در تحقیق انجام شده توسط حسینی و همکاران، در 2۶)

غذایی از نظر آلودگی به نوع ماده 510همدان 

 4۹مورد بررسی قرار گرفتند و  استافیلوکوکوس اورئوس

ایزوله گردید.  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد(  ۶0/۹سویه )

بیوتیکی را به ترتیـب بـیشتـرین مقاومت آنتیها بـهسویه

درصد(، جنتامایسین  ۶1/30اریترومایسین و تتراسایکلین )

درصد(،  53/2۶درصد(، کلیندامایسـین ) 57/2۸)

درصد(، تریمتوپریم/  4۸/24سیپروفلوکساسین و ریفامپین )

 10/۶درصد( و سفوکسیتین ) 2۸/14سولفامتاکسـازول )

(. در تحقیق مشعوف و همکاران، 15درصد( داشتند )

مقاومت به اریترومایسین، تتراسایکلین، جنتامایسین، 

ن و ریفامپین به ترتیب کلیندامایسین، سیپروفلوکساسی

 5/24درصد،  5/2۶درصد،  ۶/27درصد،  ۶/2۹درصد،  ۶/30

 (. 14درصد گزارش گردید ) 5/24درصد و 

دهد که میزان آلودگی به نتایج این مطالعه نشان می

در گوشت خام بیشتر از محصولات استافیلوکوکوس اورئوس 

باشد،  علت این امرآن است که شرایطی گوشتی پخته می

و آب در دسترس در گوشت خام نسبت به  pH نندما

محصولات گوشتی طبخ شده یا فرآوری شده برای رشد و 

 تر است. علت اصلیمناسب استافیلوکوکوس اورئوسفعالیت 

ر آلودگی گوشت به این باکتری وقوع آلودگی ثانویه در اث

ها دستکاری گوشت توسط افراد بیمار، عدم شستن دست

ه ه غذایی و نگهداری طولانی مدت مادپیش از تماس با ماد

 باشد. غذایی در دمای محیط می

 نتیجه گیری

با فراوانی بالا در  استافیلوکوکوس اورئوسکه باتوجه به این

-غذایی وجود دارد، نباید نقش این میکروارگـانیسم به مواد

-عنوان یکی از عوامل مسمویت نادیـده گرفته شود. از آن

های این باکتری مقاوم به حرارت و جایی که انتروتوکسین

-پروتئاز هستند و در پروسه گرم کردن و پختن از بین نمی

های انتروتوکسین در این روند، میزان بالای شیوع ژن

مطالعه، نقش بالقوه این باکتری برای ایجاد مسمومیت 

بیوتیکی غذایی را مشخص کرد. افزایش شیوع مقاومت آنتی

تواند یک مشکل مواد غذایی میهای جدا شده از در سویه

جدی برای سلامت جامعه باشد. بنابراین باید تصمیمات 

جدی برای جلوگیری از آلودگی مواد غذایی و افـزایش 

 سطح بهداشتی اتخاذ گردد.

در مجموع نتایج این تحقیق میزان آلودگی گوشت و 

 ۸۶/13را  استافیلوکوکوس اورئوسهای گوشتی با فراورده

م اد و غالب جدایه ها قادر به تولید بیوفیلدرصد نشان د

های مهم پزشکی در بیوتیکبودند. کاهش مصرف آنتی

-تواند در کاهش مقاومت به این آنتیصنعت پرورش دام می

 ها دخیل باشد. بنابراین باید کنترل مناسبی بربیوتیک

ی و ها در حیوانات با کاربرد غذایبیوتیکمیزان مصرف آنتی

ش ها از پرورغذایی در مراحل مختلف تهیه آنبهداشت مواد 

یدایش پدام، کشتارگاه، بسته بندی و....... صورت گیرد تا از 

 ودشها ممانعت بیوتیکهای مقاوم به آنتیو انتقال باکتری
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های انتروتوکسین زای ارزیابی فراوانی ژن

های جدا شده از نمونه استافیلوکوکوس اورئوس

های استان گوشت چرخ شده اغذیه فروشی

(: 1) 74تحقیقات دامپزشکی. مازندران. مجله 
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Abstract: 

Staphylococcus aureus is one of the pathogens that can easily infect meat. The present study was 

performed to evaluate the antimicrobial resistance and distribution of enterotoxin genes in 

Staphylococcus aureus isolates isolated from raw meat and meat products. 440 samples of raw meat 

and meat products were collected from suppliers in Shahrekord city and the presence of Staphylococcus 

aureus was examined using biochemical and molecular tests. The most common enterotoxin genes and 

genes encoding antibiotic resistance were examined in the presence of specific primers. In this study, 

out of 440 samples, 61 samples (13.86%) were positive for Staphylococcus aureus. Biofilm reaction 

was observed in 56 isolates (91.8%). The highest resistance to penicillin (83.60%) and the lowest 

resistance to vancomycin (0%). The frequency of the presence of sea, seb, sec and sed genes in the 

studied isolates were reported 39.34%, 27.86%, 26.22% and 37.70%, respectively. 

Considering that there was a statistically significant relationship between antibiotic resistance genes 

and biofilm production, it is clear that antibiotic resistance in strains that are able to produce biofilm 

compared to strains that are not able to produce biofilms are more  

Key Words: Staphylococcus aureus, Biofilm, Enterotoxin, Meat 
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 چکیده
 

ساس بوده و ایجاد عفونت در آن سیار ح سیار مخاطره انگیز میبیماران دیابتی به عفونت ب شد. با توجه به این که عفونت  ها ب با

عفونت در این بیماران می باشد، لذا شناخت عوامل شایع ایجاد کننده عفونت و به طبع آن انتخاب یک آنتی  ادراری شایع ترین

ـــد. در این پژوهش با نمونه گیری از ادرار  ـــته باش  300بیوتیک اثر بخش، می تواند گام موثری در درمان بیماران دیابتی داش

رد، نمونه های دارای عفونت مشــخص و میکروارگانیســم های عامل در شــهرســتان شــهرک 2بیمارمبتلا به دیابت ملیتوس نوع 

ست شت و ت سط ک سط آزمون عفونت تو شخیص مولکولی تو شدند و ت سازی  شیمیایی جدا برای اثبات وجود  PCRهای بیو

شایع در این بیماران  سم  صورت پذیرفت. ارگانی شیا کلیباکتری ها  شری صد این بیماران زن بودن 70بود. هم چنین  ا د و با در

سنین بالا اتفاق می افتد، اغلب بیماران باکتریوری بی شتند. لذا  توجه به این که عفونت ادراری در بیماران دیابتی در  علامت دا

شود که گردد و توصیه میای شدیداً احساس می های دورهانجام معاینات دوره ای و کشت ادرار بیماران دیابتی به صورت تست

 بیوگرام، داروی موثر در درمان عفونت ادراری انتخاب گردد.بر اساس نتیجه آنتی 

شان می دهد بحث و نتیجه گیری:  ضر ن شیا کلینتایج مطالعه حا شری شایع ترین عامل ایجاد کننده عفونت ادارای  %51با  ا

شایع  سم به عنوان  سایر نقاط ایران و دنیا نیز این میکرو ارگانی شده در  شد . در مطالعات انجام  ترین عامل مولد عفونت می با

 ادراری شناخته شده است.

 باکتری، عفونت ادراری، دیابت.  واژگان کلیدی:
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 مقدمه

ستم ستریل و فاقد باکتری  ادراری سی صورت معمول ا به 

اســـت ولی باکتری های کلونیزه شـــده درناحیه پرینه که 

ــتند از راه مجرای عمدتا باکتری های موجود در رکتوم هس

های درشرایط معمول مکانیسم .شوندراری وارد مثانه میاد

ها و بروز عفونت ادراری دفاعی مانع رشـــد و تکثیر باکتری

شرایطی که  تعداد باکتری. گرددمی شده و یا در های وارد 

ـــدت بیماری ـــد و یا قدرت دفاعی زایی آنش ها زیاد باش

ــد عفونت ادراری ایجاد  ــیســتم ادراری کاهش یافته باش س

تعریف عفونت ادراری یک پاسخ التهابی اوروتلیوم  .شودیم

باکتریوری و  که معمولاً همراه  ـــت  باکتری اس هاجم  به ت

یاســـت به  .پیور که  باکتری در ادرار به وجود  باکتریوری 

باید توجه . گرددطورطبیعی بدون باکتری اســت اطلاق می

ــه به معنای وجود  ــت که وجود باکتری درادرار همیش داش

(. گاها 1-5باشد )ریوروتلیوم سیستم ادراری نمیباکتری د

ــاکتریوری دیــده علی ــاکتری در یوروتلیوم ب رغم وجود ب

ـــود. نمی ند بیماری یا ۹دیابتش یک  اختلال یک 10ق تابول م

 بدن در انسولین تولید توانایی بیماری این در. است بدن در

ـــولین برابر در بدن یا و رودمی بین از ـــده مقاوم انس  و ش

سولین ینبنابرا  را خود طبیعی عملکرد تواندنمی تولیدی ان

ـــایع جمله از (. دیابت1-3) دهد انجام  ترینمهم و ترینش

ـــدمی جهان در موجود هایبیماری  را خود مبتلایان و باش

ــالایی خطر معرض در ــه ابتلا نظر از ب ــت ب  قرار عفون

ـــتگاه میان در این(. 5-۸)دهدمی ـــایع ادراری دس  ترینش

بت به مبتلایان بین در فونتع بروز محل ـــدمی دیا . باش

 دفاعی، سیستم در ناهنجاری چندین ایجاد دلیل به دیابت

گردد می ادراری دستگاه عفونت به فرد شدن مستعد سبب

 هایگلبول مختلف اعمال در شـــده وارد صـــدمات(. ۶-4)

 جمله از کموتاکسی و فاگوسیتوز مهاجرت، جمله از سفید

 دیابتی نوروپاتی این، بر علاوه. اشـــندبمی هاناهنجاری این

 عفونت ایجاد سبب مثانه، کامل تخلیه در نقص علت به نیز

ـــتگاه ـــودمی ادراری دس  ادرار در قند بالاتر هایغلظت. ش

                                                           
9- Diabetes  

ــتگاه  بروز افزایش در مهمی نقش اســت ممکن عفونت دس

ماران در ادراری یابتی بی ند. بازی د  میر و مرگ خطر ک

ـــبی کلیوی، ،قلبی هایبیماری زودرس،  در نابینایی و عص

 به نیاز بنابراین اســت. غیردیابتی افراد برابر دو دیابتی افراد

خت نا ـــ ـــریع و موثر ش نت س مان و ادراری عفو  با آن در

ـــم که هاییبیوتیکآنتی  کننده ایجاد هایمیکروارگانیس

ـــتگاه عفونت  آن به را مقاومت درجه ترینکم ادراری دس

 هایشــود. ســویهمی اساحســ شــدت به دهند،می نشــان

 در زابیماری هایسویه ترینشایع یوروپاتوژن کلی اشریشیا

سان شندمی ان شیا هایسویه خصوصیت ترینمهم. با شری   ا

نایی کلی ـــدن کلونیزه یوروپاتوژن توا ـــطح در هاآن ش  س

شـــیوع  .(۹،۸)باشـــد می میزبان یورواپیتلیوم هایســـلول

و بر طبق گزارش  دیابت در ســه دهه اخیر ســه برابر شــده

ـــال  ـــت در س ـــازمان جهانی بهداش  34۶تقریبا  2010س

میلیون نفر در ســرتاســر جهان به دیابت مبتلا هســتند. بر 

ـــیوع جهانی دیابت در بین بالغین  طبق یک ارزیابی از ش

شیوع دیابت در بین بالغین به  تخمین زده می  43۹شود، 

له برســد. بیماری دیابت از جم 2030میلیون نفر در ســال 

ـــت ) غدد درون ریز اس ـــایع ترین اختلالات  (. این 10ش

سایی باکتریتحقیق با هدف  های ایجاد کننده عفونت شنا

 ادراری در بیماران دیابتی در شهرستان شهرکرد انجام شد.

 هامواد و روش

ــش ماهه، در  ــله زمانی ش ــر یک در یک فاص تحقیق حاض

نمونه  300بر روی  13۹۹فاصله زمانی فروردین تا شهریور 

ـــکوک به عفونت ادراری مراجعه  ادرار بیماران دیابتی مش

کننده به آزمایشـــگاه های تشـــخیص طبی شـــهرســـتان 

ــورت گرفت.  ــهرکرد ص ــی نمونه ادرار  10تا  5ش ــی س س

ـــط  یک ادرار وس مار و از طریق تکن ـــط بی درظروف توس

ستریل  صله پس از نمونه گیری، جهت ا جمع آوری و بلافا

ــت و آزمون های  ــخیص نوع انجام کش ــیمیایی و تش بیوش

شدند. هنگام جمع آوری نمونه  باکتری به آزمایشگاه ارسال

1 0- Diabetes Mellitus  
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ـــابقه ابتلا به عفونت  ـــن، جنس، س اطلاعاتی هم چون س

ــدن در  ــتری ش ــابقه بس ــته، س ــتگاه ادراری در گذش دس

سوند ادراری در فرم گرد  ستفاده از  سابقه ا ستان و  بیمار

 آوری اطلاعات ثبت شد.

های اســـتریل به گرفته شـــده در بطرینمونه ادرار میانی 

شد. کشت کمی بوده و  محض رسیدن به آزمایشگاه کشت

 ادرار ی ازنمونهمیلی لیتر،  01/0کالیبره  لوپ از استفادهبا 

شده  شرایطسانتریفوژ ن ستریل در ی مک هامحیط برروی ا

ـــایی باکتری ـــناس های گرم منفی( و کانکی آگار )برای ش

 شـتهای گرم مثبت( کباکتریآگار )برای شـناسـایی  بلاد

های ند. پس از انجام کشت به روش خطی، محیطشد داده

ــده به مدت  ــت داده ش ــاعت در د 1۸-24کش  37مای س

سانتی شدند. درجه   درمدت چهچنانگراد گرمخانه گذاری 

ـــاعت 24 ـــدیگرمخانه گذاری،  س  دیده هاپلیت در رش

 درصورت وگرمخانه گذاری شده  دیگر ساعت 24 شد،نمی

شد، عدم شت عنوانبه ر بعد از طی  .شدمی ثبت منفی ک

ی های رشد کرده در میلگرمخانه گذاری، تعداد کل باکتری

های ظاهر شــده در لیتر ادرار با ضــرب کردن تعداد کلنی

سیل 100محیط بلاد آگار در  ز های گرم منفی اتعیین و با

مک EMBنظر مورفولوژی در محیط  کانکی، مورد  یا 

ــی قرا ــمارش کمتر از بررس عدد عموما  1000ر گرفتند. ش

نشــانگر آلودگی نبود. در صــورتی که بین هزار تا یک صــد 

ــت510تا  310هزار کلنی )  ( در یک میلی لیتر ادرار به دس

ـــت که به کمک تکرار  می آمد، احتمال عفونت وجود داش

صد هزار و بالاتر در کشت، مشخص می شمارش یک  شد. 

دراری انشانگر عفونت  (،CFU/ml 510) هر میلی لیتر ادرار

سایر  بود و به عنوان یک کشت مثبت در نظر گرفته شد و 

ــات در مورد آن ــورت گرفت. در مورد باکتری آزمایش ها ص

ــاپروفیتیکوس ــتافیلوکوکوس س ، تعداد بیش از ده هزار اس

بت  (CFU/ml 410)باکتری در میلی لیتر ادرار  نیز مث

 (.11،12تلقی گردید )

                                                           
1 1 Boiling 
1 2 Distilled Water 
1 3Eppendorf thermal cycler 

مارانی  ـــوزش بی تب، س له  بالینی از جم که داراری علائم 

ادرار، تکرر ادرار و ... بودند به عنوان باکتریوری با علامت و 

ـــت ادراری آن که کش مارانی  بت بوده ولی علائم بی ها مث

ـــتند، به عنوان بیماران دارای  ـــی نداش ـــخص بالینی مش

شدند.  شخیص باکتریوری بدون علامت قلمداد  به منظور ت

شد کرده بر روی مولکولی و تائ شخیص باکتری های ر ید ت

ـــتخراج محیط کشـــت،  فاده از  DNAاس ـــت روش با اس

ــاندن ــد کرده،کلنیبر روی 11جوش ــورت گرفت.  های رش ص

شبه باکتری در محیط پپتون  شت یک  برای این منظور ک

ـــرکت مرک آلمان، به عنوان منبع برای  ـــاخت ش واتر س

ـــتخراج  فت. برای اDNAاس فاده قرار گر ـــت ین ، مورد اس

میکرولیتر از محیط پپتون واتر که حاوی باکتری  120کار

های کشت مورد بررسی )هر نمونه به رشد یافته در محیط

ـــکل جداگانه(، با  ـــتریل 500ش ، 12میکرولیتر آب مقطر اس

ـــر حاوی آب جوش،  10مخلوط و به مدت  دقیقه در بش

شد ) شانده  سازی (. ۶0جو ، DNAنمونه های بعد از آماده 

سایکلر   ره ای پلیمرازواکنش زنجی ستگاه ترمال  سط د تو

ـــور آلمان انجام گرفت.  13ایندورف ـــاخت کش به منظور س

تایید تشخیص باکتری ها، پرایمرهای اختصاصی بر اساس 

 (.13طراحی گردیدند )16srRNAژن 

ـــدن نمونه های  ـــخص ش تعیین مثبت،  UTIپس از مش

ـــط آزمون هاهویت باکتری ـــیمیایی، جهت توس های بیوش

ـــخی ـــیا کلیهای ص مولکولی برای باکتریتش ـــریش ، اش

سینتوباکتر سیتروباکتر، ا سیلا، پروتئوس، انتروباکتر،  ، 14کلب

ــیا ــیا، پروویدنس ــراش ــودوموناس آئروژینوزا، 1۶، مورگانلا15س  س

ــاپروفیتیکوسو  ــتافیلوکوکوس س ــورت پذیرفت. به  اس ص

ــایی باکتری ــناس ــت هایی منظور ش های گرم منفی از تس

لیزین دکربوکســیلاز اســتفاده گردید  ، اوره وIMViCنظیر

(12،11.) 

1 4Acinetobacter 
1 5Providensia 
1 6Morganella 
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 (.71(: تست های بیوشیمیایی مورد استفاده برای شناسایی باکتری های گرم منفی)1جدول )

 نوع تست نوع باکتری

 لیزین دکربوکسیلاز اوره S2H سیترات ووژس پروسکائر متیل رد تولید اندول

 - - - - - + + اشریشیا کلی

 + + - + + - - کلبسیلا پنومونیه

 - + + + - + - پروتئوس

 - - - +/- - - - اسنیتوباکتر

 - +/- + + - + - سیتروباکتر

 + - - + + - - انتروباکتر

 - + - + -  - پروویدنسیا

 - + +/- - - + + مورگانلا

 

های لاکتوز مثبت رشـــد کرده بر الف (جداســـازی باکتری

 روی محیط مک کانکی آگار:

ی لاکتوز مثبت رشــد کرده درمحیط مک کانکی هاباکتری

ضور سی ح شیا جهت برر شری سیلا، کلی ا شیا، کلب و  سرا

 (.11،12)مورد بررسی قرار گرفتند  انتروباکتر

ــکوک به کلنی ــیا کلیها ی مش ــریش  EMBمحیط در  اش

آگار ســاخت شــرکت مرک آلمان، انکوبه گذاری شــدند. 

ــد کرکلنی ــبز متالیک با جلای فلزی رش ده در این های س

ــیا کلی محیط به عنوان باکتری  ــریش موردپذیرش قرار اش

گرفتند. جهت جداســازی ســایر باکتری های لاکتوز مثبت 

ـــت ـــایر تس ـــت و س یک کلنی برداش یت،  های از هر پل

و اوره، TSI ، کشت در محیط IMViCبیوشیمیایی شامل 

 (.11،12ها انجام شد )در مورد آن

سازی باکتری های لاکتوز  شد کرده منفی ب( جدا ر

 بر روی محیط مک کانکی آگار:

سی باکتری سیا، پروتئوسهای جهت برر  مورگانلا، پروویدن

باکترو  ـــتینو یک کلنی برداشـــت و نیز  اس یت  از هر پل

ـــت ـــاملتس ـــیمیایی ش ـــت در IMViCهای بیوش ، کش

 (.13ها انجام شد )و اوره در مورد آن TSIمحیط

 :پسودوموناس آئروژینوزاج( جداسازی 

باکتری لاکتوز منفی میآناز  که این  هت جا  باشـــد، ج

های لاکتوزمنفی رشـــد کرده در جداســـازی آن از باکتری

سی تولید پیگمان  شت و جهت برر محیط مک کانکی بردا

ـــدند. هم چنین  ـــت داده ش نت آگارکش در محیط نوتری

ست سیداز نیز در مورد این باکتری ت نجام اهای کاتالاز و اک

 (.11،12)شد 

 :استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوسسازی د( جدا

شد یافته بر روی محیط بلادباکتری  های غیر همولیتیک ر

رنگ  اســـتافیلوکوکوس اپیدرمیدیسآگار، جهت بررســـی 

ـــاهده  ـــورت گرفت. با مش آمیزی گرم در مورد آن ها ص

ـــی ـــتکوکس هایی نظیر تخمیر قند های گرم مثبت، تس

 و اوره آز DNaseمانیتول، بررسی مقاومت به نووبیوسین، 

 (.11،12مورد بررسی قرار گرفتند )

ها که پرایمرهای مورد استفاده برای تایید تشخیص باکتری

سط نرم افزار  01/3ورژن  Gene runnerدر این تحقیق تو

 (.13طراحی و توسط شرکت سیناژن سنتز گردید )
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 در بیماران دیابتی UTIای عامل (: توالی پرایمرهای مورد استفاده برای تایید تشخیص باکتری ه2جدول )

 اندازهمحصول (’3-’5)توالی پرایمر نام باکتری

(bp) 

 دمای انلینگ

Escherichia coli 5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3' 

5'- CCGTCAATTCATTTGAGTTT -3' 

۹1۹ 5۹ 

Kelebciella penumoniea 5'- CAAGTCGAGCGGTAGCACAGAG -3' 

5'- ACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG -3' 

274 ۶2 

Proteus spp 5'- ACTTGGGAATTGCATCTGAAACTG -3' 

5'- ACATCGTTTACAGCGTGGACTACC -3' 

201 ۶4 

Entrobacter spp 5'- ATGTCTGGGAAACTGCCTGATG -3' 

5'- CGGGTAACGTCAATAGACAAGG -3' 

372 ۶4 

Citrobacter spp 5'- TAATACCGCATAACGTCGCAAG -3' 

5'- CTTCTTCTGCGAGTAACGTCAATG -3' 

331 ۶3 

Acinetobacter spp 5'- ATGCAAGTCGAGCGGAGATGAG -3' 

5'- TACCCCACCAACTAGCTAATCCG -3' 

202 ۶5 

Serratia marcecens 5'- TGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC -3' 

5'- AACCCAACATTCCACAACACGAG -3' 

320 ۶5 

Morganella spp 5'- ATAACTACAGGAAACGGTCGCTAATAC -

3' 

5'- CACCTTCCTCCCGACTGAAAGTAC -3' 

30۸ ۶5 

Providencia spp 5'- GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC -3' 

5'- TCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGT -3' 

202 ۶3 

Pseudomonas aeruginosa 5'- AATACCTTGCTGTTTTGACGTTAC -3' 

5'- TCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTG -3' 

2۹5 ۶1 

Staphylococcus 

saprophyticus 

5'- AAGCTGTAACAAAAGGTATTAAGGAAC -

3' 

5'- TTACCTGTGATTGGCAAATATAATAG -3' 

2۸1 ۶1 

 
 25برای هر ژن به صورت جداگانه و در حجم  PCRآزمون 

 50 این واکنش در حجممیکرولیتر صورت گرفت. 

 ،PCR Buffer 10Xمیکرولیتر 5شامل  ،میکرولیتر

میکرولیتر از dNTP، 1میکرولیترMgcl2 ،1میکرولیتر2

 Taq DNAمیکرولیتر آنزیم 3/0هر پرایمر، 

Polymerase یتر میکرول5/2، ساخت شرکت سیناژن

( 3) در جدول PCR انجام گرفت. برنامه واکنش DNAاز

 (.14) نشان داده شده است

 های شایع عامل عفونت ادراری بیماران دیابتیبرای شناسایی باکتری PCR(: برنامه واکنش 3جدول )

 برنامه واکنش زنجیره ای پلیمراز باکتری

Escherichia coli 1 cycle: 

95 0C ------------ 6 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

59 0C ------------ 60 s 

72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Kelebciella penumonia 1 cycle: 

94 0C ------------ 1 min. 

30 cycle: 
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94 0C ------------ 60 s 

620C ------------ 30 s 

72 0C ------------ 90 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Proteus spp 1 cycle: 

95 0C ------------ 1 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

640C ------------ 30 s 

72 0C ------------ 90 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Entrobacter spp 1 cycle: 

95 0C ------------ 1 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

62 0C ------------ 30 s 

72 0C ------------ 90 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Citrobacter spp 1 cycle: 

94 0C ------------ 1 min. 

30 cycle: 

94 0C ------------ 60 s 

63 0C ------------ 30 s 

72 0C ------------ 90 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Acinetobacter spp 1 cycle: 

95 0C ------------ 2 min. 

30 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

65 0C ------------ 30 s 

73 0C ------------ 30 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 10 min 

 

 

Serratia marcecens 

 

 

1 cycle: 

95 0C ------------ 2 min. 

30 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

65 0C ------------ 30 s 

73 0C ------------ 30 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 10 min 

Morganella spp 1 cycle: 

95 0C ------------ 2 min. 

30 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 
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 ها روش تجزیه و تحلیل داده

و  SASجهت تجزیه و تحلیل داده ها از نرم افزار 

 17و تایید این آزمون با تســت فیشــر Square-Chi آزمون 

ها ی صورت گرفته، سطح استفاده گردید. در برخی آزمون

ـــد1معنی داری کوچک تر از  ( و در بقیه P<0.01) درص

ـــطح معنی داری کوچک تر از  ـــت ها، س ـــد 5تس  درص

(P<0.05.در نظر گرفته شد ) 

 های میکروبینتایج مربوط به آزمون

ـــمارش کلنی ـــد کرده بر روی پس از ش های رش

لیتر ادرار  باکتری در هر میلی 510محیط بلاد آگار، تعداد 

و یا بالاتر، عفونت ادراری محســـوب شـــد که از این تعداد 

گاه ادراری %33/33نفر ) 100 ـــت نت دس به عفو ( مبتلا 

( از افراد دیابتی %33/23نفر  ) 70اده شدند که تشخیص د

باکتریوری در  بالینی نبوده و  نده دارای علائم  عه کن مراج

( باکتریوری %10نفر ) 30علامت بود و در  آن ها از نوع بی

ـــوزش ادار، تکرر ادرار و ...  دارای علامت از جمله: تب، س

بودند. 

 

 

                                                           
1 7 Fisher's Exact Test 

65 0C ------------ 30 s 

73 0C ------------ 30 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 10 min 

Providencia spp 1 cycle: 

95 0C ------------ 6 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

620C ------------ 60 s 

72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Pseudomonas aeruginosa 1 cycle: 

95 0C ------------ 6 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

610C ------------ 60 s 

72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 

Staphylococcus saprophyticus 1 cycle: 

95 0C ------------ 6 min. 

31 cycle: 

95 0C ------------ 45 s 

610C ------------ 60 s 

72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 

72 0C ------------ 5 min 
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 تلا به عفونت ادراری(: تعداد و درصد بیماران دیابتیک مب2جدول )

تی دارای علایم  UTIبیماران دیابتی مبتلا به  بیماران دیابتی مورد مطالعه  ــاب یمــاران دی ب

UTI 

 UTIبیماران دیابتی بدون علایم 

 300 تعداد

 

100 70 30 

 % 100 درصد

 

33/33 % 33/23% 10% 

نفر  70بیمار دیابتی مبتلا به عفونت دستگاه ادراری  100از 

( بودند. در تجزیه و تحلیل %30نفر مرد ) 30( و %070زن )

آماری با آزمون کای دو بین جنسیت و ابتلا به عفونت 

-p) ادراری ارتباط معنی داری مشاهده گردید 

value=0/012<0/05) 

 

 (: تعداد و درصد بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری بر اساس جنسیت3جدول )

 UTI p-valueبیماران دیابتی عدم مبتلا  به   UTI به بیماران دیابتی مبتلا جنسیت

 درصد تعداد درصد تعداد

 012/0 55 110 70 70 زن

 45 ۹0 30 30 مرد

 

به  100از  یابتی مبتلا  مار د ( %۸0نفر ) UTI ،۸0نفر بی

قبلا به عفونت ادراری مبتلا شده بودند. در تجزیه و تحلیل 

ــابق ه عفونت قبلی و ابتلا به آماری با آزمون کای دو بین س

ـــاهده گردید ) باط معنی داری مش -pعفونت ادراری ارت

value=0/000<0/05) 

 (: تعداد و درصد بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری با سابقه عفونت ادراری4جدول )

 

 سابقه عفونت ادراری

بیماران دیابتی عدم مبتلا   UTIبیماران دیابتی مبتلا به 

 UTIبه  

p-value 

 درصد تعداد درصد تعداد

 000/0 15 30 ۸0 ۸0 دارند

 ۸5 170 20 20 ندارند

نت ادراری  100از  به عفو یابتی مبتلا  مار د نفر بی

ــابق%20نفر ) 20 ــتان را ( س ــدن در بیمارس ــتری ش ه بس

ـــ در تجزیه و تحلیل آماری با آزمون کای دو بین تند. داش

ی شدن در بیمارستان ابتلا به عفونت ادراری و سابقه بستر

ــد  ــردی ــده گ ــی دار مشـــــاه ــن ــع ــاط م ــب -p)ارت

value=0/000<0/05) 
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 (: تعداد و درصد بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری بر اساس سابقه بستری شدن در بیمارستان5جدول )

سابقه بستری در 

 بیمارستان

بیماران دیابتی عدم مبتلا  به   UTIبیماران دیابتی مبتلا به 

UTI 

p-value 

 درصد تعداد درصد تعداد

 20 دارند

 

20 15 5/7 001/0 

 ۸0 ندارند

 

۸0 1۸5 5/۹2 

نت ادراری  100از  به عفو یابتی مبتلا  مار د نفر بی

ـــتفاده کرده اند.  10 ـــوند ادراری اس در تجزیه و نفر از س

تحلیل آماری با آزمون کای دو بین ابتلا به عفونت ادراری 

ــتفاده از  ــابقه اس ــاهده و س ــوند ارتباط معنی داری مش س

 (p-value=0/102>0/05)نگردید 

 (: تعداد و درصد بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری بر اساس سابقه استفاده از سوند6جدول )

سابقه استفاده از 

 سوند

 UTI p-valueبیماران دیابتی عدم مبتلا  به   UTIبیماران دیابتی مبتلا به 

 درصد دادتع درصد تعداد

 102/0 5 10 10 10 دارند

 ۹5 1۹0 ۹0 ۹0 ندارند

 

ــده در ژل الکتروفورز، وجود  ــکیل ش  باندهای تش

DNAـــیاهای باکتری ـــریش ـــیلا پنومونیه،کلی اش ، کلبس

ساپروفیتیکوس، پروتئوس ستافیلوکوکوس  سنیتوباکتر، ا ، ا

ــاکتر ـــیتروب ــاکتر، س ــاس آئروژینوزا، انتروب ـــودومون و  س

 اثبات نمود لازم به ذکر اســـت که باکتریرا  پروویدنســـیا

یافت  PCRدر آزمون  مورگانلاو  سراشیا مارسسنسهای 

شکل شدند. در  صول ن صل از  PCRهای زیر طول مح حا

 انجام آزمایش نشان داده شده است.
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 919: نمونه های مثبت دارای باند 3و  2های ز. ستونجفت بازی فرمنتا 100: مارکر 1. ستون اشریشیا کلی16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 1شکل )

 

جفت بازی فرمنتاز. شماره  100: مارکر 1. شماره کلبسیلا پنومونیه16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 2شکل )جفت بازی

 نترل منفی.: ک4جفت بازی(. شماره  274)دارای باند  کلبسیلا پنومونیه: نمونه های مثبت از نظر آلودگی به3و  2های 

 
: نمونه های مثبت از نظر 4تا  2جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 1. شماره پروتئوس16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 3شکل )

 جفت بازی(. 201)دارای باند  پروتئوسآلودگی به
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جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 3ره . شمااستافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 4شکل )

 جفت بازی(. 281)دارای باند  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس: نمونه های مثبت از نظر آلودگی به 2و  1

 

: نمونه های 2و  1جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 4. شماره اسینتوباکتر16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 5شکل )

 : کنترل منفی.3جفت بازی(. شماره  202)دارای باند اسینتوباکترمثبت از نظر آلودگی به 
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: نمونه های 3و  2جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 1. شماره سیتروباکتر16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 6شکل 

 : کنترل منفی.4. شماره جفت بازی( 331)دارای باند  سیتروباکترمثبت از نظر آلودگی به 

 

: نمونه های 3و  2جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 1. شماره  انتروباکتر16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 7شکل )

 : کنترل منفی.4جفت بازی(. شماره  372)دارای باند  انتروباکترمثبت از نظر آلودگی به

 

تا  2جفت بازی فرمنتاز. شماره های  100: مارکر 1. شماره سودوموناس آئروژینوزا16srRNA ژن PCR(: الکتروفورز محصول 8شکل )

 جفت بازی(. 295)دارای باند  سودوموناس آئروژینوزا: نمونه های مثبت از نظر آلودگی به4

 

: نمونه های 2و  1ره های جفت بازی فرمنتاز. شما 100: مارکر 4شماره  پرویدنسیا16srRNAژن  PCR(: الکتروفورز محصول 9شکل )

 : کنترل منفی.3جفت بازی(. شماره  202)دارای باند  پرویدنسیامثبت از نظر آلودگی به

 های ایزوله شدهباکتری

به  100از  نت ادراری، آلودگی  به عفو یابتی مبتلا  مار د بی

ــیا کلی ــریش ــیلا پنومونیه ، %51 اش  پروتئوس، %17کلبس

 اســنیتوباکتر، %۸ ساســتافیلوکوکوس ســاپروفیتیکو، 10%

 سودوموناس آئروژینوزا، %3 انتروباکتر، %4سیتروباکتر ، 5%

 برآورد گردید.  %1 پروویدنسیاو  1%
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 (: تعداد و درصد  باکتری های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری7جدول )
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ک زن مبتلا به عفونت ادراری، آلودگی بیمار دیابتی 70از 

شیا کلیبه  شری  هکلبسیلا پنومونی(، %3/54نمونه ) 3۸در  ا

ــه ) 11در  ــه ) 7  پروتئوس%(،  7/15نمون %(،  10نمون

ــــاپروفیتیکوس تافیلوکوکوس س ـــ نه ) 5 اس (، %1/7نمو

ـــنیتوباکتر ـــیتروباکتر(، %3/4نمونه )  3 اس نمونه )  2 س

 پسودوموناس آئروژینوزا(، %۹/2نمونه ) 2(، انتروباکتر ۹/2%

ـــیا %( و آلودگی به  4/1نمونه ) 1 نمونه )  1در پروویدنس

 گزارش گردید. ( 4/1%

 

 

 (: تعداد و درصد  باکتری های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری بر اساس جنسیت8جدول )
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 1 1 2 2 3 5 7 11 3۸ تعداد

 %4/1 %4/1 %۹/2 %۹/2 %3/4 %1/7 %10 %7/15 %3/54 درصد

ک مرد مبتلا به عفونت ادراری، آلودگی بیمار دیابتی 30از 

شیاکلیبه  شری  کلبسیلا پنومونیه%(،  3/43نمونه ) 13در  ا

ــه ) ۶در  مون ئوس(، %20ن ت ــه ) 3  پرو مون (، %10ن

تافیلوکوکوس ســــ ـــ نه )  3 اپروفیتیکوساس (، %10نمو

ــنیتوباکتر ــیتروباکتر%(،  7/۶نمونه ) 2 اس  7/۶نمونه ) 2 س

و  پســودوموناس آئروژینوزا(، %3/3نمونه ) 1%(، انتروباکتر 

 کدام از نمونه ها گزارش نگردید. در هیچپروویدنسیا 

 مبتلا به عفونت ادراری  های ایزوله شده در بیماران دیابتیک  مرد(: تعداد و درصد  باکتری9جدول )
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 - - 1 2 2 3 3 ۶ 13 تعداد

 %0 %0 %3/3 %7/۶ %7/۶ %10 %10 %20 %3/43 درصد
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م 20از  یبی یابت که ار د به عفونت ادراری  ک مبتلا 

شتند، آلودگی به  ستان را دا شدن در بیمار ستری  سابقه ب

شیاکلی شری سیلا پنومونیه(، %50نمونه ) 10در  ا  1در  کلب

ستافیلوکوکوس (، %10نمونه )  2  پروتئوس(، %10نمونه ) ا

سنیتوباکتر(، %5نمونه ) 1 ساپروفیتیکوس (، %1نمونه ) 1 ا

باکتر ـــیترو نه ) 1 س باکتر(، %5نمو نه ) 1 انترو (، %5نمو

ـــودومونــاس آئروژینوزا ( و آلودگی بــه %5نمونــه ) 1 پس

 %( گزارش گردید.  5نمونه ) 1در پروویدنسیا 

 

 (: تعداد و درصد  باکتری های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری با سابقه بستری شدن10جدول )
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 1 1 1 1 1 1 2 2 10 تعداد

 %5 %5 %5 %5 %5 %5 %10 %10 %50 درصد

ـــبیمار دیابتی ۸0از به عفونت ادراری که س قه ک مبتلا  اب

بســـتری شـــدن در بیمارســـتان را نداشـــتند، آلودگی به 

در  کلبسیلا پنومونیه(، %2/51نمونه ) 41در  اشریشیا کلی

ــه ) 15 مون ئوس(، %۸/1۸ن ت ــه )  ۸  پرو مون (، %10ن

تافیلوکوکوس ســــاپروفیتیکوس ـــ نه ) 7 اس %(،  ۸/۸نمو

سنیتوباکتر %(،  7/3نمونه ) 3 سیتروباکتر%(،  5نمونه ) 4 ا

باکتر  نه ) 2انترو به %5/2نمو ید. آلودگی  ( گزارش گرد

در هیچ کدام از نمونه پسودوموناس آئروژینوزاو پروویدنسیا 

 ها گزارش نگردید. 

های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری با عدم سابقه بستری (: تعداد و درصد  باکتری11جدول )
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 0 0 2 3 4 7 ۸ 15 41 تعداد

 %0 %0 %5/2 %7/3 %5 %۸/۸ %10 %۸/1۸ %2/51 درصد

 

ـــابقه ک مبیمار دیابتی 10از  بتلا به عفونت ادراری که س

 2در  اشریشیا کلیاستفاده از سوند را داشتند، آلودگی به 

نه ) یه(، %20نمو ـــیلا پنومون نه ) 1در  کلبس (، %10نمو

ئوس ت ــه ) 14 پرو مون کوس (، %10ن کو لو ی ف اســــتــا

ـــاپروفیتیکوس ـــنیتوباکتر(، %10نمونه ) 1 س نمونه  1 اس

ـــیتروباکتر(، 10%) نمونه  1باکتر (، انترو%10نمونه ) 1 س

سودوموناس آئروژینوزا(، 10%) ( و آلودگی %10نمونه )  1 پ

( گزارش گردید..%10نمونه )  1در پروویدنسیا به 
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های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری با سابقه لستفاده از (: تعداد و درصد  باکتری12جدول )
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 1 1 1 1 1 1 1 1 2 تعداد

 %10 %10 %10 %10 %10 %10 %10 %10 %20 درصد

ـــابقه ک مبتلا به عفونت ادربیمار دیابتی ۹0از  اری که س

شتند، آلودگی به  سوند را ندا ستفاده از  شیا کلیا شری در  ا

ـــیلا پنومونیــه(، %5/54نمونــه ) 4۹ نمونــه  1۶در کلبس

نه ) ۹ پروتئوس(، ۸/17%) تافیلوکوکوس (، %10نمو ـــ اس

ــاپروفیتیکوس ــنیتوباکتر(، %۸/7نمونه ) 7 س نمونه )  4 اس

ـــیتروباکتر(، 4/4% نمونه  2%(، انتروباکتر  3/3نمونه ) 3 س

در هیج پروویدنســیا و   پســودوموناس آئروژینوزا(، 2/2%)

 یک از نمونه ها ) %( گزارش نگردید

 های ایزوله شده در بیماران دیابتیک مبتلا به عفونت ادراری با عدم سابقه لستفاده از سوند(: تعداد و درصد  باکتری13جدول )
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 - - 2 3 4 7 ۹ 1۶ 4۹ تعداد

 %0 %0 %2/2 %3/3 %4/4 %۸/7 %10 %۸/17 %5/54 درصد

 گیریبحث و نتیجه

سه  سه دهه اخیر  ست و طبق شیوع دیابت در  شده ا برابر 

ــال  ــت در س ــازمان جهانی بهداش تقریبا  2010گزارش س

میلیون نفر در سرتاسر جهان به دیابت مبتلا هستند.  34۶

ــیوع جهانی دیابت در بین بالغین  بر طبق یک ارزیابی از ش

سال  43۹شود، به  تخمین زده می  2030میلیون نفر در 

ن اختلالات غدد تری(. بیماری دیابت از جمله شایع1برسد )

ترین این بیماری از جمله شایع ترین و مهم درون ریز است.

باشد و مبتلایان خود را در ای موجود درجهان میهبیماری

هد  نت قرار می د به عفو بالایی از نظر ابتلا  معرض خطر 

شایع ترین محل بروز 5-2) ستگاه ادراری  (. دراین میان د

دیابت (. ۸،۹باشـــد ) عفونت در بین مبتلایان به دیابت می

به دلیل ایجاد چندین ناهنجاری در سیستم دفاعی، سبب 

گردد .صدمات وارد مستعد شدن فرد به عفونت ادراری می

های سفید از جمله مهاجرت، شده در اعمال مختلف گلبول

باشند ها میفاگوسیتوز و کموتاکسی از جمله این ناهنجاری

یابت۸) پاتی د لت نقص در (. علاوه بر این، نورو به ع ی نیز 

ـــبب ایجاد عفونت ادراری می ـــود تخلیه کامل مثانه، س ش

ست نقش مهمی در ر  بالاتر قند در ادرا هایغلظت ممکن ا
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بازی عفونت ادراری افزایش بروز  ماران دیابتی   کند.در بی

می توان را افزایش خطر ابتلا به عفونت در بیماران دیابتی 

و اختلال  پاسخ ایمنیه های میانسل Tتا حدودی با کاهش

ــیح داد عملکرد نوتروفیل در مبتلایان به دیابت برخی  توض

ـــان داد که دیابت باعث افزایش خطر  از مطالعات حتی نش

بســـتری شـــدن در بیمارســـتان و مرگ و میر ناشـــی از 

ـــن و جنس  .(۶شود )میها عفونت شیوع آن برحسب سـ

ــان 35 تا 1۶ درسنین. متفاوت است در  و %20 سال درزنـ

ـا 3۶ و در سنین %5/0 مردان % و  35 سـال در زنان ۶5 ت

ــردان عفونت  شیوعمطالعه حاضر  در. باشد% می 20 در مـ

بت ملیتوس نوع  یا به د ماران مبتلا   %33/33ادراری در بی

عفونت  از متفاوتی شیوع مختلف درمطالعاتبرآورد گردید. 

ت در مطالعا .اســت شــده گزارش دیابتی ربیمارانادراری د

( در سال 15) و همکاران Makuyanaتوسط انجام شده 

، شیوع 2002و همکاران در سال  Medozaنیز و   2002

در تحقیق (. 1۶بوده است ) %32باکتریوری در افراد دیابتی 

 722و همکاران که بر روی  Sewifyانجام شــده توســط  

ـــیوع عفونت  ـــورت گرفت، ش نمونه ادرار افراد دیابتی ص

ـــل از ( 17ارش گردید )گز %35ادراری  تایج حاص که با ن

 باشد. تحقیق ما مشابه می

ـــت، از جمله  ـــورت گرفته اس در مطالعاتی که در ایران ص

ـــیوع، همکاران و پور مهدی عفونت ادراری در بیماران  ش

 علی بررسی در(. 17گزارش نموده اند ) %3/11دیابتیک را 

ـــیوع زاده ماران دیابتیک،  ش  %3/11عفونت ادراری در بی

. این موضوع ممکن است به دلایلی (1۹گزارش شده است )

عفونت از جمله، مراجعه کمتر بیماران دیابتی برای درمان 

ـــد.یا عدم اطلاع آن ادراری عوارض  ها از بیماری خود باش

ــی از  ــه کلیه،  ناش عفونت ادراری )از قبیل باکتریمی، آبس

ـــتر بوده و حتی نکروز کلیه ( در افراد مبتلا به دیابت بیش

گرفتاری کلیوی بدون علامت )مانند پیلونفریت تحت حاد( 

 تر است. هم در این بیماران شایع

که شیوع باکتریوری علامت  ،در مطالعه حاضر مشخص شد

  %70نفر( و  شیوع باکتریوری بدون علامت  30)  %30 دار

 2یابت ملیتوس نوع نفر( در بیماران مبتلا به د 70)

 در باکتریوری بارز به علامت بدون باشد. باکتریوری می

-می ندارنـد، اطلاق را ادراری عفونـت علائـم کـه بیمـارانی

 با علایـم همـراه بارز باکتریـوری که بیمارانی به. شود

 بــاکتریوری علامت دار دارنــد، ادراری دســتگاه عفونــت

 شـود.مـی گفته

 100بیمار دیابتی مورد بررسی  300حاضر از  در تحقیق

( مبتلا به عفونت دستگاه ادراری تشخیص %33/33نفر )

( از افراد دیابتی مراجعه %33/23نفر  ) 70داده شدند که 

ها از نوع کننده دارای علائم بالینی نبوده و باکتریوری در آن

( باکتریوری دارای علامت %10نفر ) 30علامت بود و در  بی

 شــیوع بــا دیابــت بــه مبــتلا ارش گردید. بیمــارانگز

 عفونـت و علامـت بـدون دچــار بـاکتریوری تــریبــیش

 (.20شوند )می دیابت بدون بـه افراد نسـبت ادراری

 کاملاً  هایناهنجاری شـیوع شامل افـزایش این دلائل

 کــاهش و سـلولی، هایپرگلیســمی ایمنـی نشـده شناخته

 ادراری باشد. دستگاهعــروق می رســانی خــون یــزانم

 هــاارگانیســم مستعد رشــد هایپرگلیسمی دلیل به

 بــه عفونت های افــراد اســت ممکــن و شــودمــی

 دفــع این حالــت در. شوند دچار علامت بدون ادراری

 این و اثــرات زیانآور داشــته ادرار وجــود در بــاکتری

 گونــههــیچ کـه اوحـالی در است بیمار متوجه ریوریباکت

 در .و نــاراحتی ندارد شــکایت و کلینیکــی علامــت

 از متفاوتی آمار دنیا مختلف نقاط در شده انجام مطالعات

 حداکثر تا  %1/۶ حداقل از که است شده ذکر باکتریوری

و   Nitzan(.. در تحقیق 20) است بوده متغیر  32%

 افـراد در علامـت ادراری بدون عفونـت ن شـیوعهمکارا

در مطالعه حاضر  (.21)گزارش شـده است  %27دیـابتی

باشد، به نسبت جنسی بیماران زن بیشتر از مرد ها می

جمعیت زنان دیابتی مبتلا به عفونت ادراری  %70نحوی که 

در دهند، باقی مانده را مردها تشکیل می %30را زنان و 

ل آماری با آزمون کای دو بین جنسیت و ابتلا تجزیه و تحلی

در . به عفونت ادراری ارتباط معنی داری مشاهده گردید

عفونت مشخص شد که شیوع  و همکاران Zhanel مطالعه
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 می باشد،برابر زنان غیر دیابتی  3در زنان دیابتی ادراری 

یکسان  که ریسک ابتلا مردان دیابتی و غیردیابتیدر حالی

 (. 22د )بو

گردید که افزایش شیوع  مشخص Greelingsبررسی در 

در زنان دیابتی نتیجه تاثیر فاکتورهای  عفونت ادراری

ویرولانس و کاهش حساسیت های آنتی بیوتیکی درافراد 

(. لذا به بیماران دیابتی خصوصاً 20باشد )میغیر دیابتی 

گردد، توصیه می 2های مبتلا به دیابت  ملیتوس نوع خانم

ناسایی باکتریوری بی علامت احتمالی و درمان جهت ش

 درسریع آن، به صورت دوره ای آزمایش کشت ادرار بدهند. 

 با بیمار 1۶0۶  روی بر کویت در که ساله 7 مطالعه یک

و  زنان را%  5/74، بود شده انجام ملاحظه قابل باکتریوری

، که تقریبا مشابه دادندمی تشکیل مردان را، 5/25%

 ترکیه در دیگرکه ای درمطالعه(. 23باشد )می مشاهدات ما

 نموده گزارش 5/3 را مرد به زن نسبتاست،  گرفته انجام

 (.24باشد )که بیشتر از مشاهدات ما میاند

از ریسک فاکتورهای مورد بررسی در این تحقیق دارا بودن 

سابقه عفونت ادراری، سابقه بستری شدن در بیمارستان و 

در تجزیه و تحلیل ادراری می باشد که استفاده از سوندهای 

سابقه آماری با آزمون کای دو بین سابقه عفونت قبلی و 

با ابتلا به عفونت ادراری ارتباط  بستری شدن در بیمارستان

 معنی داری مشاهده گردید.

  51%با  اشریشیا کلی می دهد نشان حاضر مطالعه نتایج

 باشد. درادراری می عفونت ایجادکننده عامل شایع ترین

 این نیز و دنیا ایران نقاط سایر در شده انجام مطالعات

 عفونت عامل مولد شایع ترین عنوان به میکروارگانیسم

مطالعه  در این باکتری شیوع است. شده شناخته ادراری

  گرفت انجام ایران در نمونه 20۸بر  که همکارانش و جارسیاه

، کلبسیلاگزارش گردید. در این تحقیق  07/73%

، %73/۶و دیگر گونه ها با فراوانی  سودوموناس، انتروباکتر

 .گزارش گردیدند %13/۹و  7۶/5%، 3۶/3%

 با فراوانی اشریشیا کلیدر هند    Chaurasiaدر مطالعه 

 پروتئوس، %2پسودوموناس ، %12 کلبسیلا پنومونیه،  ۶2%

% 3کوآگولاز منفی  استافیلوکوکوسو  %3 انتروباکتر، 10%

 (. 24ردید )گزارش گ

 سایر به کلی اشریشیا فراوانی نسبت داد نشان مطالعه این

 به نسبت عفونت ادراری به مبتلا زنان در هامیکروارگانیسم

 علّت به که احتمالاً داشته بالاتری میزان مذکر جنس

 مقعد و مهبل با آن دهانه خارجی نزدیکی و پیشابراه کوتاهی

 نیز  Molaabaszadehدر مطالعه   .می باشد زنان در

اشریشیا  .بود شایع تر مونث جنس در ادراری میزان عفونت

 (،25عفونت ادراری ) مولدّ عامل شایع ترین عنوان به کلی

خص مشابه اکثر مطالعات دانشمندان، در این مطالعه نیز مش

ه و گردید، اکثر جمعیت مبتلا به دیابت را زنان تشکیل داد

-یم اشریشیا کلیدیابتی،  ارگانیسم شایع در اکثر بیماران

ت باشد. در مطالعاتی که بر روی بیماران غیر دیابتی صور

ر شده گرفته نیز، زنان بیشتر از مردها به عفونت ادراری دچا

 باشد. ارگانیسم غالب می اشریشیا کلیو 
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Abstract 

 Diabetic patients are extremely sensitive to infection and the infection is very risky. In this 

study, urine samples from 300 patients with type 2 diabetes mellitus in Shahrekord in 1394, 

instances of infection and infection-causing micro-organisms were isolated by culture and 

biochemical tests and molecular detection by PCR test for prove the existence of bacteria was 

carried out. 

 E. coli was common organisms in these patients. Therefore, periodic exams and urine of 

diabetic patients for periodic testing and recommended strongly felt that based on the result 

Antibiogram, effective drug for treatment of urinary tract infection is selected. Results of this 

study show that the most common pathogen E. coli by 51% is administrative. In studies 

conducted in other parts of the world, these micro-organisms is known as the most common 

cause of UTI. 

Key words: assessment, bacteria, infections, diabetes, blood sugar 
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 چکیده

 میر بعد مرگ و عامل دومین و باشد می توسعه حال در در کشورهای ویژه به کانکود در هابیماری شایع ترین از یکی اسهال

میلیون از موارد این بیماری در سراسر جهان به مرگ منجر می شود.  3-5. برآورده می شود سالانه است تنفسی عفونت های از

کودک مبتلا  ۶0تحقیق نمونه های اسهال  ر ایند .سال قابل توجه می باشد 5وقوع موارد مرگ و میر به ویژه در کودکان زیر 

که به بیمارستان های هاجر و امام علی )ع( شهرستان شهرکرد، مراجعه کرده  13۹۸به اسهال در طی فصول تابستان و پاییز 

یا اشریشیا کلی، کمپیلوباکتر ژژونی، کمپیلوباکتر کلی، سالمونلا انتریتیدیس و یرسینبودند از نظر عوامل باکتریایی نظیر 

ترین ژن  مورد بررسی ژن راوانبه روش مولکولی، در حضور پرایمرهای اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند. فانتروکولیتیکا 

نمونه مورد بررسی  15( این ژن شناسایی گردید. از %25نمونه ) 15بود. به طوری که در  اشریشیا کلی 16srRNAمربوط به 

اشریشیا که مربوط به باکتری های  ipaHکلی مثبت تشخیص داده شدند، توالی ژن اشریشیا  16srRNAکه از نظر توالی ژن 

 1بود در  کمپیلوباکتر ژژونیکه مربوط به  hipo(  مشاهده گردید. توالی ژن %33/13نمونه ) 2ایجاد کننده اسهال بود در  کلی

سالمونلا نه ایی مشاهده نگردید. آلودگی به بود در هیچ نمو کمپیلوباکتر کلیکه مربوط به  asp( و توالی ژن %۶۶/1نمونه )

نمونه  1بود در  یرسینیا انتروکولیتیکاکه مربوط به آلودگی به  ail( مشاهده گردید. فراوانی ژن %33/۸نمونه ) 5در  انتریتیدیس

 ( گزارش گردید.۶۶/1%)

صحیح بیماری اسهال در نوزادان و طلاعات در مورد میزان شیوع باکتری های عامل اسهال می تواند در کنترل و مدیریت ا

کودکان موثر باشد. لذا لازم است تحقیقات وسیعی در طی فصول مختلف سال و هم چنین در کلیه شهرستان های استان 

 چهارمحال و بختیاری صورت گیرد.

 پاتوژن های عامل اسهال، تشخیص مولکولی، کودکان، شهرکرد واژه های کلیدی:
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  مقدمه:

ی از مشکلات عمده دنیا به خصوص در کشورهای اسهال یک 

در حال توسعه است که همه ساله موجب زیان های جبران 

 گوناگونی عواملناپذیر اقتصادی و تلفات انسانی می گردد. 

 امکانات به دسترسی عدم جمعیت، فقر، تراکم قبیل از

اجتماعی و رفتاری در این  شرایط و سوء تغذیه بهداشتی،

د. به علاوه شرایط سنی، سیستم ایمنی، امر دخیل هستن

جنسیت و وزن زمان تولد نقش مهمی در ابتلا کودکان به 

اسهال ایفا می کند. اسهال یکی از بیماریهای شایع وکشنده 

تا  5کودکان در کشورهای در حال توسعه است و سالانه 

-3میلیون کودک در اثر این بیماری از بین می روند) 10

کودکان روستایی بالاتر از کودکان  (. شیوع اسهال در1

شهری می باشد. استفاده از آب های آلوده و ناتوانی کودکان 

در شستشوی صحیح و مجاورت منازل با زباله ها عوامل 

(. اسهال به 4دیگری در ایجاد اسهال کودکان می باشد )

مدفوع آبکی به جای مدفوع قوام یافته یا نرم و افزایش وزن 

لاق می شود که حد بالای طبیعی آن در مدفوع روزانه اط

گرم است و با تکرر دفع مدفوع )بیش  200جوامع صنعتی 

(. در نتیجه 5از سه حرکت روده ای در روز( همراه است )

زمان کافی برای باز جذب آب و الکترولیت ها این بیماری 

در روده باقی نمی ماند و موجب از دست رفتن شدید آب 

  .(5د )بدن می شو

 د و روش ها:موا

نفر کودک مبتلا   به اسهال در  ۶0در این مطالعه بروی 

که به بیمارستان های  13۹۸طی فصول تابستان و پاییز 

هاجر و امام علی )ع( شهرستان شهرکرد، مراجعه کرده 

اشریشیا کلی، های بودند از نظر عوامل باکتریایی نظیر 

انتریتیدیس کمپیلوباکتر ژژونی، کمپیلوباکتر کلی، سالمونلا 

به روش مولکولی مورد بررسی قرار و یرسینیا انتروکولیتیکا 

گرفتند. نمونه های اسهالی در ظرف استریل حاوی مواد 

های از نمونه DNAاستخراج  بازی جمع آوری گردید.

ساخت شرکت سیناژن  DNAمدفوع از کیت استخراج 

)TMDNP( .جهت ارزیابی کیفیت و  استفاده نمودیم

های مورد مطالعه از استخراج شده از نمونه DNAکمیت 

روش الکتروفورز روی ژل آگاروز و دستگاه بایوفتومتر 

شامل  های  مورد نظر استفاده نمودیم. به منظور ردیابی ژن

16srRNA و  اشریشیا کلیipaH  در نمونه های مثبت از

 asp هایو ژناشریشیا کلی  16srRNAنظرتوالی ژن 

 ailو ژن   کمپیلوباکتر کلیو  ژژونی کمپیلو باکتر  hipoو

از  سالمونلا انتریتیدیسو ژن های  یرسینیا انتروکولیتیکا

آورده شده  1پرایمرهای اختصاصی هر باکتری که در جدول 

 استفاده نمودیم.

Reference Size of product 

(bp) 

Annealing (0C) Sequence (5’–3’) Primer 

 544 45 GAAGCTTGCTTCTTTGCT 

GAGCCCGGGGATTTCACAT 

E. coli 

(16srRNA) 

 600 62 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 

GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 

E. coli 

(ipaH) 

 344 65 GAC TTC GTG CAG ATA TGG ATG CTT´ 

GCT ATA ACT ATC CGA AGA AGC CAT CA 
C.jejuni 

(hipo) 

 500 57 ´GGT ATG ATT TCT ACA AAG CGA G 

´ATA AAA GAC TAT CGT CGC GTG 
C. coli 

(asp) 

 250 56 GCC GTA CAC GAG CTT ATA GA 

ACC TAC AGG GGC ACA ATA AC 
s. enteritidis 

S1, S4 

 425 62 TTAATGTGTACGCTGGGAGTG 

GGAGTATTCATATGAAGCGTC 
y. 

enterocoiica 

(ail) 

کمپیلوباکتر ژژونی و  hipo ،asp، عامل اسهالاشریشیا کلی  ipaH، شریشیا کلیا 16srRNA( توالی پرایمرهای مربوط به ردیابی ژن های 1جدول  )

 بزسینیا انتروکولیتیکا. ailسالمونلا انتریتیدیس،   S1, S4کمپیلوباکتر کلی، 
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 میکرلیتر  و باتوجه برنامه حرارتی که برای هر ژن به صورت زیر می باشد. 25در حجم نهایی  PCRواکنش 

 (.۶)اشریشیا کلی 16srRNAه حرارتی برای تکثیر ژن (: برنام2-1جدول )

 

 

 

 

(:  برنامه دمایی برای تکثیر ژن3-2جدول )  

 

 

 (4۸)  

 ipaH 

 

 ipaH(7)برنامه دمایی برای تکثیر ژن  (:3-1جدول )

 

 

 

 hipo(۸)و asp های (: برنامه دمایی برای تکثیر ژن 4-1جدول)

 

 

 

 

 

 

 

No.cycle Time Temp. Stage 

1 s30 ˚C۹4 Hot start 

 

40 

s45 ˚C۹4 Denaturation  

Cycle s30 ˚C45 Annealing 

s45 ˚C72 Extention 

1 Min10 ˚C72 Final extention 

No.cycle Time Temp. Stage 

1 S۶0 ˚C۹4 Hot start 

 

35 

S۶0 ˚C۹5 Denaturation  

Cycle s30 ˚C۶2 Annealing 

S۶0 ˚C72 Extention 

1 Min7 ˚C72 Final extention 

No.cycle Time Temp. Stage 

1 Min2  ˚C۹4 Hot start 

 

40 

S۶0 ˚C۹4 Denaturation  

Cycle S۸0 ˚C۶5 Annealing 

S۶0 ˚C72 Extention 

1 Min5 ˚C72 Final extention 

No.cycle Time Temp. Stage 

1 S45 ˚C۹4 Hot start 

 

36 

s45 ˚C۹4 Denaturation  

Cycle S45 ˚C۶2 Annealing 

s45 ˚C72 Extention 

1 Min7 ˚C72 Final extention 
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 ه(۹) یرسینیا انتروکولیتیکا ail(: برنامه حرارتی برای تکثیر ژن 5-1جدول )

 

 

 

 

 

 ( 10)مورد نظر سالمونلا انتریتیدیس(: برنامه حرارتی برای تکثیر ژن ۶-1جدول )

 یافته ها

مورد ژن  15کودک مبتلا به اسهال  ۶0در این بررسی از 

16srRNA 7جدا گردید که از این تعداد  اشریشیا کلی 

مورد 2( بودندند .%3/53نفر مذکر ) ۸ (  و%7/4۶نفر مونث )

مثبت گزارش شد که یک مورد  اشریشیا کلی  ipaHژن 

مورد کمپیلو باکتر 1( و یک مورد مذکر بودند. %50مونث )

مورد  5( جدا گردید و %100ژژونی مربوط به جنس مذکر )

مورد  2( و %۶0مورد مونث ) 3که  سالمونلا انتریتیدیس

مربوط  یرسینیا انتروکولیتیکارد مو 1(  بودند. %40مذکر )

نمونه مربوط به  5نمونه اسهالی   ۶0به جنس مونث بود. از

نمونه در گرو  20(  و %33/۸گروه سنی کمتر از یک سال )

نمونه مربوط به گروه سنی  10( و %50سال ) 5-1سنی بین 

 12نمونه مربوط به  گروه سنی بالای  2( و ۶۶/1۶%) ۶-12

اشتند.  از آن جا که نمونه گیری طی ( قرار د%33/3سال )

دو فصل تابستان و پاییز صورت گرفته است، فراوانی ژن 

سویه  ipaH، اشریشیا کلی 16srRNAهای ژن های  

کمپیلو باکتر  hipo،  اشریشیا کلیهای ایجاد کننده اسهال 

سالمونلا  S1, S4، کمپیلوباکتر کولی asp،  ژژونی

در طی فصل وکولیتیکایرسینیا انتر ailو  انتریتیدیس

و  %0و  %۸0، %0، %100، %100، %۸0تابستان به ترتیب 

و  %20، %0، %0، %0، %20در طی فصل پاییز به ترتیب 

 گزارش شد.  100%

 بحث

 16srRNAمورد ژن  15نمونه  ۶0در این بررسی از 

 اشریشیا کلی  ipaH( ژن %33/13مورد )2و  اشریشیا کلی

ای که  توسط جوادزاده و  مثبت گزارش گردید در مطالعه

سویه های مولد اسهال ( شیوع 1377-7۸همکاران)

  %13سال در شهر زاهدان  ۶کودکان زیر در اشریشیا کلی

گزارش گردید که با نتایج حاصل از تحقیق ما مشابه می 

و همکارن  Katia R.S Aranda(. در مقابل 11باشد )

ارد اسهال مو %3/1( در یک مطالعه در برزیل تنها در 2004)

در این بررسی  (.12شناسایی گردید ) ipaHکودکان ژن 

 ( جدا گردید در%33/۸نمونه سالمونلا انتریتیدیس ) 5

نمونه اسهالی مربوط  310دلال که بر روی  سلطان مطالعه

سال در بیمارستان مرکز طبی کودکان  5به کودکان زیر 

صورت گرفت. میزان آلودگی به پاتوژن های باکتریایی 

و میزان آلودگی به به سرووارهای مختلف  %3/30ختلف م

(. در این  13) گزارش شده است %۶/2 سالمونلاجنس 

یرسینیا که مربوط به  ail( ژن %۶۶/1نمونه)  1بررسی  

در مطالعه انجام شده  انتروکولیتیکا مثبت گزارش گردید.

در کشت  13۸۶توسط سلیمانی رهبر و همکاران در سال 

سال در شهر قم در  10کودک زیر  ۸00نمونه اسهالی 

 یرسینیا انترو کولیتیکامورد 14محیط کشت اختصاصی  

مورد  1(. در این مطالعه فقط 14(  جداسازی شد.)75/1%)

در موارد اسهالی یافت شد  ژژونی کمپیلوباکترمثبت 

(  این مساله برخلاف انتظار بود زیرا در بسیاری ۶۶/1%)

ژه در کشور های در حال توسعه مطالعات کمپیلوباکتر به وی

به عنوان یکی از عوامل اصلی اسهال به ویژه در کودکان 

در مطالعه انجام شده توسط ایراجیان و معرفی شده است. 

 نفر از   30۶بر روی مدفوع  13۸۶همکاران که در سال 

مراجعه کننده به مراکز بهداشتی  اسهال به مبتلا افراد

No.cycle Time Temp. Stage 

1 S۶0 ˚C۹4 Hot start 

 

35 

S۶0 ˚C۹4 Denaturation  

Cycle S30 ˚C5۶ Annealing 

S۶0 ˚C72 Extention 

1 Min10 ˚C72 Final extention 
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کمپیلو باکتر ( از نظر %4/12مورد )  3۸شهرستان سمنان 

 (5) مثبت شدند ژژونی

 نتیجه گیری

اطلاعات در مورد میزان شیوع باکتری های عامل اسهال  

می تواند در کنترل و مدیریت صحیح بیماری اسهال در 

سیعی نوزادان و کودکان موثر باشد. لذا لازم است تحقیقات و

در طی فصول مختلف سال و هم چنین در کلیه شهرستان 

های استان چهارمحال و بختیاری صورت گیرد. در این 

ترین پاتوژن عامل به عنوان شایع اشریشیا کلیتحقیق 

 اسهال در شهرستان شهرکرد مشخص گردید. 
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Diarrhea is one of the most prevalent diseases in the children especially in the developing countries and is 

considered as the second cause of mortality following respiratory infections. It is estimated that 3-5 million 

cases of this disease result in death each year. Mortality rate especially in the children under 5 is significant. 

In this study 60 diarrhea samples of children who referred at Hajar and Imamali Hospitals of Shahrekord, 

at the present of specific primers for common bacterial pathogens such as E. coli, C .jejuni, C. coli, S 

Enteritidis and Y. enterocolitica, were tested. The most abundant studied gene was related to 16srRNA 

E.coli, so that it was identified in 15 samples (25%). Out of 15 studied cases diagnosed as positive in respect 

of 16srRNA gene sequence, ipaH gene related to E.coli bacteria resulting in diarrhea was observed in 2 

samples (13.33%).  hipo gene sequence related to C. jejuni was observed in 1sample and asp gene sequence 

related to C. coli wasn't observed in any samples. Redundancy of ail gene related to Information about the 

prevalence of diarrhea resulting bacteria can be effective on correct control and managing the diarrhea in 

the infants and children. Then it is necessary to do wide research in various seasons of the year and also in 

all towns of Chharmahal and Bakhtiary province. 

Keywords: Bacteria, Children, Diarrhea, Molecular detection, Shahrekord.  
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 ویبریو در ماهیان عرضه شده در بازار شهرستان شهرکرد یهاگونهبررسی آلودگی 

 3، مجید اسماعیلی*2، فرشته صالحیان دهکردی1مهران خلیلی دهکردی

  یمه کوهرنگ، شهرکرد، ایرانکارشناس ارشد صنایع غذایی، مسئول فنی کارخانه آب معدنی نوشین گوار د.1

 د،ایرانکارشناس صنایع غذایی، هیات مدیره انحمن صنفی مسئولین فنی صنایع غذایی آرایشی و بهداشتی، شهرکر.2

 ی، کارشناس آزمایشگاه کنترل کیفیت  معاونت غذا و دارو، شهرکرد، ایرانژکارشناس ارشد میکروبیولو.3

  yahoo.com67Salehian_f@مکاتبه با نویسنده:

 چکیده:

منجر به انتقال عوامل  تواندیمدارد. مصرف غذاهای دریایی  یاژهیوامروزه مصرف غذاهای دریایی در بین مصرف کنندگان جایگاه 

ند که به طور طبیعی در ویبریو هست یهاونهگ هایباکتراولیه یا ثانویه باشد، از جمله مهمترین این  منشأبیماری زا باکتریایی با 

ویبریو در  یهاگونهز غذایی ناشی ا یهاتیمسموم. هرساله موارد  زیادی از شوندیمآبی و در بدن موجودات آبزی یافت  یهاطیمح

یو عرضه شده در ویبر یهاگونهخام به  یهایماه. هدف از این تحقیق بررسی میزان آلودگی گرددیممورد مصرف گزارش  یهایماه

شهرکرد تهیه  فروشگاه عرضه ماهی و آبزیان در شهرستان 30نمونه ماهی از  50. در این پژوهش تعداد باشدیمشهرستان شهرکرد 

 نیترمهمت. از شد و سپس در مرکز تحقیقات تغذیه و محصولات ارگانیک دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد مورد بررسی قرار گرف

و  ویبریو آلجینولیتیکوس  ویبریو میمیکوسبه ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو کلرا، ویبریو ولنیفیکوس،  توانیمی شده بررس یهاگونه

قطعه( آلوده  20)مطالعه شده  یهانمونهدرصد از گوشت  40سپس بر اساس وجود یا عدم وجود پرگنه های رشد کرده ، اشاره نمود. 

 یهافرآورده و ماهی توزیع و هیهت مراکز در بهداشت رعایت عدم کننده دییتأ هانمونه در ویبریو یهاگونه بالای فراوانیو بودند. به ویبری

 .ستنی برخوردار مناسبی بهداشت از ماهی توزیع و نقل و حمل نحوه و آوری عمل یهاگاهیجا رسدیم تظر به .است آن

 دویبریو، ماهی، بیماری مشترک، شهرستان شهرکر کلمات کلیدی:
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 مقدمه: 

از گذشته تا امروز گروه عوامل بیماری زای غذازاد 

(Foodborne pathogens  ) در جهت ایمنی و سلامت غذا

موضوع تحقیقات زیادی بوده است. مصرف ماهیان و سایر 

آبزیان دریایی بعد از گوشت قرمز و طیور دومین منبع 

رف کنندگان پروتئینی جانوری و جایگاه مناسبی در تغذیه مص

غذایی یکی  یهاتیمسمومدر جهان است. با این حال شیوع 

مخاطرات و مسائل در مبحث سلامت غذایی در  نیترمهماز 

غذایی که  از طریق  یهاتیمسموم. دیآیمجهان به شمار 

در طیف  شودیممصرف ماهی یا سایر آبزیان به انسان منتقل 

. در باشندیمگرم مثبت و منفی  یهایباکتروسیعی از 

ویبریو، لیستریا،  یهاجنسبه  توانیم هایباکترمطالعات 

 هایآلودگآئروموناس و کلستریدیوم اشاره کرد. شدت و نوع 

ارتباط زیادی بین عادت غذایی مصرف کننده و گونه ماهیان 

 یهایباکترمنشاء (. 1یا آبزیان مورد مصرف غذایی دارد)

اولیه یا ثانویه باشد که عوامل بیماریزای  تواندیممنتقله 

باکتری بیماریزای ماهی یا پاتوژنهای ثانویه باشند در  توانندیم

برخی از کشورها مانند ژاپن، ماهی منبع اصلی پروتئین 

به آلودگی  توانیمعمده آبزیان  یهایآلودگاز جمله  باشدیم

. خانواده ویبریوناسه جنس ویبریو اشاره کرد یهایباکتربا 

ویبریو، آئروموناس، پلیزوموناس و  یهاجنسشامل 

گرم منفی، بی  یهایباکترفتوباکتریوم است. جنس ویبریو 

هوازی اختیاری، متحرک و خمیده شکل دارای یک تاژک 

آبی بخصوص نواحی ساحلی  در  یهاطیمحقطبی هستند در 

 2-4در حضور  هایباکتراین . شوندیمشور یافت  یهاآب

درصد نمک را  ۸نموده و تا غلظت درصد نمک به خوبی رشد 

پس از ورود با عبور از سد  هایباکتر(. 2) کنندیمنیز تحمل 

دیواره روده چسبیده و با  دفاعی اسید معده، به بخش مخاطی

ئمی همچون اسهال، با علا یارودهتکثیر باعث ایجاد عفونت 

دفع مدفوع آبکی ، استفراغ شدید و در برخی موارد فرورفتگی 

 یهادرمانیان نیاز به لا. مبتشوندیمیه گونه و چشم در ناح

سریع با جایگزینی آب و الکترولیت از دست رفته، به همراه 

یبریوها عمدتاً (. و3)آنتی بیوتیک جهت کنترل بیماری دارند

لذا  شوندیمبطور طبیعی فلور آب یا موجودات آبزی محسوب 

جنس ویبریو  .بسادگی صورت پذیرد تواندیمانتقال به انسان 

گونه از آنها دارای قابلیت  12که  باشدیمگونه  3۶خود شامل 

معروف آن  یهاگونه. از جمله باشدیمزایی در انسان  بیماری

به ویبریو کلرا، ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو  توانیم

 و  ویبریو آلجینولیتیکوس ویبریو میمیکوس ،ولینفیکوس

دگی با این باکتری در آمریکا آلو 2011اشاره نمود . در سال 

نفر به  500بیماری منتج گردید که در مورد  ۸0000به 

  (.4)نفر به مرگ منجر گردید 100بستری و 

هدف از این پژوهش بررسی میزان آلودگی ماهیان در مرحله 

 ترعیسرشناسایی  یهاروشتوزیع ) ماهیان خام ( و معرفی 

 .باشدیممولکولی 

 مواد و روش کار: 

، در بازه زمانی تصادفی یاخوشهبه صورت  هانمونهمع آوری ج

 30ماهی خام عرضه شده در نوع  20، از1402زمستان 

صورت  شهرکرد شهرستانفروشگاه عرضه کننده ماهی خام در 

عاتی همچون تاریخ و لا، اطهانمونهپذیرفت . در مورد همه 

ه زمان نمونه برداری، دمای نمونه، نوع ماهی و محل نمون

به سرعت و ظرف کمتر از سه ساعت  هانمونهبرداری ثبت و 

ماهی از هر دو نوع آزاد و  یهانمونهبه آزمایشگاه انتقال یافت. 

 پرورشی عرضه شده تهیه گردید. 

پس از انتقال به آزمایشگاه ، با رعایت اصول نمونه  هانمونه

برداشته و پس از  هانمونه محوطه بطنیبرداری استریل از 

همگن شده را  یهانمونهگرم از  25، هانمونهگن کردن هم

 5/3میلی لیتر از محلول  225توزین و در مرحله اول، در 

درجه سانتی  42ساعت در انکوباتور  ۶نمک به مدت  درصد

یک میلی لیتر  گراد گرمخانه گذاری گردید . در مرحله دوم، 

 یاهلولهمرحله قبل برداشته و با تلقیح در 10¯¹از رقت 

مرک، )میلی لیتر محیط کشت آب پپتونه  ۹آزمایش حاوی 

 1۸به مدت  هالولهتهیه و این 10  -۶تا  10¯²یهارقت (آلمان
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درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری  42ساعت در انکوباتور 

گردیدند . در مرحله آخر کشت میکروبی بااستفاده از روش 

 در محیط کشت انتخابی کشت سطحی، از سه رقت آخر

TCBS( مرک ، آلمان)  استفاده و سپس پرگنه ها شمارش

گردید . پرگنه های ویبریو در سطح این محیط به رنگ زرد تا 

. پرگنه های گونه  دیگردیمخاکستری مشاهده 

. پرگنه های ایجاد  باشدیمپاراهمولیتیکوس سبز تا آبی رنگ 

مرک، )شده پس از شمارش به محیط کشت آگار خوندار 

انتقال  PCR جهت ماندگاری تا زمان فرایندبه  (آلمان

کشت میکروبی در مورد نمونه  یهاطیمحباروری (. 5)یافت

مرکز ملی  ( ATCC 17802) کنترل مثبت باکتری ویبریو

  .گردید دییتأذخایر ژنتیکی و زیستی ایران 

 : DNA استخراج

شناسایی شده در محیط  یهایباکتردر این مرحله از همه 

، دیگردیمدر محیط ژلوز خون دار نگهداری  که TCBS جامد

. دیگردیمکشت  )مرک، آلمان )Broth LB در محیط کشت

  DNA، )سیناژن، ایران(در این مرحله ابتدا با استفاده از کیت 

براساس دستورالعمل   DNAاستخراج گردید. برای استخراج 

 DNA  شرکت سازنده کیت اقدام گردید. غلظت وکیفیت

 (ND-1000Peqlab)  پ با استفاده از نانودراشده  استخراج

های استخراج شده تا زمان DNA ت. مورد ارزیابی قرارگرف

 .درجه سانتیگراد نگهداری شدند20 منفی مصرف در فریزر

 Nested PCR:آزمایش

، یک مرحله برای  PCR در این تحقیق دو مرحله از فرایند

ز محصول و مرحله دوم با استفاده ا هایباکترتعیین جنس 

برای (Nested PCR ) یاانهیآشمرحله اول آزمایش پلیمراز 

انجام گردید . در این آزمایش در مرحله اول  هاگونهتعیین 

عنوان الگو برای ه قطعات بزرگتری تولید و سپس این قطعات ب

. با انجام این روش حساسیت و  رودیممرحله دوم بکار 

افزایش پیدا  یاملاحظهاختصاصیت آزمایش به طور قابل 

 یهاکلیسپرایمرها و طراحی   . پس از آماده سازیکندیم

در مورد   PCR  انجام گردید. آزمون PCR حرارتی، فرایند

 یهاژنجنس با استفاده از جفت پرایمر اختصاصی  دییتأ

RNA  ریبوزومی صورت پذیرفت. پرایمرها توسط شرکت

رایمرهای مورد گردیدند. توالی پ سنتز)تهران، ایران(سیناژن 

 1استفاده و اندازه تقریبی محصول به دست آمده در جدول 

برای استفاده از پرایمرها، ابتدا پرایمرهای مورد   )۶(آمده است 

استفاده طبق دستور العمل شرکت سازنده رقیق واستفاده 

، از مستر های  PCR فراینددر نهایت جهت انجام  .گردید

ناژن استفاده گردید . سی شرکت  (Master Mix )تجاری 

، dNTP، بافر،  PCRاز این مسترها شامل ) µl 5/7  مقدار

mgcl2  ،Taq polymerase  وLoading buffer باشدیم 

 و D.Wاز   µl 1 R primer , 5/3و   F primerاز  µl( با 

µl 2 زا   DNA  در  هاوبیتدر یک تیوب مخلوط و سپس

رار داده شد. به جهت ق (اپندروف،آلمان)ادستگاه ترموسایکر

میمیکوس و  یهاگونهنداشتن کنترل مثبت در مورد 

 ATCC ) پاراهمولیتیکوساز گونه  صرفاًولنیفیکوس، 

عنوان کنترل مثبت استفاده ه جهاد دانشگاهی ب (17802

گردید . کلیه مراحل فوق در مورد نمونه کنترل مثبت نیز 

مقطر تزریقی انجام و در مورد نمونه کنترل منفی نیز از آب 

در مورد جنس  PCR یهاچرخه .استفاده گردید DNA بجای

درجه  ۹5در ( واسرشتگی)شامل مراحل دناتوراسیون اولیه 

چرخه شامل دناتوراسیون  30دقیقه، و  5سانتیگراد به مدت 

ثانیه، اتصال پرایمرها در  40درجه سانتیگراد به مدت  ۹2در 

درجه  72امتداد در دقیقه و  1درجه سانتیگراد به مدت  ۶0

 72دقیقه بود. در نهایت امتداد نهایی در  1سانتیگراد به مدت 

  .(6)دقیقه انجام گرفت 7درجه سانتیگراد به مدت 
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  ویبریو ی ها وگونه جنس پرایمرهای توالی 1جدول

 نام باکتری ژن مربوطه (bp)پهنای باند توالی و جهت پرایمر

F - CGGTGAAATGCGTAGAGA- 

R -TTACTAGCGATTCCGAGTTC- 
663 V.16S All Vibrio spp 

F -GTCTTAAAGCGGTTGCTGC- 

R-CGCTTCAAGTGCTGCTGGTAGAAG 
410 Vv.hsp V. vulnificus 

F- GCAGCTGATCAAAACGTTGAGT- 

R- ATTATCGATCGTGCCACTCAC- 
897 Vp.flaE V. parahaemolyticus 

F- CATTCGGTTCTTTCGCTGAT- 

R-GAAGTGTTAGTGATTGCTAGAGAT 
121 Vm.sodB V. mimicus 

F- AAGACCTCAACTGGCGGTA 

R-GAAGTGTTAGTGATCGCCAGAGT 
248 Vc.sodB V. cholera 

F- GAGAACCCGACAGAAGCGAAG 

R- CCTAGTGCGGTGATCAGTGTTG’ 
337 gyrB V.alginolyticus 

ت لامنظور مشخص کردن اندازه محصو ، بهPCR پس از انجام

ت روی لاز استفاده شده و محصوتولیدشده، ازروش الکتروفور

منتقل و به همراه  ژل آگارز یک درصد حاوی اتیدیوم بروماید

دقیقه الکتروفورز  30ولت به مدت  ۹0در   DNAمارکرهای

گردیدند. اندازه باندهای حاصل از تکثیرژن های مختلف 

-SM0241  بااستفاده از مارکرهای

Fermentase,Germany)  100bp ( تصویر ). تعیین گردید

  (2و1شماره

 
 ی مثبت ویبریوهانمونه ۶و  4،3،2، 5کنترل منفی، چاهک 1، چاهک شماره bp100مربوط به مارکر  M: چاهک شماره 1تصویر شماره

 
 یتیکوسی مثبت ویبریو پاراهمولهانمونه ۶و  4،3،2، 5کنترل منفی، چاهک 1، چاهک شماره bp100مربوط به مارکر  M: چاهک شماره 1تصویر شماره
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 نیفیکوسی مثبت ویبریووالهانمونه4تا  2ی هاچاهک، 100کنترل منفی  1،چاهک شماره bpمربوط به مارکر  M: چاهک 2تصویر شماره

 

 ی ویبریوهاگونهی مثبت هانمونه: تعداد و درصد 2جدول

 

 

 

 

 

 

ویبریو  ویبریو والنیفیکوس نمونه

 پاراهمولیتیکوس

ویبریو 

 آلجینولیتیکوس

 تعداد کل نمونه فیمن یهانمونه

 10 ۶( %۶0) 0 3( %30) 1( %10) ماهی قزل آلا

 3 2( %۶۶.۶) 1( %33.3) 1( %33.3) 0 ماهی قباد

 2 1( %50) 1( %50)  0 0 شیرنیزه دم سیاه

 5 2( %40) 1( %20) 3( %۶0) 1( %20) شاه ماهی

 5 3( %۶0) 2( %40) 2( %40) 0 شوریده

 2 1( %50) 1( %50) 1( %50) 0 شانگ صورتی

 2 1( %50) 1( %50) 1( %50) 0 صارم یا صافی

 2 1( %50) 1( %50) 0 0 سکین

 5 3( %۶0) 1( %10) 2( %40) 0 شیر

 4 3( %75) 1(%25) 0 0 زبان

 3 2( %۶۶.۶) 1( %33.3) 1( %33.3) 0 سرخو چمن

 2 1( %50) 0 1( %50) 1( %50) صبیتی

 5 4( %۸0) 1( %10) 0 0 حلوا سیاه

 50 30 11(%22) 15(%30) 3(%۶) جمع
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 بحث و نتیجه گیری:

بر اساس نتایجی که داخل کشور توسط کریمی علویجه و 

انجام شده است از میان ویبریو  13۹۹شریف زاده در سال  

 یهانمونهآلودگی به گونه های جداشده میزان

پاراهمولیتیکوس، کلرا، میمیکوس و ولنیفیکوس به ترتیب 

(.  همچنین مطالعات 7درصد تعیین گردید) 30و  35،20،15

مله مشابه دیگری نیز در این زمینه در کشور صورت گرفته از ج

 فراوانی آلودگی به گونه 13۸۸نتیجه تحقیق جلالی در سال 

درصد  4/2و  5/1را ب ترتیب  هاگونهپاراهمولیتیکوس و سایر 

 (. ۸گزارش نمود )

 در ویبریو یهاگونه برخی که است آن از حاکی هایبررس

قدرت تحمل   و داشته اندمیک حضور  شکل به مناطق خاصی

جزو فلور میکروبی  تا شده سبب باکتری این در نمک یبالا

 (. ۹شور باشد) یهاآب

طبق بررسی دیگر جهت جلوگیری از افزایش جمعیت ویبریو 

پیش از برداشت رعایت شرایط بهداشتی مزرعه اهمیت خاصی 

ین قدم در تولید محصول سالم رعایت مدیریت دارد لذا اول

بهداشتی در پرورش یا صید است. همچنین استفاده از آب 

تمیز برای شستشو و نگهداری در دمای پایین در حین حمل 

ارد. بسیار زیادی بر بار میکروبی فراورده د ریتأثو نقل نیز 

درجه منجر  2-4براساس گزارشات موجود نگهداری در دمای 

 .(10بار میکروبی خواهد شد) به کاهش

بررسی دیگری در تایلند نیز نشان داد که میزان شیع  

ویبریو کلرا و ویبریو پاراهمولیتیکوس در غذاهای  یهاگونه

(. در 11درصد بوده است) ۸0درصد و  100دریایی به ترتیب 

نیز بر اساس بررسی مشابه فراوانی  هاگونهخصوص فراوانی 

درصد ویبریو  7یوپاراهمولیتیکوس، درصد ویبر 32آلودگی، 

درصد ولنیفیکوس در ماهی گزارش  3۹آلجینولیتیکوس و   

 (. 12شده است)

 درصد 2/2۹در تحقیق دیگر نیز در بین موارد ماهی آلوده، 

درصد گونه هاروی و  ۹/21ویبریوپاراهمولیتیکوس، 

 درصد 17درصد گونه انگوایلاریوم و  75/۹آلجینولیتیکوس، 

صفرپور نیز در تحقیق   (.13ناس گزلرش گردید)نمونه ناش

ویبریو  هاگونهنمونه، فراوانی آلودگی به  200مشابهی از بین 

ن درصد و میزا 21و  5و گونه پاراهمولیتیکوس را به ترتیب 

 (.14درصد گزارش نمود)  5/34آلودگی به جنس را 

یج نیز با نتا هاگونهفراوانی آلودگی در مورد  نسبتاًهرچند که  

 سایر محققین همخوانی دارد ولی تفاوت فراوانی آلودگی در

 شودلایلی از جمله نوع نمونه، ر تواندیمتحقیقات متفاوت 

نطقه پرورش، گونه ویبریو، تعداد نمونه، روش انجام آزمایش، م

 جغرافیایی، فصل و نوع روش آزمایش کشت یا مولکولی باشد.

از روش  هاگونه از آنجا که در این تحقیق برای شناسایی

غیرفعال  یهانمونهملکولی استفاده گردید، امکان مثبت شدن 

تایج منجر به بالاتر بودن ن تواندیمدور از انتظار نبود که 

 تحقیق حاضر نسبت به نتایج برخی از محققین باشد.

 قدردانی و تشکر

 تحقیقات مرکزمسئول محترم  از حاضر بررسی نویسندگان

 هدانشگا غذایی مواد کیفی کنترل و انیکتغذیه و غذاهای ارگ

جناب آقای دکتر منوچهر مؤمنی  شهرکرد واحد اسلامی آزاد

 .دارند را قدردانی و تشکر کمال ،شهرکی

 :منافع تعارض

 .ندارد وجود تعارضی هیچ نویسندگان بین
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Abstract: 

Today, consumption of seafood has a special place among consumers. Consumption of seafood can lead to 

the transmission of bacterial pathogens of primary or secondary origin, among the most important of these 

bacteria are Vibrio species that are naturally found in aquatic environments and in the bodies of aquatic 

organisms. Every year, many cases of food poisoning caused by Vibrio species are reported in consumed 

fish. The purpose of this research is to investigate the level of Vibrio contamination of raw fish sold in 

Shahrekord city. In this research, 50 fish samples were prepared from 30 fish and aquatic supply stores in 

Shahrekord city and then analyzed at the Nutrition and Organic Products Research Center of Islamic Azad 

University, Shahrekord branch. Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio 

mimicus and Vibrio alginolyticus can be mentioned among the most important species investigated. Then, 

based on the presence or absence of grown spores, 40% of the meat of the studied samples (20 pieces) were 

infected with Vibrio. The high abundance of Vibrio species in the samples confirms the lack of hygiene in 

the fish and its products preparation and distribution centers. It seems that the processing stations and the 

method of transporting and distributing fish do not have proper hygiene. 

Key words: Vibrio, Fish, Common disease, Shahrekord city 
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 آنالیز مولکولی ویروس هپاتیت دلتا

 1، نغمه میرابوالقاسمی1فاطمه خداوردی پور ،*1الهه تاج بخش

 ایران. شهرکرد، اسلامی، آزاد دانشگاه شهرکرد، واحد .گروه زیست شناسی،1

 ee_tajbakhsh@yahoo.comنویسنده ی مسئول: *

 

 چکیده

تواند منجر به ضروری است. این ویروس می Bویروس هپاتیت دار ناقصی است که برای عملکرد آن حضور  RNA دلتا، ویروسس هپاتیت ویرو

در اهداکنندگان خون  HDVاند. میزان شیوع عفونت شاخه طبقه بندی شده ۸ژنوتیپ و  7به  HDVهای بیماری کبدی حاد و مزمن شود. سویه

مثبت  HBsAgجدا شده از بیماران  ویروس هپاتیت دلتایرصد متفاوت است. هدف از این مطالعه مقایسه فیلوژنتیک د 10تا  4/2ایران از 

، از سازمان انتقال خون شهرستان Bنمونه سرمی از افراد مبتلا به هپاتیت  350باشد. در این مطالعه شهرستان شهرکرد با سایر نقاط دنیا می

گردید. پس استخراج  ، ایرانساخت شرکت سیناژن  RNX Plusبا استفاده از کیت ویروس هپاتیت دلتا RNA در این تحقیق شهرکرد تهیه شد.

ساخت شرکت  PCR، آلمان نمونه های مثبت با استفاده از کیت تخلیص 1۸ساخت شرکت بایونر RT PreMixبا استفاده از کیت  cDNAاز ساخت 

نمونه مثبت مورد نظر  2کره ارسال گردیدند. سپس  20جفت بازی به شرکت ماکروژن 421آلمان تخلیص شدند و جهت تعیین توالی قطعه  1۹راچ

مقایسه و بعد از تعیین میزان مشابهت، درخت فیلوژنی  NCBIبا توالی های ثبت شده این ژن در بانک ژنی  21با استفاده از نرم افزارکلستال ایکس

از  HDVتوالی از ایزوله های  15ایزوله های ایرانی در این مطالعه با  HDVAgالی ترسیم گردید. تو  22حاصله به کمک نرم افزار ان جی پلات

های جنوب شرقی آسیا های این ویروس از کشوردرصد قرابت با توالی 1/۹۹-7/۹۹کشورهای مختلف مقایسه شد. نمونه های مورد مطالعه دارای 

 قرار داد. HDVویروس  IIی ژنوتیپ ها را در شاخهروستوان این وی)چین و تایوان( بودند. بر پایه مطالعات قبلی می

 ویروس هپاتیت دلتا.ویروس، قرابت فیلوژنتیک،  IIژنوتیپ  کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 8 - Bioneer 
1 9 - Roche 
2 0- Macrogen 
2 1 - Clustal X 
2 2 - Njplot 
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 مقدمه

در سراسر دنیا وجود دارد اما آمار دقیقی از  HDV23عفونت با 

شیوع و بروز آن در دسترس نیست که این امر ناشی از آمار 

(. در سراسر 1-3باشد )و یا با تاخیر در ارائه آماده مینادرست 

 دلتا باشند.  ویروسآلوده می HDVمیلیون نفر به  15دنیا 

 کپی 70 و RNA ژنوم یک نانومتر شامل 3۶ به قطر هپاتیت

( هپاتیت دلتا ژن آنتی) ویروسی نوکلئوکپسید پروتئین از

 HBV24 کمکی سطحیهای ژن آنتی توسط که. باشدمی

 انسانی پاتوژن ترینکوچک عنوان شوند و بهمی شیدهپو

برای  Bویروس هپاتیت (. پوشش پروتئینی 4باشد )می معروف

ضروری است. برای ایجاد  Dویروس هپاتیتایجاد عفونت زایی 

 Pre-S2و  Pre-S1های بیان ژن HDVعفونت توسط ویروس 

باشد زیرا این ویروس، هپادنا ضروری می Bویروس هپاتیت 

های مختلف را تحت شرایط آزمایشگاهی به عنوان یروسو

دارای  HDVکمکی استفاده کرده و در هر مورد، روکش 

باشد های فیزیکی و آنتی ژنی از ویروس کمکی میمشخصه

شود ولی درسرتاسر جهان یافت می Dهپاتیت  ویروس(. 4)

ها، افرادی که ییبیشترین میزان شیوع آن در میان ایتالیا

های متعدد داشتند و افرادی که در تماس نزدیک با وزیترانسف

 12تا  2اند گزارش گردیده است. دوره نهفتگی از ها بودهآن

که با عامل  HBVباشد. این دوره در حاملین هفته متغیر می

زمان با هر شوند نسبت به افراد حساسی که همدلتا آلوده می

ر است. عفونت با گردند کوتاه تآلوده می دلتاو  HBVدو عامل 

ضد دلتا طی  IgMتوان از طریق شناسایی عامل دلتا را می

مرحله حاد و یا مزمن بیماری تشخیص داد. افرادی که در 

در برخورد با این عامل یا  ندیابعفونت با عامل دلتا بهبود می

HBV آلودگی به  (.5) باشندمصون میHDV  توزیع جهانی

یک برای آن وجود دارد. در کشور دارد. اما دو الگوی اپیدمیولوژ

 Bدر افراد مبتلا به هپاتیت  HDVهای مدیترانه ای عفونت 

اندمیک می باشد و عمدتا از طریق غیر پوستی منتقل می 

                                                           
2 3 - Hepatitis Delta Virus 

شود. در مناطق غیر اندمیک، ایالات متحده و اروپای شمالی، 

منحصر به افراد در معرض خون و فرآورده های  HDVعفونت 

مواد مخدر و مبتلایان به هموفیلی است. خونی، معتادین به 

(. ۶رو به کاهش است ) HDVدر مقیاس جهانی عفونت 

باشد. بر می یپو هفت ژنوتا یپسروتا یک یدارادلتا  ویروس

 ینفراوان تر  IIIو I, IIهای یپژنوتا یاییجغراف یعاساس توز

و  یجنوب یکایمرآدر  III یپکه ژنوتا یبترت ینهستند، بد

دارد و موجب  یوعکشور ونزوئلا ش یوپکا یانمدر بو یشترب

پ در منطقه یژنوتا ینگردد. هممی یکبد یدهای شدیماریب

 یجادآمازون را ا یاهتب س یماریرودخانه آمازون ب یسفلا

باشد. می یروسو ینا وخیم از یتنوع هپات یککند که می

کندتر  یریبا س یشرق یایدر آس یشتردلتا ب یروسو II یپژنوت

در  I یپکند و ژنوتمی یدسبک تر را تول یتا حدود ارییمو ب

شده غالبا  یدتول بیماریاست که  یعشا یشمال یکایاروپا و امر

 شودرا موجب می یعسر یربا س یشروندهپ یروزس یابرق آسا و 

باشد و بیماران با در ایران اندمیک می HDVجا که (. از آن7)

نارسایی کبدی در خطر پیشرفت به سمت  HDVعفونت مزمن 

 HDVچنین از آنجا که آماری از شیوع (. هم۸،3قرار دارند )

در شهرستان شهرکرد موجود نیست بر آن شدیم تا این 

 تحقیق را در این شهرستان انجام دهیم.

 مواد و روش ها

میلی لیتر( از افراد مبتلا  3نمونه سرمی )در حجم حدود  350تعداد 

آلودگی آن به دو روش سرمی الایزا ( که قبلا HBs Ag) Bبه هپاتیت 

و وسترن بلات تأیید شده بود از سازمان انتقال خون شهرستان 

درجه سانتی  -70شهرکرد تهیه و تا زمان انجام آزمایش در فریزر

یک  Dویروس هپاتیت گراد نگهداری شد. با توجه به این که 

های سرم مورد از نمونه RNAدار است جهت استخراج   RNAویروس

( ساخت شرکت RNX-PLUS) RNAطالعه از کیت استخراج م

سیناژن ایران طبق روش پروتکل استفاده شد. بعد از کیفیت سنجی 

2 4- Hepatitis B Virus 
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RNA  درصد(،  1استخراج شده )با انجام الکتروفورز در ژل آگاروز

RNA  آماده شده جهت ساخت هایcDNA .مورد استفاده قرار گرفت 

شرکت بایونر، آلمان(  )ساخت RT PreMixاز کیت  cDNAجهت ساخت 

طبق دستورالعمل کیت مربوطه استفاده شد. سپس جهت انجام آزمایش 

PCR واکنش ،PCR  میکرولیتر بافر  5میکرولیتر واجد  50در حجمPCR 

10X  ،2/0  ،میکرومول  200میلی مول منیزیم کلریدdNTP Mix ،1 

میکرولیتر  3((، 1ها )نشان داده شده در جدول )میکرولیتر از زوج پرایمر

پلیمراز )سیناژن، ایران( تنظیم  Taq DNAواحد آنزیم  1و  cDNAنمونه 

درصد آگارز استفاده شد در  5/1از ژل  PCRگردید. جهت ارزیابی محصول 

( مورد بررسی UVپایان ژل حاصله با دستگاه تصویر بردار از ژل )با تابش نور 

 (.۹دید )قرار گرفت و نتیجه حاصله روی کاغذ حرارتی ثبت گر

 

 های مورد استفاده: توالی پرایمر1جدول

 ژن توالی پرایمر اندازه محصول

421 
5´-TGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA-3´ HDV F 

5´ - GGAGAGACGGGATCACCGAAGAAGGAAGGC-3´ HDV R 

 

 PCRنمونه مثبت در آزمایش  2مربوط به  PCRمحصول 

جفت  421تخلیص و جهت تعیین توالی نوکلئوتیدی قطعه 

) مربوط به ژن کد کننده آنتی ژن  PCRبازی تکثیر یافته در 

به شرکت ماکروژن کره ارسال گردید.  HDV دلتا ویروس 

نمونه مورد نظر با استفاده از نرم افزار  2توالی تعیین شده از 

های ثبت شده این ژن در بانک ژنی کلستال ایکس با توالی

NCBI (JF694493-Iran, AF425644-Taiwan, U25667-

China, AF309420-Japan, AJ309880-Russia, U81989-

Ethiopia, U81988-Somalia, JX888135-Luxembourg, 

AB037949-Venezuela, KC590319-Brazil, L22065-

South America, AF247965-Sweden, HF679406-
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France, M55042-Netherland, AF008420-USA  )

ان مشابهت ) با نرم افزار بیو مقایسه و بعد از تعیین میز

ان جی   (، درخت فیلوژنی حاصله به کمک نرم افزار25ادیت

 پلات ترسیم گردید.

 نتایج

 57/0نمونه ) 2نمونه سرم مورد مطالعه در  350از مجموع 

مشاهده   RT-PCRدر روش  HDVدرصد( آلودگی با ویروس 

های مثبت مربوط به نمونه PCRشد که ژل حاصل از آلودگی 

 ( نشان داده شده است:1شده در تصویر )
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 مثبت HBs Agجدا شده از موارد  .PCR HDV: ژل حاصل از 1شکل

جهت تعیین توالی  PCRنمونه مثبت شده در آزمایش  2

ها با نوکلئوتیدی انتخاب و تعیین توالی شده در آن

مقایسه  NCBIنی  های ثبت شده این ژن در بانک ژسکانس

گردید. میزان مشابهت توالی نوکلئوتیدی تعیین شده در این 

 ( آورده شده است:2ها در جدول )مطالعه با سایر کشور

از نمونه های مورد مطالعه با یکدیگر و با توالی های همسنگ موجود در بانک ژن  HDVمقایسه درصد همسانی توالی نوکلئوتیدی  :2جدول 

 جهانی

AF008420-USA 
M55042-

Netherland 

HF679406-

France 

AF247965-

Sweden 

L22065-South 

America 

KC590319-

Brazil 

AB037949-

Venezuela 

JX888135-

Luxembourg 

U81988-

Somalia 

U81989-

Ethiopia 

AJ309880-

Russia 

AF309420-

Japan 
U25667-China 

AF425644-

Taiwan 
JF694493-Iran Sample 2 Sample 1 Seq 

۹2۹/0  ۹3/0  ۹31/0  ۹31/0  ۹3۹/0  ۹4/0  ۹42/0  ۹4۸/0  ۹5/0  ۹52/0  ۹۶4/0  ۹۶۹/0  ۹75/0  ۹71/0  ۹۹1/0  ۹۹/0  ID Sample 1 

                  

۹3/0  ۹31/0  ۹3۶/0  ۹3۶/0  ۹4/0  ۹41/0  ۹45/0  ۹4۹/0  ۹51/0  ۹5۶/0  ۹۶5/0  ۹7/0  ۹۹1/0  ۹/0  ۹۹7/0  ID ۹۹/0  Sample 2 

۹27/0  ۹3/0  ۹3/0  ۹3/0  ۹3۸/0  ۹4/0  ۹4/0  ۹5/0  ۹51/0  ۹53/0  ۹۶3/0  ۹۶۸/0  ۹۸2/0  ۹۸1/0  ID ۹۹7/0  ۹۹1/0  JF694493-Iran 

۹24/0  ۹2۶/0  ۹2۹/0  ۹3۸/0  ۹۶/0  ۹45/0  ۹5۸/0  ۹۶2/0  ۹7/0  ۹72/0  ۹72/0  ۹۹۸/0  1 ID ۹۸1/0  ۹/0  ۹71/0  AF425644-Taiwan 

۹22/0  ۹25/0  ۹27/0  ۹3۹/0  ۹۶2/0  ۹4۶/0  ۹5۶/0  ۹۶5/0  ۹72/0  ۹71/0  ۹7/0  ۹۶۹/0  ID 1 ۹۸2/0  ۹۹1/0  ۹75/0  U25667-China 

۹24/0  ۹2۸/0  ۹2۸/0  ۹4/0  ۹۶1/0  ۹4۸/0  ۹5/0  ۹۶/0  ۹۶۸/0  ۹۶4/0  ۹۶1/0  ID ۹۹۶/0  ۹۹۸/0  ۹۶۸/0  ۹7/0  ۹۶۹/0  AF309420-Japan 

۹3۶/0  ۹27/0  ۶۹2/0  ۹3۸/0  ۹5۸/0  ۹45/0  ۹4۸/0  ۹52/0  ۹4۸/0  ۹5۸/0  ID ۹۶1/0  ۹7/0  ۹72/0  ۹۶3/0  ۹۶5/0  ۹۶4/0  AJ309880-Russia 
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۹32/0  ۹21/0  ۹21/0  ۹3۶/0  ۹54/0  ۹44/0  ۹44/0  ۹51/0  ۹4/0  ID ۹5۸/0  ۹۶4/0  ۹71/0  ۹72/0  ۹53/0  ۹5۶/0  ۹52/0  U81989-Ethiopia 

۹3۶/0  ۹2/0  ۹2/0  ۹32/0  ۹5/0  ۹3۸/0  ۹42/0  ۹4۸/0  ID ۹4/0  ۹4۸/0  ۹۶۸/0  ۹72/0  ۹7/0  ۹51/0  ۹51/0  ۹5/0  U81988-Somalia 

۹2۸/0  ۹1۹/0  ۹12/0  ۹4/0  ۹4۸/0  ۹32/0  ۹3۸/0  ID ۹4۸/0  ۹51/0  ۹52/0  ۹۶/0  ۹۶5/0  ۹۶2/0  ۹5/0  ۹4۹/0  ۹4۸/0  JX888135-Luxembourg 

۹21/0  ۹01/0  ۹0۸/0  ۹2۸/0  ۹4/0  ۹2۹/0  ID ۹3۸/0  ۹42/0  ۹44/0  ۹4۸/0  ۹5/0  ۹5۶/0  ۹5۸/0  ۹4/0  ۹45/0  ۹42/0  AB037949-Venezuela 

۹2/0  ۸۹7/0  ۸۹۹/0  ۹2/0  ۹35/0  ID ۹2۹/0  ۹32/0  ۹3۸/0  ۹44/0  ۹45/0  ۹4۸/0  ۹4۶/0  ۹45/0  ۹4/0  ۹41/0  ۹4/0  KC590319-Brazil 

۹04/0  ۹0۸/0  ۹1/0  ۹24/0  ID ۹35/0  ۹4/0  ۹4۸/0  ۹5/0  ۹54/0  ۹5۸/0  ۹۶1/0  ۹۶2/0  ۹۶/0  ۹3۸/0  ۹4/0  ۹3۹/0  L22065-South America 

۹21/0  ۹13/0  ۹21/0  ID ۹24/0  ۹2/0  ۸۹2/0  ۹4/0  ۹32/0  ۹3/0  ۹3۸/0  ۹4/0  ۹3۹/0  ۹3۸/0  ۹3/0  ۹3۶/0  ۹31/0  AF247965-Sweden 

۹2۸/0  ۹21/0  ID ۹21/0  ۹1/0  ۸۹۹/0  ۹0۸/0  ۹12/0  ۹2/0  ۹21/0  ۶۹2/0  ۹2۸/0  ۹27/0  ۹2۹/0  ۹3/0  ۹3۶/0  ۹31/0  HF679406-France 

۹14/0  ID ۹21/0  ۹13/0  ۹0۸/0  ۸۹7/0  ۹01/0  ۹1۹/0  ۹2/0  ۹21/0  ۹27/0  ۹2۸/0  ۹25/0  ۹2۶/0  ۹3/0  ۹31/0  ۹3/0  M55042-Netherland 

ID ۹14/0  ۹2۸/0  ۹21/0  ۹04/0  ۹2/0  ۹21/0  ۹2۸/0  ۹3۶/0  ۹32/0  ۹3۶/0  ۹24/0  ۹22/0  ۹24/0  ۹27/0  ۹3/0  ۹2۹/0  AF008420-USA 

 

 2همان گونه که مشهود است، میزان تفاوت ژنتیکی بین 

از  HDVهای ثبت شده ویروس نمونه مورد مطالعه با سکانس

درصد بود که در این  3/0-1/7ها و ایران بین سایر کشور

میان بیشترین قرابت ژنتیکی بین سکانس تعیین شده در این 

درصد  7/۹۹با   (JF694493-Iranمطالعه با نمونه ایران )

درصد قرابت  1/۹۹( با U25667-Chinaقرابت و نمونه چین )

و کمترین مشابهت بین توالی تعیین شده با کشور آمریکا 

(AF008420-USA با )صد قرابت تعیین شد. ترسیم در ۹/۹2

( این موضوع را تایید نمود و 2-4درخت فیلوژنی ) تصویر 

های مورد مطالعه در شاخه همان گونه که مشهود است نمونه

های آسیای جنوب شرقی قرار گرفته های ایران و کشورنمونه

های اروپایی در شاخه ای های آمریکا و کشورولی نمونه

 د.جداگانه قرار گرفته ان
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 ترسیم شده با نرم افزار ان جی پلات درخت فیلوژنیکی رسم شده براساس میزان قرابت نوکلئوتیدی: 1نمودار

 بحث 

برای اولین بار به عنوان یک آنتی ژن  Dویروس هپاتیت 

های کبدی بیماران مبتلا ای جدید در هسته هپاتوسایتهسته

حاد شدید یا مزمن همراه  شناخته شد و با هپاتیت HBVبه 

بود. سپس این آنتی ژن را آنتی ژن دلتا نامیدند و از محصولات 

فهمیدند که آنتی ژن دلتا با  محسوب کردند. بعداً  HBVژنی 

یک عامل قابل انتقال بیماری همراه بوده و از محصولات ژنوم 

HBV  .نیستHDAg  در کبد یا سرم بیماران به دو گونه یافت

ر مبنای تعداد اسید آمینه یا وزن آن است. دلتا شود که بمی

ژن هزار کیلو دالتون و دلتا آنتی 24ژن کوچک با وزن آنتی

اسید آمینه  1۹هزار کیلو دالتون که در  27بزرگ با وزن 

 HDAgباشند. می mRNAتفاوت دارند و حاصل جمع دو نوع 

در تشکیل ساختمان ویروس اهمیت داشته و در هسته 

 (. 10گیرد )کبدی جای میهای سلول

 دیده جهان سراسر در که است عفونتی دلتا ویروس با عفونت

 متفاوت جغرافیایی مختلف نواحی در آن شیوع ولی شودمی

 5 جهان سراسر در HBV به مبتلا نفر میلیون 350 از. است

 نظر از برند.می رنج HDV و HBV توأم عفونت ها ازآن درصد

 گروه 3 به را جهان جغرافیایی مناطق جغرافیایی گسترش

 آمازون نواحی مانند بالا گیری همه با نواحی اند:کرده تقسیم

 مانند آندمیک نواحی آفریقایی،های کشور از برخی ونزوئلا، در

 و بنگلادش مدیترانه، حوزههای کشور یونان، ایتالیا، جنوب

 با افراد بین که پیشرفتههای کشور مانند کم با شیوع نواحی

 دیده تزریقی مخدر مواد به معتادان مانند بالا خطر ریسک

نوکلئوتید  1700ویروس تقریباً دارای  RNA(. 10شود )می

باشد و یک رشته منفرد حلقوی است که از نظر ساختمانی می

ندارد. هتروژنیسیته ویروس  HBVگونه شباهتی با ژنوم هیچ

رد دیگر در تواند با فویروس در هر فرد می RNAبالا بوده و 

تنها پروتئینی  HDAgهای نوکلئیک متفاوت باشد. توالی اسید
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شود و جز داخلی ساختمان ساخته می HDVاست که توسط 

(. ویروس دلتا دارای یک 10شود )ویروس محسوب می

باشد. بر اساس توزیع جغرافیایی سروتایپ و هفت ژنوتایپ می

بدین ترتیب که فراوان ترین هستند،  IIIو I ، IIهای ژنوتیپ

در آمریکای جنوبی و بیشتر در بومیان یوپکا کشور  IIIژنوتیپ 

های شدید کبدی ونزوئلا شیوع دارد و موجب بیماری

گردد. همین ژنوتایپ در منطقه سفلای رودخانه آمازون می

کند که یک نوع هپاتیت بیماری تب سیاه آمازون را ایجاد می

ویروس دلتا بیشتر در  IIباشد. ژنوتیپ سنگین این ویروس می

تر را آسیای شرقی با سیری کندتر و بیماری تا حدودی سبک

در اروپا و آمریکای شمالی شایع  Iکند و ژنوتیپ تولید می

آسا و یا سیروز پیشرونده است که بیماری تولید شده غالبا برق

 (.7شود )با سیر سریع را موجب می

 برای همکاران، و 2۶در تحقیق انجام شده توسط بهزادیان 

 ژنوم ویروس هپاتیت دلتا ایران تعیین کامل طور به بار اولین

در ایران تقریبا طولی  HDV های ویروستوالی گردید. ایزوله

حاصل از این تحقیق  نوکلئوتید دارند. نتایج 1۶7۶معادل 

 نشان داد که ویروس هپاتیت دلتا در ایران، متعلق به ژنوتیپ

I داد ها نشانایزوله این از کامل یق توالیباشد. در این تحقمی 

 I۶/۹2 ( نوع های ایتالیاییایزوله با شباهت بیشترین که

 این میان تکاملی روابط دهنده ، وجود دارد که نشان)درصد

 های با ایزوله شباهت کمترین که حالی باشد، درمی ایزوله دو

(. در تحقیق انجام شده توسط 11وجود داشت ) III نوع پرو

بیمار  2۶که بر روی  200۹و همکاران در سال  27اسماعیلی

ها مبتلا به هپاتیت دلتا در تهران صورت گرفت، همه نمونه

و  2۸(. محبی12تشخیص داده شدند ) Iمتعلق به ژنوتیپ 

بیمار مبتلا به  25مطالعه ای بر روی  200۸همکاران در سال 

ی هپاتیت دلتا انجام دادند که پس از بررسی فیلوژنتیک

                                                           
2 6- Behzadian 
27 - Esmaeili 
28 - Mohebbi 
29 - Attaran 
30 - Mansour 

ویروس  Iها متعلق به ژنوتیپ مشخص کردند که همه نمونه

و همکاران در سال  2۹(. تحقیقی که توسط عطاران5باشند )می

ی مورد بررسی متعلق به هامشخص گردید که نمونه 2013

(. در تحقیق انجام شده توسط 13باشند )می HDV Iگروه 

ده اهداکنن 1700بر روی   2012و همکاران در سال  30منصور

، موریتانی مشخص گردید نواکشوتمثبت در  HBsAgخون 

درصد شیوع  3/۸۹با   1درصد و ژنوتیپ  7/10با  5که ژنوتیپ 

و همکاران در سال  31(. لگال14بالایی در این منطقه داشتند )

تحقیقی را در مرکز و شرق ترکیه به منظور بررسی  2012

مثبت  HBV/HDVنمونه از بیماران  34تنوع ژنتیکی بر روی 

 HDVژنوم  ۹00-12۸0انجام دادند. بررسی فیلوژنتیکی قطعه 

بودند  HDV lنشان داد که تمام سویه ها، متعلق به ژنوتیپ 

(15.) 

تحقیقی را در بین بیماران  2011و همکاران در سال  32کیم 

مزمن به منظور بررسی شیوع عفونت  Bمبتلا به هپاتیت 

انجام دادند. این تحقیق  همزمان با هپاتیت دلتا در کره جنوبی

-Antiنفر از نظر  3بیمار انجام گرفت که فقط  ۹40بر روی 

HDV  مثبت گزارش شد. تمامی موارد مثبت پس از بررسی

(. در تحقیق 1۶بودند. ) HDV lفیلوژنتیکی متعلق به گروه 

که  2011همکاران در  و 33انجام شده توسط فوپوپوگنی گنی

ویروس  RNAرت گرفت، صو HBsAgکامرونی  233بر روی 

HDV  از سرم افرادHDV-Ab  استخراج گردید، در این بررسی

مثبت  HDV-Abمورد  41مثبت  HBsAgبیمار  233از 

ویروس  RNAها  مورد از آن 25تشخیص داده شدند که در 

 25دلتا شناسایی گردید. آنالیز فیلوژنتیک انجام شده بر روی 

( از درصد ۸۸ه )نمون 22نمونه مورد نظر نشان داد که 

(. در تحقیق انجام 17بودند ) Iها متعلق به ژنوتیپ استرین

  ۹که بر روی   2011و همکاران در سال  34کلیکشده توسط 

3 1 - Le Gal   
32 - Kim   
33 - Foupouapouognigni 
34 - Celik 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Celik%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21984217
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Celik%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21984217
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Celik%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21984217
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انجام شد. مشخص گردید که  HDVای آلوده به بیمار ترکیه

در تحقیق (. 1۸هستند ) Iها متعلق به ژنوتیپ تمام نمونه

که  2011و همکاران  که در سال 35انجام شده توسط باروس

مزمن انجام گرفت، پس از  HBsAgبرزیلی ناقل  133بر روی 

شایع  3و  2تعیین توالی مشخص گردید که ژنوتیپ های 

و  3۶گوآ -جام شده توسط گومز. در تحقیق ان(1۹)باشند می

برزیلی مبتلا به هپاتیت 14بر روی  200۹همکاران در سال 

برق آسا مشخص گردید تمام این بیماران از لحاظ داشتن 

HBV DNA وHDV RNA   مثبت بودند. تجزیه و تحلیل

نشان داد که همه موارد مثبت متعلق  HDVفیلوژنتیکی توالی

و  37موریاما تحقیقی توسط (.  20می باشند )  IIIبه ژنوتیپ 

 Bژاپنی مبتلا به هپاتیت  3بر روی  2005همکاران در سال 

از سرم این افراد  HDVویروس RNA مزمن صورت گرفت.

جدا شده از  HDVیسه توالی ژنومی جدا گردید. پس از مقا

 ۸0این منطقه با مناطق جغرافیایی هم جوار مشخص شد که 

-می  II b، ژاپن متعلق به ژنوتیپMiyakoهای درصد نمونه

 2003و همکاران در یونان در سال  3۸. سئودی(21باشند )

 ۹مثبت انجام دادند که  HBsAgبیمار  105تحقیقی بر روی 

مثبت گزارش شد که پس از استخراج  HDV-Abبیمار از نظر 

RNA  سکانس شدند. در بررسی  12۶5تا  ۸53نوکلئوتیدهای

متعلق به  HDVایزوله  ۹آنالیز فیلوژنتیک مشخص گردید که 

در تحقیق انجام شده توسط (. 22باشند )می Iژنوتیپ 

بیمار  2۹که بر روی  2001در سال  و همکاران 3۹اوانیوشینا

بیمار از نظر  14ورت گرفت، مثبت ص HBsAgای روسیه

HDV-Ag  مثبت تشخیص داده شدند که پس از بررسی آنالیز

متعلق به  HDVایزوله  14فیلوژنتیک مشخص گردید که 

توسط تحقیق انجام شده .  (23باشند )می II و Iژنوتیپ 

 ژاپنی ۶بر روی 1۹۹۹در سال که و همکاران  40ساکواگاوا

از   RNA HDVرفت،مبتلا به هپاتیت مزمن کبدی صورت گ

مشخص نفر جدا گردید که پس از بررسی فیلوژنتیکی  ۶هر 

این ویروس در منطقه اوکیناوا، ژاپن غالب   II bکه ژنوتیپ شد

  .(24است)

 نتیجه گیری

در مطالعه حاضر توالی نوکلئوتیدی ژن کد کننده آنتی ژن 

نمونه سرمی مثبت شده در شهرستان شهرکرد تعیین  2دلتا از 

های مثبت شده ت فیلوژنی توالی تعیین شده با توالیو قراب

این ویروس در بانک ژنی مقایسه گردید که همان گونه که در 

-7/۹۹های مورد مطالعه دارای قسمت نتایج آورده شده نمونه

های های این ویروس از کشوردرصد قرابت با توالی 1/۹۹

العات جنوب شرقی آسیا )چین و تایوان( بودند که بر پایه مط

ویروس  IIها را در شاخه ی ژنوتیپ توان این ویروسقبلی می

HDV  قرار داد. اما شاید بتوان این تنوع ژنتیکی را بر اساس

گسترش جغرافیایی ویروس توجیه کرد. از آنجایی که در ایران 

های خصوصاً پس از پیروزی انقلاب اسلامی میزان مسافرت

ایی در مقایسه با های آمریکایی و اروپخارجی به کشور

رسد که تر شده است لذا به نظر میهای آسیایی محدودکشور

آلودگی با این ویروس در منطقه مورد مطالعه )شهرکرد( از 

ها جهت کار به های جنوب شرقی آسیا )که بیشتر مردکشور

شوند( آورده شده ها خصوصاً ژاپن و کره وارد میاین کشور

دد که با نمونه گیری وسیع تر گرباشد در مجموع پیشنهاد می

بختیاری و  های مختلف استان چهارمحال واز قسمت

های همجوار )اصفهان و خوزستان( و تعیین توالی تعداد استان

های مولکولار های مثبت و انجام روشبیشتری از نمونه

های ژنوتایپینگ، ژنوتیپ و دیگر روش RFLFبیولوژی نظیر 

دش در این منطقه تعیین در حال گر HDVدقیق ویروس 

 گردد.
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Abstract 

 

Hepatitis Delta Virus (HDV) is a defective RNA virus that requires the presence of Hepatitis B Virus (HBV) 

for its replication and function. HDV infection can result in both acute and chronic liver disease. HDV strains 

have been classified into seven genotypes and eight clades. The prevalence of HDV infection among blood 

donors in Iran ranges from 2.4% to 10%. The objective of this study was to perform a phylogenetic analysis of 

HDV isolates obtained from HBsAg-positive patients in Shahrekord, Iran, in comparison with isolates from 

other regions of the world. In this study, 350 serum samples were collected from HBV-infected individuals 

referred to the Blood Transfusion Organization in Shahrekord. HDV RNA was extracted using the RNX Plus 

kit (SinaClon, Iran). Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the RT PreMix kit (Bioneer, 

Germany). PCR-positive samples were subsequently purified using the PCR Purification Kit (Roche, Germany), 

and a 421 base pair fragment was submitted for sequencing to Macrogen (South Korea). The sequences of two 

positive samples were aligned using ClustalX software and compared with reference sequences available in the 

NCBI GenBank database. Based on sequence similarity, a phylogenetic tree was constructed using the NJPlot 

software. The HDV antigen (HDVAg) sequences obtained from the Iranian isolates were compared with 15 

representative HDV sequences from various countries. The studied isolates showed a high sequence similarity 

(99.1%–99.7%) with HDV strains reported from Southeast Asian countries, including China and Taiwan. Based 

on previous studies, these isolates can be classified within genotype II of HDV. 

Keywords: genotype II HDV, Hepatitis Delta Virus, Similarity genetic. 
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