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 مقدمه

 نیترعیاز شا ت،ینیواژ ژهیوبه یدستگاه تناسل یهاعفونت

شمار به یبارور نیدر سن ژهیوزنان به انیدر م یمشکلات بهداشت

از  شیزن در سراسر جهان از جمله ب هاونیلیکه سالانه م رودیم

مشکل به مراکز  نیا لیمتحده، به دل الاتینفر در ا ونیلیده م

 عیشا یالتهاب یماریب کیعنوان به تینی. واژکنندیمراجعه م یدرمان

خارش،  ،یعیرطبیمانند ترشحات غ یواژن، اغلب با علائم هیدر ناح

و  یزندگ تیفیک تواندیهمراه است و م ندیناخوشا یسوزش، و بو

 قرار دهد ریتحت تأث یریشمگطور چزنان را به یسلامت جنس

 تینیواژ جادیدر ا یبهداشت، سه عامل اصل یجهان سازمان .(1،2)

کرده  یمعرف ییایباکتر نوزیو واژ سینالیواژ کوموناسیتر دا،یرا کاند

. در شوندیرا شامل م نالیواژ یهادرصد عفونت 90است که حدود 

 نیترعیو شا نیتراز مهم یکی ییایباکتر نوزیعوامل، واژ نیا انیم

کاهش  یعنیواژن،  یعیدر فلور طب رییبا تغکه  تاس تینیانواع واژ

 یهایرشد باکتر شیو افزا دیمف یهالوسیلاکتوباس تیجمع

شناخته  ،سینالیگاردنرلا واژ یگونه ژهیوو پاتوژن، به یهوازیب

 یواژن، منجر به بروز علائم یکروبیاختلال در تعادل م نی. اشودیم

واژن،  کیتحر د،یسف-یرو رنگ خاکست یماه یبا بو یمانند ترشحات

 .(3،4) گرددیم یتناسل یهاعفونت ریاحتمال ابتلا به سا شیو افزا

 یهوازیب یهایاز باکتر یکیعنوان به سینالیواژ گاردنرلا

از حد،  شیفلور واژن، در صورت رشد ب یعیطب یو اعضا یاریاخت

. مطالعات نشان کندیم فایا ییایباکتر نوزیدر بروز واژ یدینقش کل

واژن و  ومیتلیبه اپ یچسبندگ ییتوانا یدارا یباکتر نیاند که اداده

 یهاو درمان زبانیم یمنیدر برابر پاسخ ا هاست ک ملیوفیب دیتول

 ییایباکتر نوزیواژ نیچن. همکندیم جادیمقاومت ا یکیوتیبیآنت

 یهایماریخطر ابتلا به ب شیعلائم آزاردهنده، با افزا جادیعلاوه بر ا

زودرس، سقط  مانیزا مان،یپس از زا تیلگن، آندومتر یالتهاب

 شیافزا یو حت ،یرورنابا یهادر درمان تیکاهش موفق ن،یجن

حال حاضر،  در .(5،6) همراه است HIV روسیانتقال و سکیر

 ،ینیعلائم بال یعمدتاً بر اساس بررس ییایباکتر نوزیواژ صیتشخ

 نی. با اشودیانجام م یکروسکوپیم یهاشیو آزما یکیزیف نهیمعا

و از  ،یشخص ریوابسته به تفس ر،یگوقت یها گاهروش نیحال، ا

 صیتشخ تینظر به اهم گر،ید ی. از سوستندیبرخوردار ن یدقت کاف

 PCRمانند  نینو یمولکول یهااستفاده از روش موقع،و به قیدق

مؤثر  یعنوان راهکاربه تواندیدارند، م ییبالا یژگیو و تیکه حساس

مورد  ،سینالیگاردنرلا واژ ژهیوبه زا،یماریعوامل ب قیدق ییدر شناسا

 .(7-9) ردیاستفاده قرار گ

گاردنرلا  وعیش یمطالعه حاضر با هدف بررس اساس، نیا بر

در زنان  ییایباکتر نوزیواژ یعنوان عامل اصلبه سینالیواژ

 یمولکول یهاروش ییکارا یابیو ارز یکننده به مراکز درمانمراجعه

 تواندیحاصل م جیاست. نتا دهیگرد یپاتوژن طراح نیا صیدر تشخ

 یریشگیموقع، و پدرمان به ص،یتشخ تیفیک یمؤثر در ارتقا یگام

حال مهم در سلامت  نیو در ع جیرا یماریب نیاز ا یاز عوارض ناش

 زنان باشد. یبارور

 مواد و روش کار

 هانمونه یآورنوع مطالعه و جمع

گاردنرلا  ییبا هدف شناسای توصیفی مقطعی مطالعه  نیا

در زنان مبتلا به علائم  ییایباکتر نوزیعنوان عامل واژبه سینالیواژ

از زنان  نالیواژ یهانمونه ق،یتحق نیانجام شده است. در ا تینیاژو

 ینیعلائم بال یشهرکرد که دارا یکننده به مراکز درمانمراجعه

 یهاشیآزما ،یریگشد. پس از نمونه یآورجمع بودند، تینیواژ

 صیو تشخ یزیآمرنگ ،یکروبیشامل مراحل کشت م ازیمورد ن
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انجام  زایماریعامل ب قیدق ییاجهت شناس PCRبا روش  یمولکول

 شد. 

 هانمونه یو نگهدار یریگنمونه

علائم  یدارا مارانیاز ب نالینمونه ترشح واژ 250مجموع،  در

شد.  هیته نالیتوسط متخصص زنان به روش سواپ واژ تینیواژ

 یانتقال طیو مح نیجداگانه، شامل نرمال سال طیها در دو محنمونه

 یهامنتقل شدند. از نمونه شگاهیبه آزما استوارت قرار گرفتند و

آگار و  ایکلمب طیاستوارت، جهت کشت در مح طیموجود در مح

 یحاو یهااستفاده شد. نمونه یزیآمرنگ یبرا ریاسم یسازآماده

 -20 یدر دما ،یمولکول یهاانجام آزمون یبرا زین نینرمال سال

 .دندیگرد ینگهدار گرادیدرجه سانت

ی هانمونه تست های بیوشیمیاییی و کروبیکشت م

 جمع آوری شده

 شگاه،یپس از انتقال به آزما مارانیب نالیسواپ واژ یهانمونه

به  هاتیشدند و پل حیآگار تلق ایکلمب یکشت اختصاص طیمح یرو

و در حضور  گرادیدرجه سانت 37 یساعت در دما 48تا  24مدت 

و  زیر ،دیسف یهایکلن لیانکوبه شدند. تشک CO₂ درصد 10

بود. جهت  سینالیگاردنرلا واژ ینشانگر رشد احتمال یسرسنجاق

قرار  ییایمیوشیب یهااز تست یاتحت مجموعه هایکلن د،ییتأ

آز، رد، اوره لیمت ترات،ین یایگرفتند، از جمله: تست اندول، اح

 زیدرولیه داز،یکاتالاز و اکس یهاتست لاز،یدکربوکس نیزیل

 .(10،11)ز و مالتوز گلوک ریو تخم پورات،یه

 آگار ایکشت کلمب طیمح هیته

گرم پودر آماده  39آگار،  ایکشت کلمب طیمح هیته یبرا

آب مقطر حل شده و محلول حاصل تا شفاف  تریل کیدر  طیمح

شدن به جوش آورده شد. پس از بستن درب ظرف، محلول به مدت 

پوند  15و فشار  گرادیدرجه سانت 121 یدر دما قهیدق 30تا  15

خارج شده و  طیمح ند،یفرا انیشد. پس از پا لیلاو استردر اتوک

مکمل  باتیترک گراد،یدرجه سانت 50حدود  یبه دما دنیپس از رس

 B ،1 نیسیآمفوتر گرمیلیم 5 ن،یسیجنتاما گرمیلیم 2شامل 

به  لاستری گوسفند خون درصد 1و  دیاس کیکسیدینال گرمیلیم

هم زده شد و سپس در  رریبا استا یخوببه طیآن اضافه شد. مح

 شد. ختهیر متریسانت 2 یبیتقر خامتبه ض لیاستر یهاتیپل

 هااز نمونه DNA استخراج

شده کشت یهایو کلن نالیواژ یهااز نمونه DNA استخراج

ها به روش، نمونه نیانجام شد. در ا جوشاندنبا استفاده از روش 

اده شدند حرارت د گرادیدرجه سانت 80 یدر دما قهیدق 15مدت 

ها پس از سرد شدن، آزاد شود. نمونه DNAانجام و  یسلول زیتا ل

 مورد استفاده قرار گرفتند یمولکول صیتشخ یجهت مراحل بعد

(12). 

 شدهاستخراج DNA یفیو ک یکم یبررس

شده، از روش استخراج DNAسنجش غلظت و خلوص  یبرا

UV با استفاده از دستگاه نانودراپ بهره گرفته  یاسپکتروفوتومتر

 یهادر طول موج یجذب نور یریگاندازه هیروش بر پا نیشد. ا

 یداشتن بازها لیدلبه DNA. شودینانومتر انجام م 280و  260

 هانیدارد و پروتئ یورنانومتر جذب ن 260در طول موج  کیآرومات

 یشاخص 260/280جذب  نسبت .کنندینانومتر جذب م 280در 

دهنده نشان 2تا  8/1 نیاست؛ نسبت ب DNAسنجش خلوص  یبرا

با  یدهنده آلودگنشان 8/1خلوص مناسب است. نسبت کمتر از 

 نیا در .باشدیم RNAدهنده حضور نشان 2و بالاتر از  نیپروتئ

شد و  یریگاز هر نمونه توسط نانودراپ اندازه تریکرولیم 3مطالعه، 

( و خلوص ng/μl 150≤)ظت مناسب غل یدارا یهانمونه
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 PCRتا انجام  گراددرجه ی سانتی -20 یاستاندارد، در دما

 شدند.  ینگهدار

   گاردنرلا واژینالیستشخیص مولکولی 

با هدف شناسایی و   ای پلیمرازبرای انجام واکنش زنجیره

، ابتدا سینالیگاردنرلا واژای اختصاصی از ژنوم باکتری تکثیر ناحیه

استخراج شد  NCBI های اطلاعاتی نظیرژن هدف از پایگاهتوالی 

 افزارو سپس طراحی پرایمرهای اختصاصی با استفاده از نرم

Oligo  ای گونهشده بهصورت گرفت. پرایمرهای طراحی 7نسخه

های ضروری مانند اختصاصیت بالا، دمای انتخاب شدند که از ویژگی

توالی برخوردار باشند.  ماتصال مناسب و عدم تشکیل ساختارهای دو

ان شده است. نش 1پرایمرها طراحی شده در این پژوهش در جدول 

 میکرولیتر انجام شد که شامل 25در حجم نهایی  PCR واکنش

DNA الگو، پرایمرهای رفت و برگشت، مسترمیکس حاوی Taq 

DNA polymerase ،dNTP ،MgCl₂   و بافر مناسب، به

ها پس از م حجم نهایی بود. نمونهیونیزه جهت تنظیهمراه آب د

سازی، در دستگاه ترموسایکلر قرار گرفتند و چرخه حرارتی آماده

سیکل دناتوراسیون،  40تا  30استاندارد شامل دناتوراسیون اولیه، 

سازی سازی، و در نهایت مرحله پایانی طویلاتصال پرایمر و طویل

رها تنظیم شد. بسته به خصوصیات پرایم اتصال اجرا گردید. دمای

توسط  PCR در پایان، برای ارزیابی صحت تکثیر، محصولات

درصد مورد بررسی قرار گرفت و  5/1الکتروفورز بر روی ژل آگارز 

  UV باندهای حاصل با استفاده از رنگ اختصاصی و تحت تابش

 ..(13) مشاهده و ثبت شدند

مورد استفاده یمرهایپرا (:1) جدول  

 پرایمر توالی سایز باند CG TMدرصد 

 

 

 

 

 

300 

 

               

5- GGGCGGGCTAGAGTGCA -3 

 

Forward 

62 70 

 

    

5- GAACCCGTGGAATGGnGCC-3 

  

Revers 

 آنالیز آماری

های آمده در این مطالعه از روشدستهای بهبرای تحلیل داده

ها و اهداف تحقیق استفاده شد. با توجه به نوع داده آماری مناسب

صورت گرفت و  18نسخه  SPSS افزار آماریها به نرمورود داده

های آماری نظیر میانگین، انحراف ها از طریق شاخصتوصیف داده

معیار و فراوانی نسبی انجام شد. برای بررسی ارتباط بین متغیرهای 

رت لزوم آزمون دقیق فیشر به و در صو کیفی، آزمون مجذور کای

 05/0 ها کمتر ازکار گرفته شد. سطح معناداری در تمامی تحلیل

 . (14) در نظر گرفته شد

 نتایج

 سینالیگاردنرلا واژ یو جداساز ییمطالعه با هدف شناسا نیا

شهرستان  یکه به مراکز درمان تینیدر زنان مبتلا به علائم واژ

نمونه  250شهرکرد مراجعه کرده بودند، انجام شد. از مجموع 

 یهاو آزمون کیولوژیکروبیم یهایبررس شده،یآورجمع نالیواژ
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 88ل نمونه )معاد 220را در  سینالیگاردنرلا واژوجود  ییایمیوشیب

 یهایژگیو یدارا شدهیجداساز یهایکرد. باکتر دییدرصد( تأ

آز، اندول، اوره یهادر تست کهیطوربودند؛ به یمشخص ییایمیوشیب

 یمنف جهینت تراتین یایو اح دازیکاتالاز، اکس لاز،یدکربوکس نیزیل

 جهینت التوز،گلوکز و م ریتخم پورات،یه زیدرولیه یهاو در آزمون

نشان داد  یماکروسکوپ یهای. بررس(1)شکل  ه شدمثبت مشاهد

 ییبا نما یخاکستر ای دیحاصل، کوچک، به رنگ سف یهایکه کلن

 یگرم منف یهالیباس ز،ین یکروسکوپیبودند. از نظر م یسرسنجاق

 الیتلیاپ یهاحضور سلول نیچنشدند و هم دهید ریگرم متغ ای

)شکل  شد دییم تأشده با رنگ گر یزیآمرنگ یهاکلوسل در نمونه

 یبر رو زین pH (Diff test) نییآزمون تع ن،ی. علاوه بر ا(2

  ها انجام گرفت.نمونه

 

 

A های بیوشیمایی.نتایج تست  -۱شکل  . اوره و اندول یتست ها جینتا(  B تست  جینتا(  SIM  .  

 16S rRNAژن  یابیمربوط به رد جینتا

، پس از سینالیگاردنرلا واژوجود  یمولکول دییتأ جهت

شده استخراج DNA تیو کم تیفیها، کاز نمونه DNAاستخراج 

ژن  یاختصاص مریها با استفاده از پراو سپس نمونه دیگرد یبررس

16S rRNA حاصل از واکنش  جیقرار گرفتند. نتا یابیمورد ارز

PCR  درصد(، باند  88نمونه ) 250نمونه از  220نشان داد که در

حضور ژنوم  انگریباز ظاهر شد که بتجف 300به طول  یاختصاص

 مارانیعامل در ب نیا یقطع دییو تأ سینالیگاردنرلا واژ یباکتر

 مذکور بود.

 

 

بر روی محیط    گاردنرلا واژینالس( باکتری A -۲شکل

 ( رنگ آمیزی گرم باکتری گاردنرلاواژینالیس.Bکلمبیا آگار . 

 PCRحاصل از واکنش  جینتا

 نال،یترشحات واژ یهانمونه از DNAاز استخراج  پس

 یمرهای( با استفاده از پراPCR) مرازیپل یارهیواکنش زنج

انجام  سینالیگاردنرلا واژ یباکتر 16S rRNAژن  یاختصاص
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ژل  ی، الکتروفورز بر روPCRمحصولات  یمنظور بررسگرفت. به

 لژ جیگونه که در نتا. همانرفتپذی صورت درصد 2آگارز 

در  یباند مشخص یمثبت دارا یهاشد، نمونه الکتروفورز مشاهده

 جهیباز بودند که حضور ژن هدف و در نتجفت 300 تیموقع

 .کندیم دییرا تأ سینالیگاردنرلا واژ یقطع ییشناسا

 

گاردنرلا   16srRNAژن   PCRالکتروفورز محصولات  -3شکل 

 .واژینالیس

 بحث

در زنان  نالیاختلالات واژ نیترعیاز شا ییایباکتر نوزیواژ

در تعادل فلور  رییتغ یجهیاست که عمدتاً در نت یبارور نیسن

 شیمحافظ و افزا یهالیکاهش لاکتوباس ژهیوواژن، به یعیطب

 جادیا گاردنرلا واژینالیسطلب مانند فرصت یهوازیب یهایباکتر

 گاردنرلا واژینالیسبه  یآلودگ زانیحاضر، م ی. در مطالعهشودیم

 زانیم نای. بود درصد 88برابر با  تینیبتلا به واژزنان م انیدر م

 انگریگزارش شده و ب یو خارج یبالاتر از اغلب مطالعات مشابه داخل

 مورد مطالعه است. تیجمع یبرا کیولوژیدمیهشدار اپ کی

زنان  کینیکه در کل یاما، مطالعه جیبا نتا سهیمقا در

 دنرلا واژینالیسگار وعیش زانینور انجام شد، م اریشهر مارستانیب

 یپژوهش اشرف ن،چنیهم. است کرده گزارش درصد 6/34را تنها 

 وعیش ،یدر سار یبهزارجری و درصد 7/37 وعیدر کرمان ش یگنجو

گزارش  تینیزنان مبتلا به واژ نیدر ب یباکتر نیا برای را درصد 46

از  یممکن است به عوامل مختلف ریاختلاف چشمگ نیاند. اکرده

 طیشرا ،یصیابزار تشخ ،یریگنمونه یهادر روشجمله تفاوت 

 هاتیجمع انیم یرفتار یهامنطقه، و تفاوت یو بهداشت یفرهنگ

از اختلاف  یمتعدد یهاداده ز،ین یالمللنیمرتبط باشد. در سطح ب

دارند. به عنوان مثال،  تیحکا گاردنرلا واژینالیس وعیش زانیدر م

 یکه بر رو ایمطالعه در و بودهدرصد  8/3تنها  وعیدر پرتغال ش

 نیب وعیش زانیانجام شد، م ییکایآمر-ییقایو آفر ییایزنان استرال

 ی. در مقابل، مطالعه(15) دیدرصد گزارش گرد 50تا  33

Janulaitiene ( نشان داد که 2017) یتوانیو همکارانش در ل

 گاردنرلا واژینالیس به( درصد 100) نوزیواژمبتلا به  مارانیب یمتما

 ،ینژاد ،ییایملاحظات جغراف تیها بر اهمتفاوت نیآلوده بودند. ا

 دارند دیتأک یماریب نیا وعیش یالگو نییدر تع یو اجتماع یرفتار

(16). 

معنادار  یحاضر، ارتباط آمار یمهم مطالعه یهاافتهی گرید از

بود.  ییایباکتر نوزیواژ وعیش شیو افزا نییپا لاتیسطح تحص انیم

راستا است هم Lancasterو  Stanhope یهاافتهیبا  جهینت نیا

با کاهش  ن،ییشان گزارش دادند سطح سواد پاکه در مطالعات

واژینوز احتمال ابتلا به  شیزااف جهیو در نت یبهداشت یآگاه

 نیهم زین یتهران یرامازان یهمراه است. در مطالعه باکتریایی

 یهامراقبت یدرباره یکه اطلاعات کاف یارتباط مشاهده شد؛ زنان

در معرض ابتلا قرار  شترینداشتند، ب نالیواژ یهایماریو ب یبهداشت

و  ینسکه آموزش سلامت ج دهدیموضوع نشان م نیداشتند. ا

 ک،یآکادم لاتیبدون تحص ایسواد در زنان کم ژهیوهب ،یبارور

 داشته باشد. یماریب نیاز ا یریشگیدر پ ینقش اساس تواندیم
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در پژوهش حاضر، ارتباط معنادار  گریقابل توجه د موضوع

 شی( و افزایمس ای یرهورمونینوع غ ژهیو)به IUDاستفاده از  انیم

 یاز مطالعات داخل یاریکه بسید. در حالبو واژینوز باکتریایی وعیش

 یارتباط نیچن یمتعدد یاند، مطالعات جهانرابطه نپرداخته نیبه ا

(، 2001و همکاران ) Baeten یاند. در مطالعهکرده دییرا تأ

 یهورمون یریشگیپ یهاکننده از روشگزارش شد که زنان استفاده

ها، کمتر روش ریبا سا سهیدر مقا پروژسترون،یدپومدروکس رینظ

 یهااند که روشاز آن یحاک هاافتهی نی. اشوندیم BVدچار 

واژن  یکروبیم بیبر ترک یبه شکل معنادار توانندیم یریشگیپ

 .گذارندب ریتأث

و  Vodstrcilجامع  زیو متاآنال کیستماتیمرور س در

مطالعه انجام شده بود، مشخص  55 یهی(، که بر پا2013همکاران )

با  ،یاز باردار یریشگیپ یهورمون یهاتفاده از روششد که اس

همراه  واژینوز باکتریایی و عود  دیبروز جد ه،یاول وعیکاهش خطر ش

 ی( براodds ratioمطالعه نشان داد که نسبت شانس ) نیاست. ا

بوده است. در مقابل،  0.69و  0.82، 0.68 بیها به ترتارتباط نیا

و  یالتهاب موضع جادیا لیدلبه ،یسنوع م ژهیو، بهIUDاستفاده از 

خطر  شیافزا سازنهیزم تواندیواژن، م یوتایکروبیدر م راتییتغ

 .(17) باشد ییایباکتر نوزیواژ

و همکاران  Danielمرور  یما، مطالعه یهاافتهی دییتأ در

-Cu) یرهورمونینوع غ ژهیوها، بهIUDنشان داد که  زی( ن2023)

IUDمطالعه که  نیند. اههمرا واژنِوز باکتریاییخطر  شی(، با افزا

 یاز ناهمگون یبود، اختلافات موجود را ناش قیتحق 15شامل مرور 

حال،  نی. با ادانستو حجم نمونه  مطالعه، ی، طراحIUDدر نوع 

( اثر LNG-IUD) یهورمون یهاIUDها اذعان داشتند که آن

واژینوز با کاهش خطر  یموارد حت یداشته و در برخ یمتفاوت

 ستین یکاف نهیزم نیها در ااند، هرچند دادههمراه بوده باکتریایی

(18). 

 گاردنرلا واژینالیس یکیوتیبیمقاومت آنت ،یدرمانمنظر  از

است.  واژینوز باکتریایی تیریمهم در مد ینیبال یهااز چالش یکی

 و( درصد 12/86) دازولیمقاومت بالا به مترون ،یداخل یادر مطالعه

 که شده گزارش( درصد 34/17) نیسیندامایبه کل ترنپایی مقاومت

 یسو ضرورت برر نیسیندامایکل ینسب یکارآمد یدهندهنشان

 Mitchellو  Abbe یهاافتهیاز درمان است.  شیمقاومت پ

خود به  یها در بررسآن کند؛یم دییموضوع را تأ نیا زی( ن2022)

و  دازولیموجود )مترون یهاکه درمان دندیرس جهینت نیا

 یماربی عود به منجر موارد، از ٪80تا  یمی(، در ننیسیندامایکل

 .(19) شوندیمماه  12ظرف 

 یآنان، ناتوان یبازگشت مکرر، به گفته نیا یاصل علت

پس از درمان  نالیواژ ستمیاکوس ی، در بازسازدیمف یهالیلاکتوباس

کردند که علاوه بر درمان  شنهادیها پاست. آن هاکیوتیبیبا آنت

 pH میتنظ لم،یوفیب میترم یهاروش ها،کیوتیاز پروب دیبا ،ییدارو

 ن،یاستفاده شود. همچن نالیواژ ومیوبکریم وندیپ یواژن، و حت

استفاده از کاندوم، انتخاب  ات،یترک دخان رینظ یاصلاح سبک زندگ

 یو آموزش سلامت جنس یاز باردار یریشگیمناسب پ یهاروش

  .(20) روندیمکمل به شمار م یرانهیشگیپ یاز راهبردها زین

و  یهوازیب یهایتعداد باکتر شیافزا ،یولوژیزینظر پاتوف از

 جادیواژن و ا pH شیمحافظ منجر به افزا یهالیکاهش لاکتوباس

پاتوژن  یهایرشد باکتر یرا برا نهیکه زم شودینامناسب م یطیمح

درمان مناسب،  ابی. در غسازدیفراهم م گاردنرلا واژینالیس رینظ

 یهایماریزودرس، ب مانیزا رینظ یعوارضبه  تواندیم تیوضع نیا



 1403زمستان  4شماره  2وره د                                                                    (JNACMS)یو مولکول یدر علوم سلول یننو یافتهایره

10 

 

 یزشیآم یهاخطر ابتلا به عفونت شیو افزا ،یلگن ، نابارور یالتهاب

 .(21) نجامدی( بHIV)مانند 

ه در کنار شواهد موجود در مطالع نیا یهاافتهیمجموع،  در

 ،یریشگیپ یبرا هیانجام مداخلات چندلا تیبر اهم ،یعلم اتیادب

دارند. از  دیتأک ییایباکتر نوزیزودهنگام، و درمان مؤثر واژ صیتشخ

زنان در  یبرا یبه آموزش بهداشت بارور توانیاقدامات م نیجمله ا

 یاهاستفاده آگاهانه از روش نظم،م یمعرض خطر، غربالگر

 نال،یواژ ومیکروبیم تیبا در نظر گرفتن وضع یاز باردار یریشگیپ

 اشاره کرد. یقیتلف یدرمان یکردهایو رو

  یریگجهینت

با  ژهیوبه ییایباکتر نوزیمطالعه نشان داد که واژ نیا جینتا

و  عیاز مشکلات شا یکی س،ینالیگاردنرلا واژ یبالا وعیش

است.  ینده به مراکز درمانکنزنان مراجعه انیکننده در منگران

مانند سطح  یعفونت با عوامل نیا یبالا وعیش انیارتباط معنادار م

از  یریشگیبه عنوان روش پ IUDاستفاده از  ن،ییپا لاتیتحص

 تیاهم ،یو جنس یاز بهداشت فرد یکاف یو عدم آگاه ،یباردار

 یهاافتهیکنار  در .کندیرا دوچندان م یریشگیتوجه به آموزش و پ

و درمان  قیدق صیزودهنگام، تشخ یغربالگر تیاهم ک،یولوژیدمیاپ

 ،یمانند نابارور یاز عوارض جد یریمؤثر به منظور جلوگ

 با شد. دییتأ گریبار د زیزودرس ن مانیلگن و زا یالتهاب یهایماریب

 یزیربرنامه ،یماریب نیگسترده ا یامدهایبالا و پ وعیتوجه به ش

و  یریشگیپ یهانان در مورد علائم، راهز یارتقاء سطح آگاه یبرا

 یهاانتخاب آگاهانه روش نیو همچن نال،یواژ یبهداشت یهامراقبت

و بهبود  وعیدر کاهش ش ینقش مهم تواندیم ،یاز باردار یریشگیپ

مطالعات  شودیم شنهادیپ ت،ینها در کند. فایا انزن یزندگ تیفیک

 یمختلف کشور برا و در مناطق شتریبا حجم نمونه ب یترگسترده

انجام شود تا بتوان  ییایباکتر نوزیعوامل مؤثر بر واژ ترقیدق یبررس

 کنترل آن ارائه کرد. یبرا یو مؤثرتر یبوم یراهکارها
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Detection of Bacterial Vaginosis Associated with Gardnerella vaginalis Using Molecular Methods in 

Women Attending Healthcare Centers 

Parisa Motamediyan1, Kimia Golestanfar1, Fatemeh Khodavardipour1 

1.Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Islamic Azad University, Shahrekord 

Branch, Shahrekord, Iran. 
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Abstract  

Genital tract infections are among the most common reasons for women to seek medical care. 

Gardnerella vaginalis is a predominant pathogen in bacterial vaginosis and plays a significant role 

in producing symptoms such as malodorous vaginal discharge and inflammatory complications. 

This infection is associated with an increased risk of upper genital tract diseases, including 

endometritis after cesarean section or abortion, surgical site infections, pelvic inflammatory 

disease, preterm labor, chorioamnionitis, and reduced success rates in assisted reproductive 

technologies. Rapid and accurate diagnosis not only facilitates timely treatment but also helps 

prevent the spread of infection. In this study, 250 samples were collected from women presenting 

with vaginitis symptoms at clinics in Shahrekord. The samples were analyzed using macroscopic, 

microscopic, biochemical, and molecular (PCR) methods. Results revealed that 220 out of 250 

samples (88%) were positive for Gardnerella vaginalis infection. These findings highlight the high 

prevalence of Gardnerella vaginalis among symptomatic women and emphasize the importance 

of using accurate diagnostic tools for effective management and prevention of bacterial vaginosis. 

Keywords: Gardnerella vaginalis, Bacterial Vaginosis, Molecular Method.  
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جا که تنوع باشد. از آنی گوارشی میهایماریباز عوامل مهم لیکوباکتر پیلوری ه 

هایی مانند دهد، با روشبه میزان زیاد رخ میهلیکوباکتر پیلوری ژنتیکی درون جمعیت 

RAPD-PCR های و بیماری هلیکوباکتر پیلوریهای ویژه ی  رابطه ی احتمالی بین ژنوتیپ

 هلیکوباکتر پیلوریدر این تحقیق الگوی ژنتیکی سویه های  مختلف معده را تعیین کرد.

طی بررسی شدند.  RAPD-PCRجدا شده از بیماران مختلف دچار سو هاضمه با روش 

بیمار  4بیمار دچار زخم و  16بیمار طبیعی،  20بیمار شامل  40این مطالعه نمونه های بیوبسی 

 DNAخت شرکت سیناژن، استخراج سا DNA دچار سرطان،  با استفاده از کیت استخراج 

تشخیص قطعی سویه ها انجام شد و  16srRNAها صورت گرفت و در حضور پرایمر آن

در این تحقیق پس از انجام صورت گرفت.  RAPD-PCRژنوتایپینگ سویه ها به روش 

تمامی نمونه ها با داشتن باند  هلیکوباکتر پیلوریبه منظور تشخیص قطعی   PCRآزمون 

دست آمده در آزمون در دندروگرام بهبازی مثبت تشخیص داده شدند. جفت  109

RAPD-PCR  طور مورد بررسی در نمونه های بیوپسی به هلیکوباکتر پیلوریسویه  40در

خوشه  9ها در ها مشهود است. تمامی جدایهدرصد در میان جدایه 98تا  54کلی قرابتی بین 

 9پروفایل شامل  30درصد مجموعاً  80شابه اصلی از یکدیگر متمایز شدند. در ضریب ت

الکتروفورتیک اشکال  DNAنقطه جداگانه شناسایی شد. در بررسی قطعات  21خوشه و 

دست آمده از نظر ژنتیکی متنوع و ناهمگن است. نتایج به زیر مشاهده گردید که نتایج به

یک از سویه ها  سویه جدا شده از بیماران طبیعی نشان داد که هر 20دست آمده بر روی 

 الگوی انگشت نگاری ژنتیکی مخصوص به خود را دارند.

 

بیوپسی،  کلمات کلیدی:

 ،هلیکوباکتر پیلوری ایپینگ،ژنوت

RAPD-PCR 
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 مقدمه

 یمیکروآئروفیل باسیل گرم منفی وهلیکوباکتر پیلوری 

محیط  در مخاط معده اغلب به صورت مارپیچی و است که در

ی با این باکتری پاتوژن شود.کشت به صورت خمیده دیده می

انسان  هاتواند ملیونپتانسیل بالای تغییرات ژنتیکی است که می

امل عاین باکتری  صورت مزمن در سراسر جهان آلوده کند.را به

رطان معده س های گوارشی،زخم هایی مانند گاستریت،بیماری

ویه آنالیز ژنتیکی س لنفاوی دستگاه گوارش است. سرطان غدد و

نشان داده است که ایزوله های  هلیکوباکتر پیلوریهای 

نشان  هلیکوباکتر پیلوری درجه ی بالایی از تغییرات ژنتیکی را

دهند.گوناگونی ژنتیکی بسیار زیادی میان سویه های می

جدا  یی در مقایسه با سویه جدا شده از فرد هلیکوباکتر پیلوری

-یشده از فرد دیگر وجود دارد. شواهدی وود دارد که نشان م

ج های ژنتیکی ممکن است نقش مهمی را در نتایدهد که تفاوت

 .(1-3) کلینیکی عفونت بازی کند

به  جهان گسترده است سراسر این باکتری در عفونت با

 درصد 80توسعه به بیش از در حال در کشورهای طوری که

 تنها هلیکوباکتر پیلوریهای مربوط به رسد؛ اما بیماریمی

محققان این  شود.دیده می هااین جمعیت درصد10-20در

 دانند:می را مربوط به دو عامل زاییتفاوت در بیماری

                                                      
1 - Random Amplified polymorphic DNA-PCR (RAPD-

PCR) 

شامل  عواملی که به میزبان وابسته است و (1

 و مصرف سیگار ایمونولوژیک افراد، خصوصیات ژنتیکی و

را غیره است که آن ی ضد التهابی غیراستروئیدی وداروها

 خطری برای ابتلا به بیماری دانند.

هلیکوباکتر عواملی که به باکتری وابسته است که  (2

 و هاویهفنوتیپی به س های ژنوتیپی وتوجه به تفاوت با را پیلوری

 زایی هر سویه بابیماری کند.می بندی های مختلفی تقسیمتیپ

های پوششی یزان تبادل علائم بین باکتری و سلولتوجه به م

 هایویههای بین سترین تفاوتمهم میزبان متفاوت است.

سیتوتوکسین ی  )کد کننده vacAدو ژن هلیکوباکتر پیلوری،

 ی پروتئین وابسته به)کد کننده  cagA ژن و واکوئل زا(

 .(4-6) است سیتوتوکسین(

برای  DNAاز های گوناگونی بر اساس استفاده روش

تشخیص و شناسایی گوناگونی ژنتیکی سویه های هلیکوباکتر 

 بر که مبتنی PCRنوعی از پیلوری تا کنون به کار رفته است. 

 و ویلیام توسط بار است اولین DNA رندوم یا تصادفی تکثیر

گردید و این روش را به  معرفی 1990 دهه در همکارانش

یک پرایمر  روش نای در .نامندمی  1PCR-RAPD اختصار

  نوکلئوتید برای واکنش 12تا  8طول غیر اختصاصی به

PCRمحصول الکتروفورز از پس .گردداستفاده می PCR 
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 پروفایل یک نمونه هر برای مختلف هاینمونه واکنش در

 برای آن از توانمی که آید می دستهب منحصربه فردی نسبتا

کرد.  استفاده یاییباکتر هایپاتوژن از سریع بسیاری شناسایی

هلیکوباکتر این روش برای مطالعه ی گوناگونی و انتقال ژنتیکی 

بسیار ارزشمند است. این روش بسیار حساس و با  پیلوری

قطعه ی مشخص  10تا  3باشد. تقریبا کارایی و سرعت بالا می

DNA  به دست می آید.  هلیکوباکتر پیلوریبه ازای هر سویه

به طور مشخص یک الگوی  ر پیلوریهلیکوباکتهر ایزوله از 

به طور قابل تکراری از ایزوله های کند که مشخص تولید می

دیگر متفاوت است. تعیین ژنوتیپ این پاتوژن تاثیر مناسبی در 

روشن سازی نقشه های ژنومیک و درمان آنتی بیوتیکی به همراه 

 خواهد آورد.

 مواد و روش کار:

بیمار شامل  40ی بیوبسی طی این مطالعه ی مقطعی نمونه ها

بیمار طبیعی )که به علت سو هاضمه آندوسکپی شده بودند(،  20

بیمار دچار سرطان توسط پزشک  4بیمار دچار زخم  و  16

از بیمارستان آیت  1403متخصص گرفته شد. نمونه ها در سال 

های انتقال به مرکز الله کاشانی شهرکرد تهیه شدند و در محیط

ولوژی دانشگاه آزاد شهرکرد منتقل شدند. تحقیقات میکروبی

نمونه های بیوپسی سریعا بر روی محیط های بروسلا آگار و 

-درصد خون گوسفند و آنتی 10کمپیلوباکتر آگار حاوی 

کشت  Bهای ونکومایسین، تریمتوپریم و آمفوتریسین بیوتیک

 Sهای های به دست آمده که حاوی باسیلداده شدند. کلونی

ز، اوره آز  و اکسیداز مثبت بودند، به عنوان نمونه شکل، کاتالا

تشخیص داده شدند و با استفاده از  هلیکوباکتر پیلوریهای 

ساخت شرکت سیناژن، استخراج  DNA کیت استخراج 

DNA (7) صورت گرفت. 

از ردیابی  هلیکوباکتر پیلوریبه منظور تشخیص قطعی 

ه منظور ب PCRآزمایش  استفاده گردید. 16srRNAتوالی ژن

های در حضور زوج پرایمر هلیکوباکتر پیلوریتشخیص قطعی 

میکرولیتر تنظیم  25( در حجم نهایی 1شده در جدول )نشان داده

 گردید.

16srRNA ژن رديابي به مربوط پرايمرهاي توالي هلیکوباکتر پیلوریسويه های  در   

(5َ-3َتوالی پرایمر) ژن  (bpاندازه محصول) 

16srRNA 
HP 1F CTGGAGAGACTAAGCCCTCC 

HP 1R ATTACTGACGCTGATTGTGC 
109 

بی

م

ا

 ر
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به صورت  16srRNAبرنامه حرارتی برای تکثیر ژن 

 زیر بود: 

 94سیکل تکراری  60دقیقه، 15درجه به مدت  95

ثانیه و یک  60درجه  62ثانیه و  60درجه  55ثانیه،  60درجه 

زی جفت با 109دقیقه.مشاهده باند  3درجه  72سیکل انتهایی 

 دهنده مثبت بودن تست است.نشان

های روی ایزوله RAPD-PCRجهت انجام تکنیک 

نوکلئوتیدی  10مورد مطالعه از تک پرایمر  هلیکوباکتر پیلوری

معرفی شده توسط  AACGCGCAACبا توالی  1281

Akopyanz واکنش  .و همکاران استفاده شدPCR  در حجم

 2و  PCR buffer 10Xمیکرولیتر  5/2میکرولیتر واجد  25

میکرومول  dNTP Mix ،2میکرومول  Mgcl2 ،250مول میلی

 5و  Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم  2از تک پرایمر، 

 مربوط به هر نمونه تنظیم گردید.  DNAمیکرولیتر از 

چرخه دمایی مورد استفاده جهت تکثیر قطعات پلی 

 94: یک سیکل  در این آزمایش عبارت بود از DNAمورفیک 

درجه  94سیکل تکراری  45دقیقه،  2گراد به مدت درجه سانتی

 40مدت گراد بهدرجه سانتی 45ثانیه،  40مدت گراد بهسانتی

ثانیه و یک سیکل انتهایی  40مدت گراد بهدرجه سانتی 72ثانیه، 

 . (8) هدقیق 5مدت گراد بهدرجه سانتی 72

روش  نوبت با شرایط فوق به 3های مورد بررسی جدایه

PCR  آزمایش شد تا از تعداد و الگوی باندی ایجاد شده در هر

محصول به  RAPD-PCRبعد از  .نمونه اطمینان حاصل شود

ترانس  UVدست آمده در ژل آکارز ران شد و با استفاده از 

-RAPD در تکنیکالمینیتور باندهای حاصله مشاهده گردید. 

PCR  نجام و پس از مطالعه سه نوبت ا های موردروی جدایه

 گرشده در هر جدایه با نشان اطمینان تعداد اندازه باندهای ایجاد

RAPDافزار، الگوی باندی حاصله به کمک نرم Gel J  آنالیز

های درصد، ژنوتیپ 80بالای و با در نظر گرفتن قرابت 

 و پیوند Dice مربوط با روش شباهت (هایپروفایل)

UPGMA  گر ترسیم به هر نشانشناسایی و دندوگرام مربوط

 .گردید

به منظور  PCRدر این تحقیق پس از انجام آزمون 

و  هلیکوباکتر پیلوری 16srRNA تشخیص قطعی باکتری

 109ها با داشتن باند ، تمامی نمونه16srRNAحضور توالی ژن 

 داده شدند.مثبت تشخیص جفت بازی 
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 لوریهلیکوباکتر پی 16srRNAژن   PCR(: ژل حاصل از 1شکل )

نمونه های  3و  2، ستون های DNAجفت بازی  100مارکر  1ستون 

جفت بازی  100مارکر  4. ستون 16srRNAمثبت از نظر ژن 

 )فرمنتاز(.

 

مطالعه  های موردروی ایزوله  RAPD-PCR در تکنیک

شده  سه نوبت انجام و پس از اطمینان تعداد اندازه باندهای ایجاد

الگوی باندی حاصله به کمک نرم ، رگنشانهر در هر ایزوله با 

درصد،  80بالای آنالیز و با در نظر گرفتن قرابت   Gel Jافزار

و  Dice مربوط با روش شباهت (هایپروفایل) هایژنوتیپ

گر شناسایی و دندوگرام مربوط به هر نشان UPGMA پیوند

هایی با ضریب تشابه در این الگوریتم ایزوله. ترسیم گردید

 درصد در یک کلاستر)پروفایل= تیپ( قرار گرفتند. 80بالای 

 RAPD-PCRدست آمده در آزمون در دندروگرام به

مورد بررسی در نمونه های   هلیکوباکتر پیلوریسویه  40در 

ها درصد در میان جدایه 98تا  54طور کلی قرابتی بین بیوپسی به

خوشه اصلی از یکدیگر  9ها در مشهود است. تمامی جدایه

پروفایل  30درصد مجموعاً  80ایز شدند. در ضریب تشابه متم

 نقطه جداگانه شناسایی شد. 21خوشه و  9شامل 

   هلیکوباکتر پیلوریهای  سویهدر  RAPD-PCR دندوگرام 
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DNAدر بررسی قطعات  الکتروفورتیک  

دست آمده از نظر ژنتیکی اشکال زیر مشاهده گردید که نتایج به

سویه  20. نتایج به دست آمده بر روی متنوع و ناهمگن است

جدا شده از بیماران طبیعی نشان داد که هر یک از سویه ها 

الگوی انگشت نگاری ژنتیکی مخصوص به خود را دارند. تعداد 

قطعه  13تا  2باندها از  DNA تا  250و اندازه ی باندها بین  

نتایج (. 1-20)نمونه های   جفت باز متغیر بود 3000  PCR   به

سویه ی جدا شده از بیماران مبتلا به زخم  16دست آمده از 

جفت بار  3000تا  300باند با اندازه ی بین  12تا  2گوارشی 

 4الگوی انگشت نگاری ژنتیکی (.21-36)نمونه های  بودند

باند به  8تا  6سویه ی جدا شده از موارد سرطان معده شامل 

(.37-40مونه های نجهت باز تعیین شد ) 1000تا  500اندازه ی   

 

 

 

 .1-20نمونه های  RAPD-PCR(: الگوی ژنتیکی سویه های طبیعی جدا شده با روش 2شکل )

 

 

 .21-36نمونه های  RAPD-PCR(: الگوی ژنتیکی سویه های جدا شده از بیماران دچار زخم گوارشی با روش 3شکل ) 

 

 .37-40نمونه های  RAPD-PCRبتلا به سرطان با روش (: الگوی ژنتیکی سویه های جدا شده از بیماران م 4شکل )
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 بحث

ترین بیماری باکتریال شایعهلیکوباکتر پیلوریعفونت   

 درصد 95 جهان است. این عفونت در سرتاسر در ایروده-معده

از بیماران  درصد 70-80از بیماران مبتلا به زخم دوازدهه و در 

از افراد  درصد 17 شود. تقریباًمبتلا به زخم معده دیده می

هر ساله  و شوندمثبت، مبتلا به زخم معده می هلیکوباکتر پیلوری

این افراد مبتلا به خونریزی، سوراخ شدگی و یا  از درصد 2-1

شوند. در سوراخ شدگی بدون زخم  انسداد خروجی معده می

 .باشندمی هلیکوباکتر پیلوریازبیماران مبتلا به  درصد 50حدود 

 هلیکوباکتر پیلوریزمانی با ان داده که عفونت هممطالعات نش

های معده وجود موارد سرطان معده شامل لنفوم درصد 90در 

 (.9) دارد

 هلیکوباکتر پیلوریهریک از عوامل ناشی از عفونت 

های خاص ارگانیسم، یک روند چند عاملی است که به ویژگی

شامل  عوامل وابسته به میزبان .محیط بستگی دارد میزبان و

ایمونولوژیکی افراد، مصرف سیگار،  خصوصیات ژنتیکی و

ها را داروهای ضد التهابی غیر استروئیدی و غیره است که آن

دانند. عوامل مربوط به باکتری خطری برای ابتلا به بیماری می

 . (10) فنوتیپی باکتری است شامل خصوصیات ژنوتیپی و

وژیکی بر اساس منابع معتبر موجود بررسی هیستول

ی بیوپسی به همراه آزمون سریع ی بیوپسی وکشت نمونهنمونه

های تشخیصی تهاجمی به عنوان استاندارد روش از از جملهاوره

 طلایی در تشخیص این میکروارگانیسم عنوان شده است.

زیادی است  زاییدارای فاکتورهای بیماری هلیکوباکتر پیلوری

چنین شود و هممی که باعث بقاء آن در محیط اسیدی معده

با سیستم  دهد تا باکتری در مخاط معده کلونیزه شود واجازه می

شود. گسترش ایمنی میزبان مقابله کند و باعث تخریب بافتی 

 های مختلف باکتری بین شرق آسیا وجغرافیایی ژنوتیپ

بررسی اپیدمیولوژیک در  کشورهای اروپایی متفاوت است و

در محل ارتباطی این کشورها دارای  ایران به دلیل قرار گرفتن

رسد گسترش بیماری به اهمیت فراوانی است که به نظر می

 ی باکتری، حساسیت میزبان وسویه زاییفاکتورهای بیماری

ترین تفاوت بین مهم فاکتورهای کمکی محیط بستگی دارد.

 حضور یا عدم حضور ژن هلیکوباکتر پیلوریهای مختلف سویه

cagA ای مختلف ژنهژنوتیپ و vacA رسد است. به نظر می

که دارای  vacAهایی ازو آلل cagA هایزمان ژنحضور هم

زایی خاصیت واکوئله کنندگی هستند، باعث افزایش بیماری

 هایسویه اند. تنهاشده بندیطبقه Iشود که در تیپ باکتری می

 اندبوده IIIو  IIشده از بیماران مبتلا به گاستریت تیپ  جدا

(11). 

میزان شیوع عفونت در نقاط مختلف جهان، متفاوت 

های خفیف است. در کشورهای غربی گاستریت و بیماری
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های گوارشی گوارشی و در کشورهای آسیای شرقی بیماری

جا از جمله سرطان معده رواج بیشتری دارند. از آن ترخطرناک

فرهنگی   شده و از لحاظ اقتصادی و که ایران در خاور میانه واقع

هم با کشورهای آسیای شرقی و هم با کشورهای غربی در 

 و هلیکوباکتر پیلوریارتباط است، بررسی شیوع عفونت 

فاکتورهای ویرولانس در این کشور جهت درمان وکنترل 

هلیکوباکتر شیوع عفونت  رسد.بیماری ضروری به نظر می

های ارشدر ایران مانند بسیاری از کشورها بالا است. گز پیلوری

-با بیماری هلیکوباکتر پیلوریدهند که عفونت متعدد نشان می

های دستگاه گوارش فوقانی ارتباط نزدیک دارد. از طرف دیگر 

های این باکتری منجر نشان داده شده که عفونت با همه ی سویه

زایی مثل که نقش عوامل بیماریشود. با اینبه بیماری نمی

vaccA  وcagA های رد بحث است؛ هنوز تفاوتدر باکتری مو

-هایی که در انسان ایجاد زخم یا سرطان میموجود بین باکتری

-کنند یا عفونت آنهایی که بیماری خفیف تولید میکنند با آن

ای همراه نیست، مشخص نشده است. در این زمینه ها با عارضه

تأثیر عواملی مثل خصوصیات میزبانی انسان، موقعیت جغرافیایی 

هلیکوباکتر چنین نوع سویه باکتریایی بر عواقب عفونت و هم

-گزارش ای در حال بررسی است.به صورت گستردهپیلوری 

قابل توجهی در  2اند که تنوع ژنتیکیهای مختلف نشان داده

                                                      
2 -Heterogeneity 

در نقاط مختلف دنیا وجود دارد. هلیکوباکتر پیلوری جمعیت 

-ریاین تنوع ژنتیکی منجر به گوناگونی در خصوصیات بیما

بیوتیک، ویژگی چسبیدن به زایی باکتری مثل مقاومت به آنتی

-گردد. به نظر میهای اپیتلیال و حتی تولید توکسین میسلول

از یک میزبان انسانی به میزان  هلیکوباکتر پیلوریرسد زمانی که 

یابد برای سازگاری با شرایط جدید انسانی دیگر انتقال می

شود. دلیل تنوع زیاد جه تنوع میناگزیر دچار تغییرات و در نتی

دانند که به را مربوط به پدیده نوترکیبی میهلیکوباکتر پیلوری 

چنین گیرد. همطور مکرر در ساختار ژنوم باکتری صورت می

های مخلوط )وجود بیش از یک سویه در یک وجود عفونت

های مختلف میزبان انسانی(، امکان تبادل ژنتیکی را بین سویه

 کند.یفراهم م

های به دلیل میزان بالای تغییرات ژنتیکی در بین سویه

های مولکولی متعددی برای تمایز روشهلیکوباکتر پیلوری، 

 ها شاملاند. این روشهای بالینی مورد استفاده قرار گرفتهسویه

RFLP ،Ribotyping ،REP-PCR ،PFGE  وRAPD-

PCR های باشند. در این مطالعه تنوع ژنتیکی سویهمی

جدا شده از نمونه های بیوپسی بیماران مبتلا هلیکوباکتر پیلوری 

مورد بررسی  RAPD-PCRهای گوارشی با روش به بیماری

های یکی از روشRAPD-PCR قرار گرفته است. روش 
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حساس و کارآمد مولکولی است که برای تعیین تنوع ژنتیکی 

-ده میدر جوامع مختلف استفاهلیکوباکتر پیلوری های  سویه

چنین این روش در مطالعات اپیدمیولوژیک از جمله شود. هم

ها یا از طریق بین زوج هلیکوباکتر پیلوریبررسی امکان انتقال 

آشامیدن آب چاه، تشخیص آلوده بودن یک فرد با بیش از یک 

سویه باکتریایی و طراحی درخت فیلوژنی )دندروگرام( برای 

ی متفاوت یک گونه به کار هانمایش میزان قرابت ژنتیکی سویه

رود. در این روش از یک تک پرایمر چند نوکلئوتیدی می

های خاصی شود که ترادفنوکلئوتیدی( استفاده می 10)اغلب 

های تکراری معکوس( را در ژنوم باکتری شناسایی و )ترادف

 PCRکند. با داشتن اطلاعات مربوط به محصولات تکثیر می

یک باکتری را به دست  3ری ژنتیکینگاتوان الگوی انگشتمی

های نگاری ژنتیکی سویهآورد. با تجزیه و تحلیل الگوی انگشت

توان درخت فیلوژنی را به دست آمده از بیماران مختلف، می

بندی های معین تقسیمهای باکتریایی را در دستهرسم و سویه

کرد. در این مطالعه بر اساس اطلاعات به دست آمده از درخت 

با  هلیکوباکتر پیلوریهای وژنی، امکان ارتباط بین سویهفیل

نگاری خاص و ایجاد بیماری گوارشی معین، الگوی انگشت

 .(12) بررسی گردید

                                                      
3 -Genetic fingerprint 

به عنوان یک عامل  هلیکوباکتر پیلوریهای اخیر در سال

های گوارزشی از جمله زخم و سرطان مهم در ایجاد بیماری

از اقدامات اساسی در  معده مطرح شده است. بنابراین  یکی

جهت پیشگیری از عواقب شدید عفونت این باکتری، شناسایی 

زا و های غیر بیماریها از سویهزا و تمایز آنهای بیماریسویه

های درمانی مناسب است. بررسی آمد آن به کارگیری فرمولپی

مثل  هلیکوباکتر پیلوریهای خصوصیات فتوتیپیک سویه

عات مفیدی در مورد طبیعت و شدت آز اطلافعالیت اوره

دهد، به همین دلیل ها در اختیار قرار نمیزایی آنبیماری

در جست و جوی تر های ظریفدانشمندان هنوز با موشکافی

-تر هستند. الگوی انگشتتر و دقیقهایی اختصاصیشاخص

نگاری ژنتیکی یک موجود مانند باکتری، حاوی اطلاعاتی است 

شود، ت صفات فنوتیپیک خاصی ظاهر نمیکه الزاما به صور

تواند به عنوان یک شاخص ژنتیکی برای تمایز دقیق ولی می

یکی از  RAPD-PCRگیرد. های مورد استفاده قرار سویه

نگاری توان الگوی انگشتهایی است که توسط آن میروش

های باکتریایی را مشخص کرد. این روش امروزه ژنتیکی سویه

جدا  هلیکوباکتر پیلوریهای تقسیم بندی سویه کاربرد مهمی در

 شده از بیماران مختلف پیدا کرده است. 
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Smith هایو همکاران قدرت تمایز روش ,RFLP 

RAPD  و آنالیز ساترن بلات وجود ژنureA  یاueCD  را

جدا شده از افراد نیجری  هلیکوباکتر پیلوریسویه  33روی 

بندی ت تمایز و دستهبررسی کردند و نتیجه گرفتند که قدر

ها بیشتر است نسبت به دیگر روش RAPDو سادگی  4کردن

(8). 

ده شجدا  هلیکوباکتر پیلوریسویه  40در این مطالعه تعداد 

-RAPDاز بیماران طبیعی و مبتلا به زخم و سرطان با روش 

PCR  از بیماران طبیعی و مبتلا به زخم و سرطان با روش

RAPD-PCR ار گرفتند و یل مولکولی قرمورد تجزیه و تحل

ی با ها تعیین شد. در این بررسنگاری ژنتیکی آنالگوی انگشت

نوکلئوتیدی، باندهای  10به کارگیری یک تک پرایمر 

 قطعه مشاهده شد. 13به سویه تا  مخصوص

. Akopyanz 1992و همکاران در سال 

نوکلئوتیدی از جمله تک  10با به کارگیری تک پرایمرهای 

 15نشان دادند که باندهای مخصوص به سویه تا  1281پرایمر 

 .دادندقطعه بارز را تشکیل می

جدا  هلیکوباکتر پیلوریسویه  40نتایج این مطالعه بر روی 

ها الگوی شده از بیماران ایرانی نشان داد که هر یک از سویه

و همکاران نیز با  Akopyanzمختص خودشان را دارند. 

                                                      
4 -Typeability 

 53های جدا شده از وانستند سویهت RAPDاستفاده از روش 

زخم معده و یک بیمار مبتلا به بیمار طبیعی، دو بیمار مبتلا به 

ای را از هم متمایز سازند. نتایج مطالعه مذکور متاپلازی روده

ها الگوی مختص خودشان را نیز نشان داد که هر کدام از سویه

ی خاص هادارند. نتایج این مطالعات میزان بالای تنوع ترادف

DNA دهد. نشان می هلیکوباکتر پیلوریهای را در بین سویه 

های در این بررسی بر اساس نتایج به دست آمده، سویه

-یهگروه شامل دو گروه مربوط به سو 9در  هلیکوباکتر پیلوری

های های جدا شده از بیماران طبیعی و دو گروه مربوط به سویه

که این ار گرفتند. به دلیلجدا شده از بیماران مبتلا به زخم قر

گروه  باندهای مشابه در هر دو گروه سرطانی و طبیعی دیده نشد،

در  ای راهای جدا شده از بیماران سرطانی شاخه جداگانهسویه

 در بین دندروگرام اشغال کردند. به دلیل وجود باند مشترک

خم های مربوط به هر دو گروه بیماران طبیعی و دارای زسویه

تلا به های بیماران مبهای طبیعی هم در بین سویهز سویهبعضی ا

 زخم قرار گرفتند.

سویه جدا شده  16با مطالعاتی که در آفریقای جنوبی روی 

سویه  15سویه از موارد زخم گوارشی و  26از بیماران طبیعی، 

انجام گرفت،  RAPD-PCRاز موارد سرطان معده با روش 

های اری ژنتیکی سویهنگنشان داده شد که الگوی انگشت
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جفت  100-4600باند مجزا به اندازه  1-7از   هلیوباکتر پیلوری

باز متغیر است. تجزیه و تحلیل درخت فیلوژنی در مطالعه 

هلیکوباکتر های مذکور نشان داد که تنوع ژنتیکی در بین سویه

% در  2/64 +43ها با ضریب شباهت وجود دارد و سویه پیلوری

 . (13) گیرندرار میدو گروه مجزا ق

 نتیجه گیری

دهند که روش مطالعه حاضر و مطالعات مشابه نشان می

RAPD-PCR  یک روش مناسب برای تعیین میزان تنوع

است. نتایج این  هلیکوباکتر پیلوریهای  ژنتیکی در بین سویه

 هلیکوباکتر پیلوریهای مطالعه نشان داد که تنوع ژنتیکی سویه

های مربوط به بیماران توان سویهکه نمیآن قدر گسترده است 

های معین و جداگانه طبیعی، دارای زخم و سرطان را در گروه

گیری زمانی قابل استناد است قرار داد. در عین حال این نتیجه

های بیشتری از ها افزایش یابد و تعداد سویهکه تعداد گزارش

العه بررسی و با پرایمرهای بیشتری در هر مط هلیکوباکتر پیلوری

به دلیل قرار گرفتن در   هلیکوباکتر پیلوریشوند. اعضای گونه 

های انسانی متفاوت و مواجهه با شرایط محیطی مختلف میزبان

ممکن است دستخوش تغییراتی شوند که نتیجه سازگاری 

های جدید است. تعیین این مطلوب با میزبان و ظهور زیرگونه

و تعیین منشا آلودگی و راه انتقال ها از نظر اپیدمیولوژی زیرگونه

 مهم است. 
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Genotyping of Helicobacter pylori strains isolated from biopsy samples in 

Shahrekord city by RAPD PCR 
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Absteract:

 

Helicobacter pylori is an important cause of gastrointestinal diseases. Since genetic diversity 

within the Helicobacter pylori population occurs in large quantities, methods such as RAPD-

PCR were used to determine the possible relationship between specific Helicobacter pylori 

genotypes and various gastric diseases. In this study, the genetic pattern of Helicobacter pylori 

strains isolated from different patients with dyspepsia was investigated by RAPD-PCR.  

During this study, biopsy samples from 40 patients, including 20 normal patients, 16 ulcer 

patients, and 4 cancer patients, were extracted using a DNA extraction kit manufactured by 

Cinagene Company, and the strains were identified in the presence of 16srRNA primers.  

In this study, after performing the determined in the presence of specific primers and the 

strains were genotyping was performed by RAPD-PCR. PCR test for the definitive diagnosis of 

Helicobacter pylori, all samples were detected positive with a band of 109 base pairs. The vacA 

gene was detected in 30 samples (70%) and the cagA gene in 2 samples. In the dendrogram 

obtained in the RAPD-PCR test in 40 Helicobacter pylori strains examined in biopsy samples, 

a general affinity between 54 and 98% among the isolates is evident. All isolates were 

distinguished from each other in 9 main clusters. At a similarity coefficient of 80%, a total of 30 

profiles including 9 clusters and 21 separate points were identified.  

In the examination of electrophoretic DNA fragments, the following patterns were observed, 

indicating that the results obtained are genetically diverse and heterogeneous. The results 

obtained on 20 strains isolated from normal patients showed that each of the strains has its own 

genetic fingerprint pattern. 

Keywords: Biopsy, Genotyping, Helicobacter pylori, RAPD-PCR 
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اوپرون های بیوتیکی و بررسی فراوانی ژنالگوی مقاومت آنتی تعیین ica استافیلوکوکوس های سویه در 

جدا شده از موارد کلینیکی شهرستان شهرکرد  ساپروفیتیکوس  
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با  .باشدمییکی از عوامل عفونت مجاری ادراری  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس 

های بالایی جهت جداسازی، زا هزینهیها و وجود عوامل بیمارتوجه به گستردگی سویه

-تعیین الگوی مقاومت آنتی منظورگیرد. این مطالعه بهتشخیص و درمان این باکتری صورت می

جدا  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس هایدر ایزوله icaاوپرون  هایفراوانی ژنبیوتیکی و 

 ایزوله 34ین تحقیق بر روی ا در شهرستان شهرکرد انجام گرفت.عفونت ادراری  شده از مواد 
در شهرستان شهرکرد  موارد عفونت ادراریجدا شده از  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس

منظور تشخیص باکتری، الگوی مقاومت های بیوشیمیایی بهصورت گرفت. بعد از انجام تست

-tetK  ،ant(4)های بیوتیکی به روش کربی بائر بررسی گردید. جهت بررسی فراوانی ژنآنتی

Ia ،vanA ،ermA  وicaA/C/D/B/R  ای پلی مراز با استفاده از زوج آزمون واکنش زنجیره

درصد(  و  2/91بیشترین مقاومت نسبت به پنی سیلین ) پرایمرهای اختصاصی صورت گرفت.

  tetK 7/64ژن درصد(  گزارش شد. فراوانی  9/5کمترین مقاومت نسبت به وانکومایسین )

صفر درصد گزارش    vanA درصد و  ant(4)-Ia 58/20 درصد ،  ermA 88/55 درصد، 

 7( در درصد 70/64) icaDایزوله  22(، در درصد 52/73)  icaAیزوله ژن ا 25در  . گردید

 icaR (7/14ایزوله  5( و در درصد 7/14)  icaBایزوله  5( در  درصد 58/20)  icaCایزوله 

  .( گزارش گردیددرصد

-بیوتیکنسبت به تعدادی از آنتی استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس دهدنتایج نشان می

وجود ارتباط آماری معنی دار بین مقاومت با . عدم مقاومت دارد هاهای انتخابی درمان عفونت

ها بیوتیکی در بین ایزولهدیسک و مقاومت به روش مولکولی  نشان دهنده انتقال مقاومت آنتی

 باشدها میها و ترانسپوزونتگروناز طریق عوامل دیگری نظیر این
 

استافیلوکوکوس  کلمات کلیدی:
اوپرون  ،ساپروفیتیکوس ica ،

مقاومت  هایعفونت ادراری، ژن

بیوتیکیآنتی  
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 مقدمه

های وسستافیلوکوکابیش از دو دهه از پیدایش 

این  گذرد.پاتوژن فرصت طلب می عنوانکوآگولاز منفی به

ها دارای گستردگی وسیعی در طبیعت بوده و جزء باکتری

سه  (.1گردند )زا فرصت طلب محسوب میهای بیماریباکتری

عبارتند از  استافیلوکوکوسگونه حائز اهمیت بالینی جنس 

و  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، استافیلوکوکوس ارئوس

خصوصیت مشترک این . کوساستافیلوکوکوس ساپروفیتی

ها در کروی شکل بودن، گرم مثبت بودن، عدم وجود باکتری

(. 1-3باشد )اندوسپور و دارا بودن فعالیت کاتالازی می

ترین عوامل یکی از مهم 5های کوآگولاز منفیاستافیلوکوک

های بیمارستانی مربوط به نوزادن خصوصا در نوزادان عفونت

های کشت ترین آلایندهو یکی از مهمباشند وزن مینارس و کم

(. خصوصیات برجسته این 4،5شوند )محسوب می

ها توانایی در چسبیدن و رشد بر روی سوندها و میکروارگانیسم

باشد. پس از تماس اولیه و اتصال به سطح دیگر ابزار پزشکی می

های باکتریایی، بیوفیلم که یک فاکتور ویرولانس مهم سلول

گردد. بیوفیلم شامل فاکتور چسبندگی بین می باشد تولیدمی

شوند. کد می ica وسیله اوپرونکه به 6ساکاریدیسلولی پلی

 icaو ژن تنظیم کننده  icaADBC هایاین اوپرون شامل ژن

                                                      
3- Coaguluse Negative (CONS)  

R باشد که از رونویسی اوپرون میica کندجلوگیری می 

نتایج حاصل از تحقیقات انجام شده روی مراحل تشکیل  (.6،7)

دهد که تجمع سلولی و سنتز کپسول پلی وفیلم نشان میبی

شود. انجام می icaساکاریدی به واسطه اوپرون 

یک پاتوژن ادراری معروف،  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس

باشد. این یافته نشان بدون ارتباط باسوندهای جایگزین شده می

دهد که باکتری دارای توانایی احتمالی چسبیدن و رشد می

(. مقاومت به 8-13باشد )مر در مجاری ادراری را دارا میمست

عوامل ضد میکروبی یک مسئله در حال افزایش جهانی، 

 استافیلوکوکوس مخصوصا در بین الگوهای بیمارستانی است.

های بیمارستانی است. مقاومت ترین عوامل عفونتیکی از شایع

مت یک مشکل مهم برای سلا استافیلوکوکوسبه چند دارو در 

های مقاوم به انسان خواهد بود. افزایش مقاومت دارویی سویه

های سیلین مشکل جدی در درمان و کنترل عفونتمتی

مورد  های مقاومت درترین مکانیسممهم است. استافیلوکوکی

سیلین را از طریق پنی سیلین تولید بتالاکتام هایی است که پنی

با  (.14،15کنند ) میی بتالاکتام آن غیرفعال هیدرولیز حلقه

که در شهرستان شهرکرد تاکنون تحقیقی در مورد توجه به این

های تعیین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و بررسی فراوانی ژن

 استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوسهای  در ایزوله icaاوپرون 

4- Polysaccharide intercellular adhesion (PIA) 
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صورت نگرفته در این تحقیق  عفونت ادراریجدا شده از موارد 

 بررسی این فاکتورها بپردازیم.به بر آن شدیم تا 

 مواد وروش ها

ایزوله  34مقطعی  -در این مطالعه توصیفی

جدا شده از موارد عفونت  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس

عیین الگوی مقاومت منظور تادراری در شهرستان شهرکرد به

مورد بررسی   icaA/C/D/B/R هایآنتی بیوتیکی و ردیابی ژن

 . ندقرار گرفت

استافیلوکوکوس نمونه گیری و جداسازی الف( 

 ساپروفیتیکوس

 مورد بررسی ادرار هایمنظور جداسازی باکتری  نمونهبه

در محیط بلادآگار )ساخت شرکت مرک آلمان( کشت داده 

ساعت گرم خانه گذاری از نظر رنگ آمیزی  24شدند و پس از 

گرم، تست های کاتالاز، کوآگولاز، تخمیر قندهای گزیلوز، 

کارز، ترهالوز، مالتوز، مانیتول، همولایزین و حساسیت نسبت سا

در این تحقیق  .(16،17) به نوبیوسین مورد بررسی قرار گرفتند

Staphylococcus saprophyticus از سویه استاندارد

1440PTCC   های علمی و صنعتی پژوهشتهیه شده از مرکز

 عنوان سویه استاندارد استفاده گردیدبه

 ب( تعیین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی

های بیوتیکی ایزولهمنظور تعیین الگوی مقاومت آنتیبه

از روش کربی بائر )انتشار  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس

های آنتی استفاده شد. دیسک CLSIدیسک( طبق دستورالعمل 

واحد(،  10یکی مورد استفاده شامل پنی سیلین )بیوت

میکروگرم(،  1میکروگرم(، اگزاسیلین ) 5سیپروفلوکساسین )

میکروگرم(،  30میکروگرم(، تتراسایکلین ) 10جنتامایسین )

میکروگرم(، کوتریموکسازول  15اریترومایسین )

 30میکروگرم(، سفتازیدیم ) 30میکروگرم(، ریفامپین )25)

 5میکروگرم(، گلوکزاسیلین ) 30الوتین )میکروگرم(، سف

میکروگرم(، آموکسی کلاو  30میکروگرم(، وانکومایسین )

 30میکروگرم( و سفوتاکسیم ) 30میکروگرم(، سفالکسین ) 30)

میکروگرم(  استفاده گردید. در این روش سوسپانسیون باکتری 

مک فارلند بر روی محیط مولر  درصد 5با کدورت معادل 

تلقیح گردید. پس از گذاشتن دیسک ها در محیط  هینتون آگار

درجه   37ساعت انکوباسیون در دمای  در دمای  24کشت و 

بیوتیک با گراد، قطر هاله عدم رشد  برای هر آنتیسانتی

  (.18عنوان حساس و مقاوم ثبت گردید )دستورالعمل مربوطه به

 ج( آزمایشات مولکولی

های بیوتیکی و ژننتیهای مقاومت آمنظور فراوانی ژنبه

ica ابتدا  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوسهای  در ایزوله

DNA های جدا شده با استفاده از کیت استخراج ژنومی ایزوله

DNA  فرمنتاز، لیتوانی( مطابق دستورالعمل شرکت سازنده(

http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=279&code=0
http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=279&code=0
http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=279&code=0
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روی  PCRاستخراج و بسته به اندازه قطعات ژنی آزمایش 

DNA .مرهای مورد استفاده جهت توالی پرای انجام گرفت

های ژنو   tetK  ،ant(4)-Ia ،vanA ،ermAهای ژنردیابی 

ica ( نشان داده شده است.1در جدول ) 

.  

اندازه  بررسی شماره

 محصول

دمای 

 انلینگ

 ژن توالی پرایمر

CP029663.1 135 50 F: AATCGGTAGAAGCCCAA 

R: GCACCTGCCATTGCTA 

 

ant(4)-

Ia 

AE017171.1 

 

474 50 F: ATGAATAGAATAAAAGTTGC 

R: TCACCCCTTTACGCTAATA 

 

van A 

NG_055987.1 360 56 F: GTAGCGACAATAGGTAATAGT 

R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA 

 

tet K 

KX638975.1 434 65  F: GCGGTAAACCCCTCTGAG 

R: GCCTGTCGGAATTGG 

 

erm A 

AF500267.1 103 54 F: ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 

R: GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC 

 

ica A 

U43366.1 302 54 F: CTG ATC AAG AAT TTA AAT 

CAC AAA 

R: AAA GTC CCA TAA GCC TGT TT 

 

ica B 

U43366.1 469 54 F: TAA TCC CGA ATT TTT GTG AA 

R: AAC GCA ATA ACC TTA TTT 

TCC 

 

ica R 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029663.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=SJD66JYR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AE017171.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=SJD3N916015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NG_055987.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=SJD0NAZS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX638975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=SJCWDWSS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF500267.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=SGHJJGC9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U43366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=SGHYJAXG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U43366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SGJKY8BR014
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U43366.1 400 54 F: TAACTT TAG GCG CAT ATG TTT 

RTTC CAG TTA GGC TGG TAT TG3 

 

ica C 

U43366.1 198 54 F: ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 

R: CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC 

AA 

 

ica D 

( توالی پرایمرهای مورد استفاده و برنامه دمایی جهت ردیابی ژن های 1جدول ) tetK   ، ant(4)-Ia  ، vanA ،ermA 

PCRحجم  برنامه دمایی  PCR منبع میکرولیتر( 25)   ژن 

22،21  1 cycle: 

94 0C ------------ 5 min. 

30 cycle: 

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

50 0C ------------ 60 s 

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

1 cycle: 

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

بافر  میکرولیتر 5/2 PCR 

یزیم )فرمنتاس(میلی مول کلرید من 5/2  

میکرومول 100  Mix  dNTP )فرمنتاس(   

پلی مراز  آنزیم  واحد DNA  )پلی مراز )فرمنتاس  

میکرولیتر 2 DNA مربوط به هر نمونه   

Ant (4)-Ia, Van A 

20،19  1 cycle: 

94 0C ------------ 5 min. 

30 cycle: 

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

54 0C ------------ 60 s 

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

1 cycle: 

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

بافر  میکرولیتر 5/2 PCR 

میلی مول کلرید منیزیم )فرمنتاس( 5/2  

میکرومول 100  Mix  dNTP )فرمنتاس(   

پلی مراز آنزیم  واحد DNA  )پلی مراز )فرمنتاس  

میکرولیتر 2 DNA مربوط به هر نمونه   

tet K, erm A 

23 1 cycle: 

94 0C ------------ 5 min. 

30 cycle: 

94 0C ------------ 45 s 

54 0C ------------ 60 s 

بافر  میکرولیتر 5/2 PCR 

میلی مول کلرید منیزیم )فرمنتاس( 5/2  

میکرومول 100  Mix  dNTP )فرمنتاس(   

ica A, ica B, ica R 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U43366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SGJKY8BR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U43366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=SGJKY8BR014
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72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 

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

پلی مراز آنزیم  واحد DNA  منتاس(پلی مراز )فر  

میکرولیتر 2 DNA مربوط به هر نمونه   

23 1 cycle: 

95 0C ------------ 5 min. 

30 cycle: 

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

54 0C ------------ 60 s 

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

1 cycle: 

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

بافر  میکرولیتر 5/2 PCR 

منیزیم )فرمنتاس( میلی مول کلرید 5/2  

میکرومول 100  Mix  dNTP )فرمنتاس(   

پلی مراز آنزیم  واحد DNA  )پلی مراز )فرمنتاس  

میکرولیتر 2 DNA مربوط به هر نمونه   

ica C, ica D 

 PCR ،15منظور ردیابی قطعه ژنی تکثیر یافته در  به

درصد آگاروز واجد  2روی ژل  PCRمیکرولیتر از محصول 

در ولتاژ ثابت ایران( -)سیناژن  DNA Safe Stainمحلول رنگی 

جفت بازی  100 دقیقه در حضور مارکر 45مدت ولت به 90

DNA  فرمنتاز، لیتوانی( صورت گرفت. و پس از مشاهده ژل(

( Uviteckدست آمده با دستگاه تراس لومیناتور )انگلستان، به

 دست آمده روی کاغذ حرارتی ثبت شد.تصویر به

 ها:یافته

کاتالاز و کوآگولاز  فیلوکوکوس ساپروفیتیکوساستا

باشد باشد و نسبت به نووبیوسین نیز مقاوم میو همولیز منفی می

های این باکتری در محیط بلاد آگار واکنش همولایزین کلونی

. منفی و مقاومت نسبت به نووبیوسین نشان دادند

 گزیلوز،قادر به تخمیر قندهای  استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس

نمونه مورد  34از باشد. می ترهالوز، مانیتول، ساکاروز و مالتوز

 64/17ایزوله ) 6( از نمونه ادرار، %58/70ایزوله ) 24بررسی 

های ( از کیسهدرصد 76/11ایزوله ) 4( از نمونه زخم و درصد

 دیالیز جدا شده بودند. 

)  icaAایزوله ژن  25در  PCRپس از انجام آزمون 

ایزوله  7( در درصد 70/64) icaDایزوله  22ر (، ددرصد 52/73

icaC  (58/20 در درصد )ایزوله  5icaB  (7/14 و در درصد )

 .( گزارش گردیددرصد 7/14) icaRایزوله  5

 
 icaR, icaBهای ژن PCR. الکتروفورز محصولات 1شکل 

 469: باند 1جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر 4ستون . icaAو
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جفت بازی  302: باند 2، ستون icaRبوط به ژن جفت بازی مر

جفت بازی مربوط به ژن  103: باند 3، ستون icaBمربوط به ژن 

icaA. 

 

 icaC, icaDهای ژن PCR. الکتروفورز محصولات 2-4شکل 

: کنترل منفی، 2جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر 1ستون 

، ستون icaDن جفت بازی مربوط به ژ 198: باند 4و  3های ستون

 .icaCجفت بازی مربوط به ژن  400: باند 6و5

پس انجام تست آنتی بیوگرام با استفاده از روش دیسک  

( و %2/91) مقاومت به آنتی بیوتیک  پنی سیلینبیشترین دیفیوژن، 

گزارش گردید.  (%9/5)وانکومایسین کمترین مقاومت نسبت به 

 .( نشان داده شده است 1نتایج در نمودار )

 

استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوسهای (: درصد مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله1نمودار )  

-های کد کننده مقاومت آنتیژن در قسمت ردیابی

 ermA 88/55ژن  درصد،  tetK 7/64ژن فراوانی بیوتیکی 

کدام از در هیچ  vanAژن % و  70در  ant(4)-Iaژن  درصد، 

 در تجزیه و تحلیل آماری با آزمون  .گردیدایزوله ها گزارش ن

های مورد بررسی بیوتیک و ژنمربع کای بین مقاومت با آنتی

مشاهده نگردید  (pvalue> 0/05ارتباط آماری معنی دار

 (.2)جدول 
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استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوسهای بیوتیکی در ایزولههای مقاومت آنتیفراوانی ژن (:  2جدول )  

 نوع ژن

 
وتیکآنتی بی  مقاومت با دیسک 

مقاومت به روش تشخیص 

 مولکولی

tet K تتراسایکلین 
19 

88/55 %  

22 

7/64 %  

ant(4)-Ia جنتامایسین 
10 

41/29 %  

7 

58/20 %  

vanA ونکومایسین 
2 

88/5 %  

0 

0%  

ermA اریترومایسین 
17 

50 %  

19 

88/55 %  

 4نمونه مربوط به جنسیت زن و  30 نمونه مورد بررسی 34از 

از نظر گروه سنی نمونه های  نمونه مربوط به جنسیت مرد بودند.

و بالای  40-49، 30-39، 20-29، 1-19گروه  5مورد بررسی به 

تقسیم شدند. بیشترین میزان آلودگی در گروه سنی بالای  49

سال مشاهده گردید. نتایج  مربوط به جنسیت و گروه سنی  49

 به تفکیک در جدول نشان داده شده است.

. 

 جنسیت گروه سنی

 % زن % مرد

19-1  0 134/10%  7 72/13%  

29-20  2 79/13%  11 56/21%  

39-30  1 68/20%  9 64/17%  

49-40  1 68/20%  6 76/11%  

49<  0 48/34%  18 29/35%%  

%100 4 جمع  30 100%  
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 و نتیجه گیری بحث

ها در طبیعت بسیار گسترده می باشند و استافیلوکوک

در پوست، غشای مخاطی و سایر  مزیستصورت هند بهتوانمی

ها در انسان و حیوان تشخیص داده شوند این باکتری بخش

دارای ادهسین )پروتئین چسبنده( از نوع لاکتوز آمین است که 

شود. در این های ادراری میموجب اتصال باکتری به سلول

های ترین فاکتور ویرولانس در ایجاد عفونتباکتری مهم

های اپی تلیال دستگاه ادراری وانایی چسبیدن به سلولتدراری ا

  ,icaD, icaCهای ژن در بعضی از مطالعات(. 5،4باشد )می

به طوری  معرفی شده اند،عوامل تولید بیوفیلم  به عنوان icaAو

و همکارانش در  Ziebuhr ی انجام شده توسطکه در مطالعه

زایی و تشکیل ماریدر بی icaبه اثبات حضور ژن  1999سال 

در بیماران  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسهای بیوفیلم در ایزوله

-هم (.24دارای عفونت مرتبط با ابزار پزشکی مشخص گردید )

 2004و همکارانش در سال  Cafisoای در مطالعهچنین 

و تولید  icaDو icaAهای همبستگی قوی بین درصد حضور ژن

کوآگولاز استافیلوکوکوس های هلایه چسبنده اسلایم در ایزول

و همکارانش که  Gadدر مطالعه  (.25) مشخص گردیدمنفی 

ایزوله  18از انجام گرفت نشان داده شد که  2009در سال 

جدا شده از سوندهای ادراری  استافیکوکوکوس اورئوس

( تشکیل بیوفیلم دادند. در این مطالعه % 83) ایزوله 15انسان، 

بیوفیلم از نظر فنوتیپی قادر به تشکیل  هایی کهتمامی جدایه

و گزارش گردید مثبت ها نیز در آن icaAهای ژنبودند، 

  icaهایکه از لحاظ فنوتیپی منفی بودند فاقد ژنهایی ایزوله

طی مطالعات خود بر  2013در  و همکارانش Zhou (.26) بودند

نشان دادند که  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسایزوله  82 روی

تولید کننده لایه  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسهای ه ایزولههم

نیز مثبت هستند و ارتباط  icaAهای از لحاظ وجود ژن اسلایم

تولید کننده لایه  icaDو  icaAژن  زیادی بین فراوانی دو

 (.27اسلایم وجود دارد )

 icaDو ژن  %52/73با فراوانی  icaAژن  ما در تحقیق

 icaC،icaBهای بالاترین فراوانی و ژناز  %70/64با فراوانی 

 درصد70/14، درصد 70/14، درصد 58/20با فراوانی  icaRو

و همکارانش  Arciohaکه نسبت به تحقیق  گزارش گردیدند

استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس ایزوله بالینی  101بر روی که 

و  icaAهای ژن صورت گرفت، و استافیلوکوکوس آرئوس

icaD  در این یق ما از میزان کمتری برخوردار بود نسبت به تحق

که از  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسهای ایزولهاز   %49 تحقیق

های نظر تولید لایه اسلایم مثبت تشخیص داده شده بودند، ژن

icaA  وicaD ( 28را نیز دارا بودند.) ای که توسط درمطالعه

Chaieb  های در ایزوله 2007و همکارانش در سال
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جدا شده از بیماران کلیوی انجام  افیلوکوکوس اپیدرمیدیساست

گزارش  درصد  icaD  /icaA 9/71های شد، فراوانی ژن

  (.29باشد )گردید که با نتایج حاصل از تحقیق ما مشابه می

Oliveira بر  2010ای که در سال و همکارانش در مطالعه

-ژنکوآگولاز منفی در مورد فراوانی  استافیلوکوکوسروی 

انجام دادند نتایج این آزمایش نشان  icaDو  icaCو  icaAهای 

در  icaCها و ژن ایزوله %40در  icaDو icaAهای داد که ژن

ها وجود دارد که نسبت به تحقیق ما از فراوانی ایزوله 42%

و همکارانش  Wojtyczka (. 30) باشدکمتری برخوردار می

گونه  32بر روی  2014ای که در سال در مطالعه

های انجام دادند وجود ژن سیاستافیلوکوکوس اپیدرمید

icaADBC  ( نشان دادند. در این % 88/46ایزوله ) 15را در

 درصد 38/34ترتیب در به icaAو icaDهای تحقیق فراوانی ژن

گزارش گردید درصد   5/37در  icaCو ژن  درصد 13/28و 

 (.31دار بود )که نسبت به تحقیق ما از فراوانی کمتری برخور

دهد که ارتباطی بین مطالعات بعضی از محققان نشان می

وجود ندارد و عوامل دیگری نظیر  icaهای تولید بیوفیلم و ژن

های بدن و تولید بیوفیلم از ، شرایط بافتpHحضور گلوکز، 

-در تولید بیوفیلم موثر می PIAهای مستقل از طریق مکانیسم

تولید  2003و همکارانش در سال  Alcaraz که طوریباشند، به

های های گوآگولاز منفی در نمونهاستافیلوکوکوسبیوفیلم در 

بالینی و محیطی را مورد بررسی قرار دادند. در این تحقیق 

مشخص گردید که تولید بیوفیلم در هر گروه محیطی و بالینی 

، icaمشابه بود و مشخص شد در تولید بیوفیلم به غیر از ژن 

ی مطالعهچنین در هم (.32نیز دخالت دارد ) حیطیمشرایط 

Eftekhar  نمونه  50بر روی که  2009و همکاران در سال

جدا شده از بیماران دارای  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

نمونه جدا شده از پوست افراد سالم انجام شد،  50علامت و 

نشان داده شد که تفاوت معنی داری بین دو گروه مطالعه شده 

درصد  30ر تشکیل بیوفیلم وجود ندارد و از طرفی در حدود د

های جدا شده نمونهدرصد  8های جدا شده از بیماران و از نمونه

بودند و نتیجه گرفته شد که عوامل  icaاز پوست، حامل ژن 

در تولید  icaمحیطی تحریک کننده دیگری به غیر از ژن 

 (.  33دخیل است )شرایط محیطی بیوفیلم در 

بیوتیکی مروزه بیشترین تمرکز در مورد مقاومت آنتیا

های بالینی )پزشکی و هایی است که از نمونهبر روی باکتری

دهد که تحقیقات نشان می شوند.دامپزشکی( جدا می

-های مقاومت آنتیبیوتیک و ژنهای مقاوم به آنتیباکتری

که شیوع طوریبیوتیکی در همه جای طبیعت وجود دارند. به

های مراکز پزشکی، بیوتیکی در فاضلابالای مقاومت آنتیب

این در صنعتی و مراکز پرورش حیوانات گزارش شده است. 

راحتی بیوتیکی  بههای مقاومت آنتیها انتقال افقی ژنمحیط
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(. در تحقیق حاضر بیشترین مقاومت 34-36)گیرد صورت می

و اگزاسیلین  سیلینهای پنیبیوتیکبیوتیکی نسبت به آنتیآنتی

( و پس از آن مقاومت نسبت به  درصد 29/85، درصد 17/91)

، درصد 88/55کوتریموکسازول، تتراسایکلین، اریترومایسین )

،گزارش گردید.کمترین مقاومت درصد 50،درصد 88/55

 که در تحقیق( مشاهده شد. درصد  9/5نسبت به ونکومایسین )

Rahimi سیلینبت به پنیمقاومت نسبیشترین  نیز و همکاران 

که مقاومت نسبت به گزارش گردید در صورتی درصد(  80)

و همکاران  Kolkasدر تحقیق  (. 37) ونکومایسین گزارش نشد

مقاومت نسبت به جنتامایسین، اریترومایسین، کوتریموکسازول، 

ترتیب: سیپروفلوکساسین، تتراسایکلین و ونکومایسین به

صفر  و  درصد 45، درصد 23، درصد 38، درصد 37، درصد17

گزارش گردید.که در تحقیق ما مقاومت بیشتری نسبت  درصد

و  Islami (.38ها گزارش شده است )بیوتیکبه این آنتی

ارگانیسم جدا شده از ضایعات پوستی  100همکاران از مجموع 

 هایاستافیلوکوکبیوتیکی در بیشترین مقاومت آنتی

(، درصد 93ین )سیلنسبت به پنیرا  کوآگولاز منفی

را ( درصد 4/80( و اگزاسیلین )درصد 3/87سیلین )آموکسی

باشد که با نتایج حاصل از تحقیق ما مشابه میگزارش نمودند 

 از یکی بیوتیکچندین آنتی برابر در مقاومت (. 39)

است.  کواگولاز منفی هایاستافیلوکوک اصلی خصوصیات

 هاآنتی بیوتیکبرابر  در مقاومت بروز برای واحدی الگوی

 سبب نه تنها بیوتیکآنتی به چندگانه مقاومت ندارد. وجود

 انتقال بلکه احتمال گردد،می هاسمیسپتی درمان در مشکلاتی

 وجود دارد. در نیز اورئوس استافیلوکوکوس به مقاوم هایژن

به  منفی های کواگولازاستافیلوکوک هابیمارستان از برخی

در  اما دارد زیادی مقاومت ایسینجنتام و کوتریموکسازول

که در تحقیق ما مقاومت طوریهستند. به حساس دیگر مناطق

و مقاومت نسبت به  درصد 88/55نسبت به کوتریموکسازول 

علت گزارش گردید. امروزه به درصد 41/29جنتامایسین 

بیوتیک کوتریموکسازول مصرف بی رویه و خودسرانه آنتی

های لفونامید( در موارد عفونت)ترکیب تری متوپریم و سو

-طوریهای دیگر باشد بهانسانی و انتقال ژن مقاومتی به باکتری

بیوتیک در بیماران )مبتلا به که موفقیت درمان با این آنتی

به این ترتیب   های مجاری ادراری( رو به کاهش است.عفونت

تواند های موجود در محیط میهای مقاومت به باکتریانتقال ژن

های بیوتیکی در ایزولهباعث افزایش مقاومت آنتی

  (.40گردد )می استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

هایی که در این تحقیق در بین بیوتیکاز جمله آنتی

مقاومت بالایی  ساپروفیتیکوس استافیلوکوکوسهای ایزوله

 بیوتیک آنتی باشد ایننسبت به آن مشاهده شد تتراسیکلین می

 وسیعی کاربرد آن جانبی اثرات بودن کم و ایینپ دلیل قیمتبه
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 داریدام صنعت دارد. در انسانی و های دامیعفونت درمان در

-آنتی رشد عنوان پروموتوربه مختلف هایبیوتیکآنتی از

این  از یکی گردد،کهمی فراوانی استفاده بیوتیکی

 حد از بیش باشد. استفادهمی تتراسیکلین رشد، پروموتورهای

 افزایش باعث هادام در وتیکبیآنتی ازاین نشده ترلکن و

 به شده است.  مقاومت آن به مقاوم باکتریایی هایسویه

 و باشد. پلاسمیدهامی tetهای ژن به مربوط تتراسیکلین،

 مقاومت هایژن سریع گسترش اصلی ازعوامل هاترانسپوزون

 (.41باشد )باکتریایی می هایسویه میان در به تتراسیکلین

های بیوتیکی و ژنمقاومت آنتیدر تحقیق حاضر بین 

مشاهده نگردید  مقاومتی مورد بررسی رابطه آماری معنی دار

ها و نشان دهنده این است که عوامل دیگری نظیر اینتگرونکه 

توانند در انتقال های مذکور میها به غیر از ژنترانسپوزون

 1991سال  در همکاران و شیلمقاومت نقش داشته باشند. 

 هایاستافیلوکوک از ناشی هایسمیسپتی که کردند گزارش

 افزایش  %39میزان   به 1989 تا 1985 سال از منفی کواگولاز

 افزایش سالههرنیز  باکتری این به چندگانه مقاومت است.  یافته

 درصد 8/48 نروژ در 1989 سال کند. درمی پیدا

 .بودند مقاوم دارو دینچن به منفی کواگولازهایاستافیلوکوک

کلرامفنیکل و پنی سیلین  را  متی سیلین، به این محققان مقاومت

(. 42گزارش کردند ) درصد 7/21، درصد 9/72،  درصد 26/21

و همکارانش در سال  Zmantarی انجام شده توسط در مطالعه

کوآگولاز منفی(  استافیلوکوکوسایزوله  71که بر روی   2011

-های مقاوم به اریترومایسین بهانی ژنصورت گرفت، فراو

 ermB ،4 درصد ژن ermA ،1/11 درصد ژن 4/9صورت  

(. 43گزارش گردید. ) msrA درصد ژن 41و  ermC درصد

و همکارانش در سال  Ullahدر مطالعه ی انجام شده توسط 

  استافیلوکوکوسایزوله ی  130که بر روی حدود  2012

 46نمونه )  60د بررسی ایزوله ی مور 130صورت گرفت از 

سیلین، مقاوم به متی استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس ( درصد

حساس  ساپروفیتیکوس استافیلوکوکوس( درصد 54نمونه )  70

 30( مقاوم به تتراسایکلین، درصد 9/56نمونه )  74سیلین، به متی

 7/17نمونه )  23( مقاوم به مینوسایلکلین، درصد 10/23نمونه )

 tetkباشند. در این تحقیق ژن وم به دگزاسایکلین می( مقادرصد

در  (.44)ایزوله گزارش گردید  1در   tetlایزوله و ژن  58در 

 استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوساین تحقیق مشخص گردید 

 وانکومایسین، سفالکسین، ریفامپین و آموکسی کلاو  به نسبت

 باشد. می حساس

 گیرینتیجه

 هااستافیلوکوکبین  در گانهچند مقاومت به توجهبا 

-شود. روش انجام بیوگرامآنتی بایستی براساس دارویی رژیم

 برای بیوتیپ تعیین هایروش مولکولی و تیپ تعیین های

 حساسیت آزمون نتایج به توجه شود. بامی توصیه بیشتر مطالعه
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 که گفت توانمی آزمایشگاهی صورتبه دارویی مقاومت و

 یا تنهایی به راآن توانمی و بوده انتخابیداروی  وانکومایسین

 های دیگر  مورد استفاده قرار داد. اما بابیوتیکآنتی همراه به

 این از منطقه این در به وانکومایسین مقاومت پیدایش به توجه

 استفاده پیشگیری داروی عنوانبه و حد از بیش نباید دارو

  کرد. 

 تشکر وقدردانی: 

معاونت محترم پژوهشی و کارشناسان  باتشکر و قدردانی از

محترم مرکز تحقیقات مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه آزاد 

 .اسلامی شهرکرد که در این تحقیق مارا یاری نمودند
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Abstract 

Staphylococcus saprophyticus is one of the causes of urinary tract infections in humans. Due to the 

wide range of strains and the presence of pathogens, high costs are incurred for the isolation, diagnosis and 

treatment of this bacterium. The aim of this study was to determine the antibiotic resistance pattern and 

prevalence of ica operon genes in the Staphylococcus saprophyticus strains isolated from clinical samlea 

in Shahrekord. This study was conducted on 34 strains of Staphylococcus saprophyticus isolated from 

urinary tract infection samples in Shahrekord city. After bacterial identification using biochemical tests, 

antibiotic resistance pattern was determined by Kirby-Bauer method. Then polymerase chain reaction 

(PCR) test was performed using specific primers to detect tetK, ant(4)-Ia  ، vanA ،ermA  and icaA/C/D/B/R 

genes. Of 34 strains of Staphylococcus saprophyticus isolated from infectious samples, the most commonly 

detected antibiotic resistance was against penicillin (91.2%) and the most sensitivity was achieved against 

vancomycin (5.9%). The distribution of tet K, erm A, ant(4)Ia and van A, ica A, ica D, ica C, ica B and ica 

R were reported  20.58%, 55.88%, 20.58%, 0%, 73.52%, 64.70%, 20.58%, 14.7% and 14.7% respectively. 

The results that show Staphylococcus saprophyticus is resistance to selected antibiotics. The lack of 

significant statistical relationship 

between disc resistance and molecular resistance is indicated that the transfer of antibiotic resistance 

among isolates through other factors such as introns and transposons. 

Keywords: Antibiotic resistance genes, Staphylococcus saprophyticcus, ica operon, Urinary Tract 

Infection  
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 90تا  80غالب است که باعث  یهااز پاتوژن یکی یکل ایشیو هدف: اشر نهیزم 

 یادرار یهادرصد عفونت 50تا  30از جامعه و  یاکتساب یادرار یهادرصد عفونت

 یهامقاوم به چند دارو که توسط ژن یهاهی. جداشودیم مارستانیاز ب یاکتساب

 .قرار دارند هانتگرونیا یرو شوند،یم یمقاومت مرتبط کدگذار

از  یکل ایشیاشر هیجدا 90تعداد کل  ،یمطالعه مقطع نیها: در او روش مواد

دوره شش ماهه )مهر تا  کی یط ران،یدر کرمانشاه، ا یابتید مارانیادرار ب یهانمونه

 یشناسیاستاندارد باکتر یهاادرار با روش یهابه دست آمد. نمونه( 1394اسفند 

با روش انتشار  هاهیهمه جدا یبرا یکیوتیبیآنت تیحساس شیشدند و آزما شیآزما

با  2و کلاس  1کلاس  یهانتگرونیا صیبائر انجام شد. تشخ یدر آگار کرب سکید

 .انجام شد MDR یهاهیدر جدا PCR روش
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، (٪40) میدی، سفتاز(٪55.55) نی، نورفلوکساس(٪56.66) نیکلی، تتراسا(58.88٪)

، (٪21.11) ونیتروفورانسی، ن(٪26.66) کلی، کلرامفن(٪32.23) نیسیجنتاما
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( و %21.05) هیجدا 16در  I کلاس نتگرونیگزارش شدند. ا MDR، نمونه 76در 

هر دو  یحاو یاهیسو چیشد. ه افتی( %10.52) هیجدا 8در  2کلاس  نتگرونیا
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Introduction: 

Urinary Tract Infections (UTIs) represent 

one of the most common diseases 

encountered in the medical practice today, 

accounting for 150 million UTIs per annum 

worldwide (1). Indicated that 40%-50% of 

women had UTIs throughout their lives. 

Also, a previous report of WHO showed that 

the UTIs were the common causes of febrile 

illness in 3–8% of girls and 1% of boys. 

Escherichia coli is the primary etiological 

agent, accounting for 75–90% cases of UTI 

(2). Although it is one of the most easily 

treatable diseases, it has been reported to be 

the most common hospital-acquired 

infection, affecting mainly women, children 

and the elderly (3). The gram negative 

bacteria are the most common pathogens and 

among them, E coli is responsible of for the 

acute UTI. The other gram negative bacteria 

(Proteus, Pseudomonas and Klebsiella) are 

probably related to chronic infections (4). 

Urinary tract infections comprise a wide 

range of disorders including pyelonephritis 

(infection of the kidney) and cystitis 

(infection of the bladder), which are defined 

by the presence of microorganisms in the 

urinary tract (5(. Antimicrobial resistance 

and, in particular, multidrug resistance 

(MDR) are turning in to a big problem 

worldwide. MDR encoded bylinked 

resistance genes occurs on integrons, which 

are potentially mobile genetic elements 

involved in the transfer of MDR (6). 

Integrons are genetic units containing 

elements for site specific recombination, 

capture and mobilization of gene cassettes. 

To date, five distinct integron classes have 

been found. More than 60 different antibiotic 

resistance genes have been identified within 

gene cassettes,alone or in combination (7). 

Integrons were first described by Hall and 

Collis. They are genetic elements that contain 

the specific determinants of the component of 

a site-specific recombination system that 

recognizes and captures mobile gene 
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cassettes (8,9). Integron system is a dynamic 

force in the evolution of multidrug resistance 

(MDR) and helps bacteria to acquirenovel 

combinations of resistance genes. Integrons 

are horizontally transferable genetic elements 

which play animportant role in dissemination 

and accumulation of resistance genes in 

bacteria (10). Most integrons encoding 

antibiotic resistance have been found in 

gram-negative bacteria (e.g., Pseudomonas 

species, Acinetobacter species, Vibrio species, 

and various enterobacteriaceae species 

including Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniea, and Enterobacter cloacae). 

However, integrons coding for antibiotic 

resistance have also been described in 

Corynebacterium species, mycobacteria, and 

Enterococcus faecalis (7). There are four 

different classes of integrons in bacteria 

carrying genes for antimicrobial resistance, 

each with a distinct integrase gene. Nearly all 

known gene cassettes from class 1, 2 and 3 

integrons encode resistance to antibiotics or 

disinfectants. Class 1 integrons are the most 

prevalent and well characterized. Class 4 is a 

distinctive class of integrons located in the 

Vibrio cholera genome and not known to be 

associated with antibiotic resistance (11-13). 

Several studies have examined integron 

distributions in multi-drug resistant 

Escherichia coli strains around the world 

(14). However, no publicized information is 

available on the detection of integrons in 

MDR Escherichia coli isolated from urinary 

tract infections in Kermanshah, Iran. The aim 

of this study was to determine the prevalence 

of multi-drug resistant Escherichia coli 

isolated from urinary tract infections in 

Kermanshah Iran and investigate the 

associations between multi-drug resistance 

and the existence of integrons. 

Material and Methods: 

Bacteria isolation 

A total number of 90 Escherichia coli 

isolates were obtained from urine samples of 

patients at Medical diagnostic laboratories in 
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Kermanshah, Iran during a six-month period 

(October to March, 2015). The bacterial 

isolates were identified according to the 

cultural and biochemical properties. Urine 

samples were inoculated on blood and Mac 

Conkey agar plates and incubated at 37°C for 

18-24h. Escherichia coli isolates were 

distinguished by post growth on solid 

medium. It produced a large, smooth, pink 

(lactose fermented) on MacConkey. 

Furthermore, the biochemical tests were 

performed for the identification of 

Escherichia coli isolates from other isolates. 

These tests included Indole test, Methyl red 

test, Voges proskaur test, Simmon`s citrate 

test, triple sugar iron test, urease test, and 

Motility test (15). 

Antmicrobial Susceptibility Testing: 

Antibioticsusceptibility tests were done 

for all isolates by Kirby-Bauer agar disk 

diffusion method as recommended by CLSI 

on Muler-Hinton agar medium 

(Merck,Germany). The antibiotic disks used 

in this study were: Gentamicin (GM 10μg), 

Amikacin (AN 30μg), Nalidixic Acid (NA 

30μg), Ceftazidim (CAZ 30 μg), 

Norfeloxacine (NOR), Choloramphenicol (C 

30μg), Cephalotin (CF  30 μg), Imipenem 

(IPM 10 μg), Ciprofloxacin (CP 5 μg), Co-

trimoxazole (SXT 25 μg), Tetracycline (TE 

30 μg) and Nitrofurantoin (FM 30 μg) 

(16,17). 

DNA extraction and PCR 

ampilification 

Template DNA for PCR was prepared by 

the boiling method. Briefly, bacteria were 

harvested from 1.5 ml of an overnight Luria 

Bertani broth culture (Merck, Germany). It 

was suspended in sterile distilled water and 

incubated at 95°C for 10 min. Following the 

centrifugation of the lysate, the supernatant 

was stored at -20°Cand used as the template 

DNA stock. 

PCR Amplification: 

Detection of class 1 and class 2 integrons 

was performed by PCR. The primers used for 
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the detection of int1and int2 genes by PCR 

method are presented in Table (1) (18). 

PCR amplification was carried out in a 25 

μl reaction mixture containing 2 μl of DNA 

template, 50 pm of each oligonucleotide 

primer, 0.2 mM of deoxynucleoside 

triphosphates sets, 1.5 mM of MgCl2, 2.5 μl 

of 10X PCR buffer (100 mMTris-HCl, pH 

8.3 and 500 mM KCl) and 2.5 U of Taq 

polymerase. It was performed as follows: the 

initial denaturation at 94°C for 12 min was 

followed by 30 cycles consisting of 94°C for 

1 min, annealing at 60°C for 30 sec, 

elongation at 72 for 2 minutes,and the final 

extension was conducted at 72°C for 10 min 

(18). 

Table 1: Oligonucleotide primers used in the PCR assay 

 

Primer Oligonucleotide sequence (5’ - 3’) 

Int 1-F 

Int 1-R 

Int 2-F 

Int 2-R 

GGTCAAGGATCTGGATTTCG 

ACATGCGTGTAAATCATCGTC 

CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

Results: 

Of the total collected samples, 90 

Escherichia coli strains were detected based 

on culture characterization, biochemical and 

morphological features. In this study, 75% (n 

= 60) were female and 25% (n = 20) were 

male. The rate of resistance to 12 antibiotics 

was Nalidixic acid (83.33%), Tetracycline 

(56.66%), Norfeloxacin (55.55%), 

Ciprofloxacin (58.55%), Cephalothin 

(88.88%), Ceftazidim (40%), 

Chloramphenicol (26.26%), Co-trimoxazole 

(70%), Gentamicin (32.22%) Amikacin 

(17.77%), Nitrofurantoin (21.11%) and 

Imipenem (2.22%) (Table2). The highest and 

lowest levels of resistance were to 
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Cephalothin and Imipenem, respectively. 

Resistance to 3 antibiotics was shown in 15 

isolates (19.73%), 4 antibiotics in 15 isolates 

(19.73%), 5 antibiotics in 15 isolates 

(19.73%), 6 antibiotics in 8 isolates 

(10.52%), 7 antibiotics in 8 isolates (10.52%) 

and 9 antibiotics in 7 isolates (9.21%).  

In this study, a total of 76 MDR isolates 

in 24 samples (31.57%) integrons were 

found. The results that show in figure 1. Class 

I integron was found in 16 isolates (21.05%) 

and class 2 integron was in 8 isolates 

(10.52%). No strain was found to contain 

both class 1 and 2 integrons. The association 

of resistance to antibiotics and integrons is 

show in Table 2 and Table 3. 

 

 

Table 2: prevalence of antibiotic resistant in MDR Escherichia coli isolates from urinary 

tract infections and associations between multi-drug resistance and the existence of integrons 

Antibiotic Total resistance (%) 

Nalidixic acid (NA) 75 (83.33%) 

Ciprofloxacin (CP) 53 (58.88%) 

Ceftazidim (CAZ) 36(40%) 

Norfloxacin (NOR) 50 (55.55%) 

Co-trimoxazole (SXT) 63(70%) 

Gentamicin (GM) 29 (32.23%) 

Cephalothin (CF) 80 (88.88%) 

Amikacin (AN) 16 (17.77%) 

Nitrofurantoin (FM) 19 (21.11%) 

Chloramphenicol (C) 24 (26.66%) 

Imipenem (IPM) 2 (2.22%) 

Tetracycline (TE) 51(56.66%) 
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Table 3: Prevalence of Int 1 and Int 2 in MDR Escherichia coli isolates from urinary tract infections 

Resistance Number of 

Isolates (%) 

No. of intI+ 

isolates 

No. of int 

II+ isolates 

Three Anti microbial                   8                                                                           

NA/ CF/TE 

NA/CF/SXT                                                                  

NA/CF/FM 

NA/CF/SXT 

NA/CF/GM 

NA/CF/SXT 

NA/CF/CAZ 

NA/CF/SXT 

(10.52)  

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Four Anti microbial                  15(19.73%) 

NA/CF/ SXT/TE   

CF/SXT/CP/NOR 

NA/CF/ SXT/C  

NA/CF/SXT/ TE                                                         

NA/CF/ SXT/FM   

CF/SXT/CP/NOR 

NA/CF/ NOR/CP  

NA/CF/SXT/ C 

SXT/ TE/ CAZ/C 

NOR/ TE/ SXT/C 

NA/CF/SXT/CP  

NA/CF/ SXT/CP  

NA/CF/ SXT/ TE 

NA/CF/SXT/CP  

NA/ CF/ SXT/CP 

  

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Five Anti microbial              

NA/CF/SXT/CP/NOR 

NA/CF/SXT/NOR/CP  

NA/CF/SXT/NOR/ TE                                                

NA/CF/SXT/CP/NOR 

NA/CF/SXT/CAZ/ TE 

NA/CF / SXT/CAZ/ TE 

NA/CF/ SXT/CP/ TE 

NA/CF/SXT/CAZ/ TE 

NA /CF /SXT/CP/ TE                                                   

NA/CF/SXT/CAZ/ TE 

NA/CF/SXT/CP/ TE 

NA/CF/SXT/ TE/ NOR 

12 (15.78%)  

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

 

Six Anti microbial                                                                                                                                                           

NA/CF/ CP/SXT/ NOR/ TE 

NA/CF/CP/SXT/NOR/ CAZ                                        

NA/ CF/ NOR/ CP/ SXT/ TE 

NA / CF/ SXT / NOR/ CP/ CAZ 

NA/ CF/ CP / NOR/  SXT/ TE 

NA/CF/SXT/NOR/CP/ TE                                            

NA/ CF/SXT/NOR/CP/CAZ 

NA /CF /SXT/ NOR/CP/ TE 

8 (10.52%)  

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

 

 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 
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Seven Anti microbial                                             

NA/CF/ NOR/ CP/SXT/ TE/ CAZ                     

NA /CF /SXT/NOR/CP/ GM/ SXT 

NA/CF/ NOR/ CP/SXT/ TE/ CAZ                                1 

NA /CF /SXT/NOR/CP/ GM/ SXT 

 

4           (5.26%)                                      

 

 

0 

0 

1 

0 

 

 

0 

0 

0 

1 

Eight Anti microbial                                              

NA/CF/CP/NOR/ SXT/ GM / TE/ C 

NA/CP/CP/NOR/SXT/ TE/ CAZ/ FM 

NA/CP /CP/NOR/SXT/TE/ GM/ C                                

NA /NOR/CP/SXT/ TE/ FM/ GM / C 

NA/ CF/CP/NOR/ SXT/ TE/ CAZ/ C 

NA/CF /NOR/CP/SXT/ TE/ CAZ/GM 

NA/CF/NOR/SXT/CP/ CAZ/GM/ C                                   

NA /CF /NOR/SXT/ CP/ TE/ GM/ C NA/CF/SXT 

/NOR/CAZ/TE/GM/ C 

 

9 (11.82%) 

 

 

 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

0 

0 

    

Nine Anti microbial                                                    

 

NA/CF/ SXT/NOR/CP/CAZ TE/GM/ FM 

NA/ CF/SXT /NOR/CP/ CAZ/GM/ TE/ C 

NA/ CF/SXT /NOR/CP/CAZ/ TE/GM/ C             

NA/ CF/SXT/ CP/ TE/CAZ/NOR/GM/ FM  

 

4    (5.26%)  

 

0 

0 

1 

0 

 

 

0 

1 

0 

0 
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Ten Anti microbial                                                           

NA /CF /SXT/ NOR /CP/TE/ AN/ CAZ/GM/ C 

NA/CF/ SXT/NOR/CP /CAZ/TE/ FM/ AN/GM 

NA/CF/SXT/NOR/CP /CAZ/ TE/ C/ AN/GM 

NA/CF/SXT/NOR/CP/CAZ/TE/ FM/ AN/GM 

NA/CF /SXT/ NOR/CP/FM/C/ TE/CAZ/AN 

NA/CF/SXT/NOR /CP /FM/TE/CAZ/ AN/GM 

NA/CF/SXT/NOR/ CP/GM/ AN/TE/ CAZ/ FM 

NA/CF/ SXT/NOR/CP/CAZ/AN/FM/TE/GM 

8 (10.52%)  

1 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

 

Eleven Anti microbial                                                                        

    

NA/CF/SXT/NOR/CP/C/ AN/ TE/ CAZ/ FM/GM 

NA/CF/SXT/NOR / CP/AN/FM/ TE/ CAZ/GM/ C 

NA/CF/ SXT/NOR/ CP/GM/ AN/TE/ CAZ/ FM/C 

NA/CF/ SXT/NOR/CP /CAZ/AN/FM/TE/GM/C 

NA/CF/ SXT/NOR/ CP/GM/ AN/TE/ CAZ/ FM/C 

NA/CF/ SXT/NOR/CP /CAZ/AN/FM/TE/GM/C 

6  (7.89%) 

 

 

 

 

1 

0 

0 

0 

1 

0 

 

 

 

 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

Tewlve 

NA/ CF/ SXT/ NOR/ CP /GM/ AN/TE/ CAZ/IPM/ 

FM/ C 

NA / CF/ SXT/NOR/CP/ CAZ /AN/ FM/TE/IPM/ 

GM/C 

2 (2.63%) 

 

 

1 

1 

 

 

NA:  NalidixicAcid, NOR: Norfloxacine, TE:Tetracycline, CF:Cephtazidim, SXT: Cotrimoxazole, 

CRO: Ciprofloxacine, GM: Gentamycine, CP: Ciprofloxacin, AM: Amikaycine, C: Choloramphenicol, 

FM: Nitroforanteine, IMP: Imipenem. 
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Fig 1: Gel electrophoresis of Int 1 and int 2 genes; Lane 1: 1 kb Ferments marker, Lanes 2 

and 3: 1900 fragment base pair of int 1 gene, Lanes 4 and 5: 789 fragment base pair of int 2 gene 
Discussion: 

 

Multi drug resistant bacteria are now a 

problem in patients hospitalized throughout 

the world. The prevalence of MDR among 

clinical isolates varies greatly worldwide and 

in geographic areas, and rapidly changes over 

time (18,19). Knowledge of antibiotic 

susceptibility, prevalence of MDR, and the 

presence of integrons in clinical isolates can 

facilitate the selection of appropriate 

treatment agents and also help control 

nosocomial infections. In the present study, 

we investigated the antimicrobial 

susceptibility patterns and the presence of 

class 1 and class 2 integrons in the clinical 

isolates of Escherichia coli from 

Kermanshah, Iran. Integrons are genetic 

elements located on the bacterial 

chromosome or a plasmid that often carry 

genetic determinants for antimicrobial drug 

resistance (20, 21). The results of the present 

study showed a high level of antimicrobial 

resistance among Escherichia coli isolates. A 

total of 90 Escherichia coli isolates were 

analyzed in this study, up to 50% of 

resistance was observed against different 

antimicrobial agents, including 

Nitrofurantoin, Co-trimoxazole, 

Ceftazidime, Cephalothin, Gentamicin, 

Tetracycline, Nalidixic acid, 

Chloramphenicol, and Amikacin. This study 

revealed that a major prevalence of resistant 
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Escherichia coli isolates UTI samples. 

Escherichia coli isolate showed a high degree 

of resistance to Cephalothin (88.88%), 

Nalidixic acid (83.33%), Co-trimoxazole 

(70%), Ciprofloxacin (55.55%), Tetracycline 

(53.33%) and ceftazidime (32.89%). In other 

parts of the world, several studies have 

identified entrobacteriacea family isolates, 

showing high rates of resistance (up to 50%) 

to different antimicrobial agents, including 

Ceftazidime, Amikacin, Gentamicin, Co-

trimoxazole and Ciprofloxacin. In our study, 

76 (84.44%) isolates showed MDR. The rate 

of occurrence of MDR Escherichia coli 

isolates observed in our study was similar to 

that reported by this study (22-24). In this 

study, MDR Escherichia coli isolates with 

resistance to three or more different 

antibiotics were common. Seventy-Six 

samples (84.44%) had MDR, similar to the 

rate of multi-drug resistance reported in E. 

coli isolates by Ahangarzadeh Rezaee et al., 

2011 (14). 

Escherichia coli isolates in our study 

were extremely resistant (88.88%) to 

Cephalothin, similar to Ahangarzadeh 

Rezaee et al (84%) in K. pneumoniae from 

Northwest Iran (21). A high level of 

antimicrobial resistance (83.33%) against 

Nalidixic Acid was also observed in this 

study as compared to Muhammad et al 

(84.16%), E. coli from Punjab in Pakistan 

(10) and Ahangarzadeh Rezaee et al (81.3%) 

in K. pneumoniae in Northwest of Iran. In this 

study, resistance rate to quinolones 

(Nalidixic Acid, Ciprofloxacin and 

Norfloxacin) were 83.33%, 84.1% and 

55.55%, respectively. Ahangarzadeh Rezaee 

et al. conducted a similar study in Northwest 

of Iran and reported 60.7%, 43.3% and 59.7% 

resistance rate to these antibiotics. In another 

study in Tabriz, Ahangarzadeh Rezaee et al 

compared the prevalence of multi-drug 

resistant Klebsiella pneumonia in paediatric 

and adult patients with UTI in the educational 

health centers of Tabriz. The resistance rate 
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to Nalidixic Acid and Ciprofloxacin was 

58.33% and 63.05% respectively, 

comparable with the results of this study (25). 

A low level resistance rate to Imipenem was 

found in this study (2.22%), similar to Soltan 

Dalal (2%) in Emam Khomeini hospital and 

Ahangarzadeh Rezaee et al (0.8%) in multi 

drug resistance E. coli isolates in Northern 

west of Iran (14, 26). 

Mobilized integrons are substantial 

contributors to the spread of antibiotic 

resistance genes. The three classes of 

integron mostly contributing to the problem 

of multidrug resistance are classes 1, 2, and 3 

(27-29), where they are determined based on 

sequence differences in the respective IntI 

proteins (30). Of the three, class 1 integrons 

are the most abundant and found in a diverse 

range of other mobile elements (31,32), such 

as transposons and plasmids. The 

antimicrobial resistant gene located on an 

integron-like structure is being increasingly 

reported worldwide (18,33).  

 

The prevalence rate of integrons in 

Europe and Asia from clinical E. coli isolates 

has been reported to be 22% to 59% (17). In 

the 76 MDR isolates, the class 1 integrase 

gene (intI1) showed a dominant presence. A 

positive test result for integrons was found in 

24 (31.57%) of 76 MDR isolates screened, 

including 16 isolates (21.05%) of class 1 and 

8 isolates (10.52%) of class 2. No strain was 

found to contain both class 1 and 2 integrons. 

In the present study, class 1 integrone was 

more prevalent than class 2, similar to Aarati 

et al (2006), Rao et al (2006), Ahangarzadeh 

Rezaee et al. (2012) (20-22). Falakian et al 

(20011) reported the high prevalence of 

class1 integron (49.1%) among Escherichia 

coli isolates of patients with urinary tract 

infection in Shahrekord. Reports from Asian 

countries have also noted a high prevalence 

of class I integrons in gram-negative clinical 

isolates (33). Hak Sun et a (2004) reported 

54% and 5% for intI and int2 respectively 
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among Escherichia coli isolates from urine 

specimens collected in Korea (34). Reports 

from different countries have described a 

high prevalence of class 1 and class 2 

integrons in gram-negative clinical isolates. 

These data suggest that integrons are 

relatively common, especially in 

enterobacteriaceae, and they contribute to the 

spread of antimicrobial drug resistance in 

healthcare settings (14).  

In this study, we observed a significant 

relationship between the presence of an 

integron and the phenotypic resistance to 

some antimicrobial agents tested. All data 

were analyzed using SPSS software, version 

19.0. The significance of differences between 

the resistance patterns of the isolates was 

determined using the chisquare test and 

Fisher exact test. There was a positive 

association between the presence of the intI1 

gene and resistance to Norfloxacin (P-value= 

0.039) and Cephalotin (P-value=0.002). This 

indicated that the antibiotic resistance genes 

were located within the integron. Low 

prevalence of integron in this study indicated 

that the resistance gene cassettes were 

located in different elements such as 

transposons and prophage. 

Islami et al., 2010 found a significant 

correlation between integron and resistance 

to Cephalothin, Gentamicin, Norfeloxacin 

and Nalidixic acid (36). In another study by 

Ahangarzadeh Rezaee et al (2012), were 

found a positive association between the 

presence of the intI1 gene and resistance to 

Gentamicin, Ttracycline, Ceftazidime, 

Cephalothin, Chloramphenicol, and 

|Nalidixic Acid has been reported. In this 

study, a positive association was also 

observed between the presence of the intI2 

gene and resistance to tetracycline (21).  

In a study conducted by Falakian et al, the 

prevalence of class 1 integron was reported to 

be 49.01%. This study found a significant 

correlation between class 1 integrons and 

resistance to Gentamicin, Ceftriaxon, 
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Aztreonam, Ciprofloxacin and Co-

trimoxazole, comparable with similar studies 

in south and northern west of Iran (17).  

Most E. coli isolates were sensitive to 

imipenem, but only 2.2% were resistant to 

imipenem. Franklin et al (2002) reported that 

imipenem was the most active agent against 

Gram-negative isolates, there by confirming 

the results of this study (33).  

Salem et al., 2003 reported that there was 

a correlation between UTIs with gender. In 

this study, 75% (n = 60) were female and 

25% (n = 20) were male. It has been 

previously found that UTIs is always a very 

common phenomenon among the women 

(35). Women are mostly at the risk of 

developing UTIs and half of them develop a 

UTI during their lifetime (37). Men and 

women of elderly group have been found to 

be very much prone to UTI. In conclusion, 

the differential association of class 1 and 

class 2 integrons with resistance in E. coli 

isolates suggested that integrons could 

facilitate the spread of antimicrobial 

resistance. This is the first report on the 

association of multidrug resistance in the 

presence of class 1 and class 2 integrons in E. 

coli isolates from urinary tract infection in 

Kermanshah, Iran. 
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Prevalence of class 1 and 2 integrons in uropathogenic Escherishia coli isolates from 

diabetic patients in Kermanshah, Iran 
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Abstract: 

Background and Objective: Escherichia coli is one of the most predominant pathogens 

causing 80-90% of community acquired UTIs and 30-50% of nosocomial acquired UTIs. Multi 

drug resistance isolates encoded by linked resistance genes occurs on integrons.  

Materials & Methods: In this cross sectional study, a total number of 90 E. coli isolates were 

obtained from urine samples of diabetic patients in Kermanshah, Iran, during a six-month period 

(October to March, 2015). Urine samples were tested by standard bacteriological methods and 

antibiotic susceptibility tests were done for all isolates by Kirby Bauer agar disk diffusion. 

Detection of class 1 and class 2 integrons were performed by PCR in MDR isolates.  

Findings: The most common resistant phenotypes were found to be Cefalothin (88.88%), 

Nalidixic acid (83.33%), Co-trimoxazole (70%), Ciprofloxacin (58.88%), tetracycline (56.66%), 

Norfloxacin (55.55%), Ceftazidim (40%), Gentamycine (32.23%), Choloramphenicol (26.66%), 

Nitrofurantion (21.11%), Amikacin (17.77%) and Imipenem (2.22%). In this study, a total of 90 

isolates in 76 samples were reported MDR. Class I integron was found in16 isolates (21.05%) and 

class 2 integron was found in 8 isolates (10.52%). No strain was found to contain both class 1 and 

2 integrons. In this study,  

Conclusion: There was a significant relationship between the presence of the intI1 gene and 

resistance to Norfloxacin and Cephalotin. This indicated that the antibiotic resistance genes were 

located within the integron.  

Key Words: Escherishia  coli, Integrons, Multi Drug Resistance, Urinary Tract Infectio
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 نیاست. ا عتیاورئوس در طب لوکوکوسیاستاف یمنبع اصل انسان 

 ن،یاست. بنابرا یمارستانیب یهااز عوامل مهم عفونت یکی یباکتر

برخوردار است.  ییبالا تیاز اهم یباکتر نیا یمولکول یمطالعه بررس

اورئوس جدا شده  لوکوکوسیاستاف هیسو 100 دییو تأ ییپس از شناسا

استاندارد  یهادر کرمانشاه با روش ادرارزخم و  یهااز نمونه

 یهاانجام شد و ژن یکیوتیبیآنت تیحساس شیآزما ،یولوژیکروبیم

 (mecA ،aacA-D ،tet K ،tet M ،msrA ،ermAمقاومت )

ژن کوآگولاز  پیو ژنوت یبررس Multiplex-PCRبا روش  هاهیجدا

 ت،یحساس شیشد. در آزما یبررس RFLP-PCRبا روش  هاهیجدا

مقاومت به  نی( و کمتر%90) نیلیسیمقاومت به پن نیشتریب

، Multiplex-PCR( گزارش شد. در روش %8) نیتروفورانتوئین

 mecA ،(24%) aacA-D ،(89%)حامل ژن  هاهی( از جدا49%)

tetM ،(14%) tetK ،(40%) ermA ( 36و% )msrA  بودند. در

 لوکوکوسیاستاف هیسو 65ژن کوآگولاز از  سمیمورفیپل صیتشخ

رد مو 53ژن کوآگولاز در  سمیمورفیاورئوس جدا شده از ادرار، پل

و VIII (12.3٪ ) پیو ژنوتI (61.53٪ ) پیمشاهده شد که ژنوت

جدا  یهاهیژن کوآگولاز سو سمیمورفیبودند. پلIX (7.69٪ ) پیژنوت

 پیو ژنوتI (42.85٪ ) پینمونه مشاهده شد. ژنوت 22شده از زخم در 

VIII (20٪ )در  هازولهیا یمولکول فیو توص صیگزارش شد. تشخ

 مؤثر و کارآمد است. ارینت بسو کنترل عفو یریشگیپ

 

، اورئوس لوکوکوسیاستاف کلمات کلیدی:

-multiplex ،یکیوتیبیمقاومت آنت یالگوها

PCR ،RFLP-PCRژن کوآگولاز ، 

 

 

  Email  * نویسنده مسئول:

zeinab_ahmadi1362@yahoo.com 
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Introduction 
 

Staphylococcus aureus is a major cause 

of hospital acquired infections, causing high 

morbidity and mortality throughout the world 

(1). Rates of S. aureus infection have 

increased during the past 2 decades (2). 

Antimicrobial resistance has increased 

drastically in recent years in both developed 

and developing countries and it has rapidly 

become a leading public health concern (3). 

The introduction of penicillin in the early 

1940s dramatically improved the prognosis 

of patients with staphylococcal infection. 

However, as early as 1942, penicillin-

resistant Staphylococci were recognized, first 

in hospitals and subsequently in the 

community. Methicillin, introduced in 1961, 

was the first of the semisynthetic 

penicillinase resistant penicillin’s. Its 

introduction was rapidly followed by reports 

of methicillin-resistant isolates (4). The 

emergence of antibiotic-resistant strains, 

particularly MRSA is recognized as very 

serious health problem because of difficulties 

in combating these strains (5). Initially, 

MRSA was limited to hospitals, however it is 

now increasingly recovered from nursing 

homes and the community (6). Since the 

emergence of methicillin-resistant S. aureus, 

the glycopeptide vancomycin has been the 

only uniformly effective treatment for 

staphylococcal infections (7,8). In 1997, the 

first clinical isolate of S. aureus with reduced 

susceptibility to vancomycin was reported 

from Japan (9). One of the class of antibiotics 

playing an important role in the therapy of 

serious staphylococcal infections are 

aminoglycosides despite reports of increased 

resistance to these drug in many countries in 

Europe )10). Coagulase is produced by all 

strains of Staphylococcus aureus. The 

3′coding region of the coagulase (coa) gene 

contains varying numbers of 81 bp tandem 

repeats (11). Molecular typing method PCR 

is an effective method for control of 

nosocomial infections, this method can 

reduce and prevent of epidemic situation 

nosocomial infections and help in tracing the 

source of infection. Therefore, the aim of this 

study was to detect antibiotic-resistant 

pattern S. aureus strains obtained from Imam 

Reza hospital in Kermanshah by two 

methods antimicrobial susceptibility test and 

rapid multiplex PCR and the isolates were 

typed the coa gene by PCR- RFLP. we using 

one restriction enzyme AluI for their typing. 

Materials and Methods 

Bacterial isolates 

 

Totally 100 strains of Staphylococcus 

aureus, 65 samples from urine infections and 

35 samples of wound infections, were 

collected from patients of Imam Reza 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC154455/#B19
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Hospital in krmanshah in 2012. The samples 

were inoculated onto 5 percent sheep blood 

agar plates and incubated at 37°C for 48 

hStandard microbiological methods and 

biochemical tests for identification of S. 

aureus included gram staining, catalase, 

coagulase, oxidase, hypersensitivity to 

novobiocin resistance, phosphatase, 

deoxyribonuclease (DNase) test, 

carbohydrate (xylose, sucrose, terhalose and 

maltose, fructose, lactose, mannose) 

fermentation tests (12). 

 

Antimicrobial agents and susceptibility 

testing. 

 

Antimicrobial susceptibility testing was 

performed by using disk diffusion method on 

Mueller-Hinton agar (Merck, Germany) 

plates that were inoculated with 0.5 

McFarland. Antibiotic discs were placed on 

Mueller-Hinton agar plates, incubated at 

37°C for 24 h, and the diameter of each 

growth zone was measured in millimeters. 

The antibacterial agents tested were: 

gentamicin (10μg), neomycin (30μg), 

penicillin (10μg), erythromycin (15μg), 

tetracycline (30μg) , amoxicillin-clavulanic 

acid (30 μg), clindamycin (2μg), vancomycin 

(30μg), trimethoprim sulfamethoxazole 

(25μg), vancomycin (5μg), ciprofloxacin 

(5μg), and ceftriaxone (30 μg), tetracycline 

(30μg(, azithromycin (15μg), norfloxacin (10μg), 

nalidixic acid)30μg(, nitrofurantoin (50 μg) 

and methicillin (5μg(. CLSI guidelines for 

susceptibility testing and qualitative 

interpretation were used throughout(13). 

Standard strains of S. aureus ATCC 25923 as 

a negative control and ATCC 33591asa 

positive control for mec A gene (14). 

Antibiotic sensitivity of the isolates 

initially demonstrating resistance to 

methicillin was confirmed using BD phoenix 

TM (System, Becton, Dickinson Company, 

Shannon, Ireland) according to the 

recommendations given by the national 

reference center in Saudi Arabia.to 

methicillin was confirmed using BD phoenix 

TM (System, Becton, Dickinson Company, 

Shannon, Ireland) according to the 

recommendations given by the national 

reference center in Saudi Arabia (15). 

Determination of minimum inhibitory 

concentrations (MIC) 

MIC values of antibiotics were 

determined by the broth microdilution test. 

All isolates were subcultured on blood agar 

and incubated for 24 h at 37 °C. Then, two-

fold serial dilutions of each antibiotic were 

made in Mueller-Hinton broth to achieve a 

concentration range from 0 to 256 μg/ml. 

After incubation at 37° for 24 h, the MIC was 

defined as the lowest concentration of 
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antibiotics that produced no growth. The 

broth microdilution tests were performed 

according to the CLSI guidelines (16) 

DNA extraction 

 

Strains were cultured on blood agar. One 

colony was suspended in 1 ml LB broth 

(Merck, Germany) for 24 h at 37°C. Genomic 

DNA as a template for PCR assay was 

extracted by DNA extraction kit DNA 

(DNPTM - Iran) and according to the 

manufacturer's instructions. 

 

Multiplex PCR for detection of 

antibiotic resistance genes 

 

The antibiotic resistance determinants 

investigated were the aac-aphD 

(aminoglycoside resistance) mecA 

(methicillin resistance) ermA, msrA 

(erythromycin resistance) and tetK, tetM 

(tetracycline resistance) Genes. PCR was 

performed in a PCR thermocycler 

(Eppendrof Mastercycler, Germany). The 

PCR primers used to detect the different loci 

in a multiplex PCR approach are listed in 

Table 1Multiplex PCR assays were 

performed in 25μL PCR mixtures 1 and 2. 

The mixture 1 contained 1 U of Taq DNA 

polymerase (Fermentas, Germany), 2.5μL 

PCR buffer (10×), 1μM each forward and 

reverse primers of mecA, tet K and tet M 

gene, 150 μmol/L of each dNTP and DNA 

template (50 ng). Using thermal cycling, the 

target genes were amplified (94°C 5 min, 30 

cycles of 1 min at 95°C for the denaturation 

step and 1 min at 55°Cfor the annealing-

extension step and 90 s at 72°C for the 

extension step). In mixture 2, the forward and 

reverse primers of the genes aacA-D, msrA 

and ermA (2.5μM) were used amplification 

products were analyzed on a 1/5% agarose 

gel for 30 min (17). 

Table1. Oligonucleotide primers for amplification of antibiotic resistance genes in Staphylococcus 

aureus.(Zmantar et al., 2008) 

Product 

Size 

(bp) 

Nucleotide sequence  (5-3) Primer 

532 F: AAAATCGATGGTAAAGGTTGG 

R : AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 

mecA 

227 F: TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 

R: GCCACACTATCATAACCACTA 

aac-

aphD 

360 F: GTAGCGACAATAGGTAATAGT 

R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA 

tetK 
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158 F: AGTGGAGCGATTACAGAA 

R: CATATGTCCTGGCGTGTCTA 

tetM 

940 F: GGCACAATAAGAGTGTTTAAAGG 

R:AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCT 

msrA 

190 F: AAGCGGTAAACCCCTCTG 

R:TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 

ermA 

228 F: GTAGGTGGCAAGCGTTACC 

R: CGCACATCAGCGTCAG 

16s-

rDNA 

Statistical analysis 

The data were analyzed using SPSS ver. 

16.0 statistical software and a Chi-square test 

analysis was performed. Also, differences 

were considered significant at values of 

p<0.05. 

Restriction fragment length 

polymorphism 

PCR was performed in a 25 μl reaction 

mixture containing 1μl of template DNA, 

12.5 μl of masterkit, 10 μll of H2O, and 0.5 

μl of each primer COAG2: CGA GAC CAA 

GAT TCA ACA AG, COAG3: AAA GAA 

AAC CAC TCA CAT CA. The PCR 

conditions were as follows: Initial 

denaturation at 95°C for 2 minutes followed 

by 30 cycles of amplification with 94°C for 

30 seconds, annealing at 58°C for 2 minutes, 

extension at 72°C for 4 minutes and final 

extension at 72°C for 7 minutes. So for RFLP 

reaction mixture containing 12.5μl of PCR 

products, 2.5μlof enzyme, 3 μl of H2O and 

2μl restriction buffer, and so incubated at 

37°C overnight (14). The PCR products were 

analyzed on a 1.5% agarose gel five micro 

liters of the PCR products were loaded into 

1.5% agarose and electrophoresis was 

performed in .5x TBE buffer at 90 V for 75 

min. The gels were subsequently stained with 

1μg/ml ethidium bromide for 30 min, 

visualized under UV and photographed (15). 

 

Results 

Antibiotic susceptibility test results 

Antibiotic resistance patterns of 100 

strains of S. aureus isolated from urine 

infections and wound infections are shown in 

Table 2. The rate of antibiotic resistant strains 

of S. aureus following nitrofurantoin (92%), 

vancomycin (86%) , gentamicin (80%), 

neomycin (80%), ciprofloxacin (79%), 

rifampin (72%), clindamycin (64%), 

azithromycin (53%), ciprofloxacin, 

norfloxacin and trimethoprim 

sulfamethoxazole (52%), cefixime and 

nalidixic acid (50%), erythromycin (48%), 



 1403زمستان  4شماره  2وره د                                                                       (JNACMS)یو مولکول یدر علوم سلول یننو یافتهایره

71 

 

ampicillin (45%), methicillin (36%), 

tetracycline (24%) and penicillin (10%). 

Most antibiotic resistance was observed in 

penicillin (90%), tetracycline (76%) and the 

least resistance innitrofurantoin (8%) and 

vancomycin (14%).In this method, antibiotic 

resistance were reported 44/6% in isolated 

from wound and 42.7% from urine. In S. 

aureus strains isolated from two different 

sources of wound infection and urine 

infection between the rate of resistance to 

penicillin antibiotic with ((P=0.045, 

ceftriaxone (P=0.003), nalidixic acid 

((P<0.000, trimethoprim sulfamethoxazole 

(P=0.049), ampicillin (P=0.01), 

nitrofurantoin (P<0.000), ciprofloxacin 

(P=0.001), neomycin (P=0.03), clindamycin 

(P=0.01, gentamicin ((P=<0.000, Cefixime 

(P=0.012), rifampin (P=0.048), erythromycin 

(P=0/023), tetracycline ((P=0.038 

azithromycin P=<0.000)) and the source of 

infection there is significant association. But 

there is no Significant association between 

resistant antibiotics norfloxacin with 

(P=0.098), methicillin (P=0/064) and 

vancomycin (P=0.31) and the source of 

infection. 

 

Table 2. Antibiotic resistance pattern in Staphylococcus aureus strains isolated from urine and wound 
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Multiplex PCR antibiotic resistance 

genes 

Amplification of 16s-rDNA confirmed all 

the 100 staphylococcal isolates as S. aureus. 

The distribution of methicillin resistance 

gene (mecA) were in 58% strains, that 29 

samples (82.9%) from wound infections and 

29 samples (42%) from urine infections. The 

prevalence aminoglycoside resistance genes 

(aacA-D) Was just in 24% of isolates in urine 

infections. This resistance gene was not 

found in strains isolated from wound 

infections. The distribution of tetracycline 

resistance gene (tetK) was detected in 13% of 

strains, 9 strains (7.25%) isolates of wound, 

and 8 strains (3.12% isolates of urine. tet M 

were known in 89% of the isolates, 54 

isolates (84%) from urine and 35 isolates 

(100%) of wounds. Macrolide resistance 

genes (ermA and msrA) were detected, 

respectively 40% and 36% of the isolates. 

Results of molecular detection of antibiotic 

resistance genes is presented in table 3. There 

is statistically significant association between 

the rate of resistance to aminoglycoside, 

macrolides, tetracycline and  and sources 

infections. But there is no significant 

association between mecA with P=0.141 

between the source of infection. 
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Figure (1): Multiplex PCR amplifications of S. aureus strains isolated from 

wounds. Lane M: 100 bp   marker. Lane 1: negative control. Lanes 2-7:  227 bp fragment of aacA-D, 940 bp 

fragment msrA and 190 bp fragment of ermA. 

 

Figure (1): Multiplex PCR amplifications on S. aureus strains isolated from wounds and urine. Lane M: 100 bp 

marker. Lane1: negative control with distilled water, Lanes 2-7: 532 bp fragment of mecA, 360 bp fragments 

indicated tet K and 158 bp fragment of tet M. 

Table 3. Distribution of genes encoding the antibiotic resistance of S. aureus strains isolated from urine and 

wound 

Gene Wound Urine Total Percent P-value 

mecA 29 29 58 58% 0.141 

aacA-D 0 24 24 24% 0<000 

tetK 9 4 13 13% 0.004 

tetM 35 54 89 89% 0.001 

msrA 16 20 36 36% 0.038 

ermA 15 25 40 40% 0.0001 
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Table 4.Comparison of antibiotic resistance of S. aureus strains by disk diffusion and multiplex PCR 

 

antibiotic 

resistance by multiplex 

PCR method 

antibiotic 

resistance by disk 

diffusion method 

 

 

antibiotic 

Tetk 13% 

tetM   89% 

76% tetracycline 

 

aacA-D  24% 

Neomycin 20% 

Gentamicin 20% 

aminoglycoside 

ermA 40% 

msrA  36% 

Erythromycin 

52% 

Azithromycin 

47% 

macrolides 

mecA 58% 64% methicillin 

 

Coagulase gene RFLP results: 

In the polymorphism of coagulasegene, 

PCR products were analyzed by using 

enzyme Alu1. By using this enzyme based on 

the size of the band, 9 genotypes of coagulase 

was observed. The band sizes in genotypes 1-

9 are as follows: I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, 

and IX, 970, 810, 810, 810, 890, 810-1050, 

890, 730, and 730 bp. Coagulase gene was 

found in all of the samples. In this study, from 

65 S. aureus strains isolated from urine 

infections, polymorphism of coagulase gene 

was observed in 53 samples, The genotype in 

40 isolates (53/61%) (25 samples isolated 

from male and 15 samples from women) and 

genotype VIII in 8 isolates (3/12%) (5 

samples from male and 3 samples from 

women) and genotype IX in 5 isolates 

(69/7%) (3 samples isolated from male and 2 

samples from women) were observed .In the 
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strains isolated from wound infections, 

polymorphism of coagulase gene was 

observed in 22 samples. The genotype in 15 

isolates (85.42%) (8 samples isolated from 

male and 7 samples from women) and 

genotype VIII in 7 isolates (20%) (5 samples 

isolated from male and 2 samples from 

women) was observed. The results in tables 5 

and 6 are shown. There was no association 

significant between genotype and sex in the 

statistical analysis software SPSS 16. 

 

Figure 3. RFLP Patterns of the coa amplicon after digestion with endonuclease Alu. Lane M: 100 bp marker. 

Lanes 1–4: approximately 490-320-160-240bp S. aureus PCR product. 

 

Table5: coagulase gene genotyping strains isolated from urine 

Type code PCR product (bp) RFLP (bp) N % 

 

I 970 160-320-490 )61.53%( 40 

II 810 160-240-410 - 

III 810 80-240-490 - 

IV 810 160-240-490 - 

V 890 80-160-240-410 - 

VI 810+1050        490-410-320-160 -  

VII 890 410-490 - 

VIII 730 240-490 )12.3%( 8 

IX 730        410-320 5 

(7.69%) 
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Table 6: coagulase gene genotyping strains isolated from wound 

Type code PCR product (bp) RFLP (bp) N % 

 

I 970 160-320-490 )42.85%(15 

II 810 160-240-410 - 

III 810 80-240-490 - 

IV 810 160-240-490 - 

V 890 80-160-240-410 - 

VI 810+1050 490-410-320-160 -  

VII 890 410-490 - 

VIII 730 490-240 )20%(7 

IX 730           410-320 - 

Discussion: 

Molecular characterization 100 strains of 

S. aureus isolated from urine and wound 

were studied by using two methods Multiplex 

PCR and RFLP-PCR. Resistant gene mecA, 

msrA, ermA, aacA-D, tetK and tetM isolated 

were identificated by Multiplex PCR method. 

In this study, 58% of isolated were carrying 

mecA.The presence of mecA gene complex 

which specifies the production of an 

abnormal penicillin binding protein PBP2a 

that has a decreased affinity for binding β-

lactam antibiotics results in resistance to 

methicillin and also to all β-lactams including 

penicillins and cephalosporins (13). Aket et 

al., were observed, 40 % of the isolates 

carried the mecA gene in north India in 2012 

(19). High antibiotic resistance rates in 

wound infections is worrying. In this 

research, 89% of S. aureus strains isolated 

from wound were carrying mecA. Akapka et 

al., were reported that most cases of MRSA 

was in wound swab specimens (20). Nature 

of methicillin resistance in strains of S. 

aureus is heterogeneous .Identification of 

methicillin-resistant S. aureus, sometimes 

due to the heterogeneous expression of 

resistance is complex and influenced by 

variables such as pH, temperature and salt 

concentration (21). In this study ,24% of the 

isolates carried the aacA-D gene for resistant 

to aminoglycoside, that only were detected in 

the urine. Italy, France, Portugal and Spain 

have shown high levels of resistant to 

aminoglycoside. Level of resistance to 

aminoglycosides in S. aureus change from 
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country to country and year to year. High 

levels of resistance to aminoglycosides in S. 

aureus was reported 48% in Greece in 2012 

(22). In our study 76% of strains were 

resistant to tetracycline by disk diffusion 

method but in the multiplex-PCR method, 

89% of strains have tetM and 13% have tetK 

for resistance to tetracycline. This result 

confirms the high sensitivity of the 

multiplex-PCR method in compared to disk 

diffusion. All strains isolated from wound 

could carry tetM for resistance to 

tetracycline.In our study, ermA and msrA 

genes for erythromycin resistance were 

identified respectively of 40 % and 36 

%.Duran et al. reported only13 % of strains 

carrying msrA in the hospitals in Turkey and 

Hatary in 2012 (23).We did report a high 

level of resistance to vancomycin and 

rifampin, that is worrying. Classified the S. 

aureus on the basis of coagulase gene by 

molecular typing method is simple and 

accurate. This method can study 

epidemiological of S. aureus isolated. 

Scientists have demonstrated that special 

genotypes of coagulase gene is dominant in 

each region that is resistant to the action of 

neutrophil phagocytosis (24). The results of 

this research shows  55% of all cases of 

wound and urine have genotype I. This result 

shows that the type I can be responsible for 

infections in many parts of the body. This 

type is able to adapt to the host tissue that is 

responsible for virulence in skin and urinary 

tract infections. Most strains were isolated 

from urine and wound have similar pattern. 

Most strains were isolated from urine and 

wound similar pattern existence of genotype 

XI in 69/7% of the strains isolated from urine 

is indicating different type’s indifferent 

locations. There are several virulence factors 

such as adhesion and antimicrobial peptides 

and fatty acids suggest increasing stability of 

this type in the urinary tract, and skin (25). 

Montesinos et al., observed polymorphism of 

coagulase gene in four patterns. patternCoa1 

(89%) was the most common pattern that 

cause all of epidemic cases and other patterns 

were observed sporadic (26).With regard that 

the prevention and control of Staphylococcal 

infection depends on the identification of risk 

factors for infection, more studies on these 

bacteria should be done so as to obtain 

information about the prevalence of S. aureus 

infections in hospitals.  

Our study showed that S. aureus is 

increasingly resistant to various antibiotics, 

which is a serious warning for the treatment 

of infections caused by S. aureus in the 

region. In principle, the results of 

antibiograms in different geographical areas 

differ from each other, because this is 
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influenced by factors such as how antibiotics 

are used in hospitals and in the community. 

To prevent the increase in resistance to other 

antibiotics, avoid the unnecessary and 

unnecessary prescription of available 

antibiotics. Also, avoid prescribing 

antibiotics that are highly resistant to this 

bacteria. 
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Abstract: 

Human is the main source of Staphylococcus aureus in the nature. This bacterium is one of the 

important agents of nosocomial infections. Therefore, is study molecular characterization of this 

bacteria of high important. After identification and confirmation of 100 strains of Staphylococcus 

aureus isolated from wounds and urine samples in Kermanshah with microbiology standard 

methods, the antibiotic susceptibility testing was done and resistance genes (mecA, aacA-D, tet K, 

tet M, msrA, ermA) of isolates were studied with multiplex-PCR method and genotyping of 

coagulase gene of isolates was studied by RFLP-PCR method. In susceptibility testing were 

reported greatest resistance to penicillin (90%) and lowest resistance nitrofurantoin (8%). In 

multiplex-PCR method, (49%) of the isolates carry mecA gene, (24%) aacA-D, (89%) tetM, (14%) 

tetK, (40%) ermA and (36%) msrA. In the detection polymorphism of coagulase gene from 65 

strains of Staphylococcus aureus isolated from urine, coagulase gene polymorphism was observed 

in 53 cases, genotype I (61.53%) and genotype VIII (12.3%) and genotype IX (7.69%). The 

coagulase gene polymorphism of strains isolated from wound were observed in 22 samples. 

Genotype I was reported (42.85%) and   genotype VIII (20%) was observed. Detection molecular 

characterization of isolates is very effective and efficient in prevention and control infection.   

Keywords: Staphylococcus aureus, antibiotic resistance patterns, multiplex-PCR, RFLP-PCR, 

coagulase gene 
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است.  عیما طیمح کیاز ذرات جامد نامحلول در  یدرشت یپراکندگ ،ییدارو ونیسوسپانس 

 یمرزها جادیحال، ا نیاست. با ا کرومتریم 0.5از  شتریمعمولاً ب ونیذرات سوسپانسقطر 

است.  یرعملیدشوار و غ زتریبا ذرات ر هایو پراکندگ هاونیسوسپانس نیب قیدق

 ونیسوسپانس یهاونیفرمولاس یایهستند. مزا ییدارو شکالاز ا یدسته مهم هاونیسوسپانس

و پوشاندن طعم  ؛یکمک یهاعدم استفاده از حلال ز؛یآبگر یمؤثر داروها زیشامل تجو

 ز،یدرولیه لیداروها به دل بیمقاومت در برابر تخر نیاست. تضم باتیاز ترک یبرخ ندیناخوشا

. شودیم دهیجوان و مسن بلع مارانیبتوسط  یبه راحت ؛یکروبیم تیفعال ای ونیداسیاکس

ممکن است در  ینسبتاً بالاتر ییدارو یهاغلظت ن،ی. علاوه بر ایعضلان یدرمان مؤثر دپو

 یبررس نیمحلول گنجانده شود. ا یهاونیبا فرمولاس سهیدر مقا ونیمحصولات سوسپانس

 هینظر ها،ونیسوسپانس یبندمانند طبقه ها،ونیمختلف سوسپانس یهابر جنبه یمرور

 ن،ویسوسپانس ونیفرمولاس یهاجنبه ساز،ونیعوامل مختلف سوسپانس ون،یسوسپانس

 قاتیو تحق هاونیسوسپانس یداریپا ها،ونیسوسپانس یابیارز ها،ونیسوسپانس یبندبسته

دارو  کی یدر اثربخش کنندهنییعامل تع کی تی. حلالزی. آودهدیدر حال انجام، ارائه م ریاخ

کشف شده در آب نامحلول هستند و  راًیاخ یمصرف است. اکثر داروها ریمس ازصرف نظر 

 ینامزدها نیتوسعه آنها با شکست مواجه شده است. ا نیدارند، بنابرا یکم یستیز یفراهم

فرموله و عرضه شوند.  ونیبه صورت نانوسوسپانس توانندیاکنون م "ایکلیبر"به اصطلاح 

 یدارند و فراهم یفیرا که در آب محلول ضع ییروهامشکل دا ونینانوسوسپانس یفناور

و  یداریبهبود پا یبرا توانیم ونینانوسوسپانس یور. از فناکندیدارند، حل م یکم یستیز

نامحلول  یهمه داروها یساده و برا ونینانوسوسپانس هیدارو استفاده کرد. ته یستیز یفراهم

مرطوب،  یهاابیاز آس استفادهبا  هاونیدر آب قابل استفاده است. نانوسوسپانس

 الیس یهامذاب و روش یسازونیحلال، امولس ریو تبخ ونیفشار بالا، امولس یسازهاهمگن

 ها،دارکنندهیبا استفاده از پا توانیرا م هاونی. نانوسوسپانسشوندیم هیته یفوق بحران

اسمز و مواد محافظ  عوامل ها،الیها، پلمانند بافرها، نمک هایافزودن ریو سا یآل یهاحلال

 .کرد هیدر برابر سرما ته

 ها،ونیسوسپانس کلمات کلیدی:

انحلال،  ،یداریپا ساز،قیمل تعلعوا

 ونینانوسوسپانس
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Introduction: 

Vehicle suspension main task is to separate 

passenger and vehicular body interactions from 

oscillations generated by road abnormalities 

whilst still maintaining continuous wheel-road 

contact. Currently, there are three types of 

automotive suspensions commonly used namely 

passive, semi-active, and active. All said systems 

are based by either pneumatic or hydraulic 

operation. It was asserted that some of these 

suspension systems cannot fully solve 

automobile oscillations problem because they are 

very costly and lend towards vehicle energy 

consumption increment (1). 

Active vehicle suspension systems had been 

in wide investigation for more than 20 years due 

to their promising characteristics. These systems 

poses potentiality of responding considerably 

good towards upward and downward changes 

caused by road inputs irregularities since the 

dampers as well as springs are mediated by an 

actuator force.  Actuator in an active suspension 

functions to spread energy away from system and 

it can be operated through various kinds of 

controllers determined by proposed design. With 

correct managing techniques which could induce 

more beneficial compromise between driving 

comfort and road handling stability, an active 

system as a whole would be the superior 

suspension design (2). 

 

 

Definitions 

Pharmaceutical suspensions are coarse 

dispersions in which the inner phase is uniformly 

dispersed throughout the outer phase. An internal 

phase composed of insoluble solid particles 

having a defined size range that is maintained 

uniformly throughout the suspending carrier by 

one or a combination of suspending agents. The 

external phase (suspension medium) is, in some 

cases, generally aqueous and may be an organic 

or oily liquid for parenteral administration. 

Category 

1. Based on general classification 

1] Oral suspension 

2] External preparation 

3] Parenteral suspension 

2. Based on solid content ratio 

1] Dilute suspension (2~10% w/v solids) 

2] Concentrated suspension (50% w/v. 

solids) 

3]. Based on electrokinetic properties of solid 

4] Particles 

5] Agglomerated Suspension 

6] Agglomerated Suspension 

4. Based on Solid Particle Size 

1] Colloidal Suspension (<1 micron) 

2] Coarse Suspension (> 1 micron) 
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3] Nano Suspension (10 ng) 

Advantages 

1] Drug suspensions can improve the 

chemical stability of certain drugs. For example, 

procaine penicillin G. 

2] The drug in suspension has a higher level 

of bioavailability than other formulations. 

Bioavailability is listed in the following order: 

Solution > Suspension > Capsule > 

Compressed Tablet > Coated Tablet 

3] The duration and onset of action can be 

controlled. For example, protamine zinc insulin 

suspension. 

.Disadvantages 

1] Physical stability, sedimentation, and 

compression can cause problems. 

2] It is bulky and must be handled and 

transported with care. 

3] is difficult to formulate. 

4] An exact single dose cannot be obtained 

unless the suspension is packaged in unit dosage 

form. 

Addendum 

1] Suspensions are generally used for 

insoluble or poorly soluble drugs. For example. 

Prednisolone Suspension. 

2] Prevents drug degradation or increases 

drug stability. 

for example. Oxytetracycline Suspension. 

3] To mask the bitter or unpleasant taste of 

medicine. 

for example. Chloramphenicol Palmitate 

Suspension. 

4] Suspensions of the drug may be prepared 

for topical use, for example for sunburn. 

5] Suspensions may be formulated for parents 

to control the rate of absorption of the drug 

Pharmaceutical Suspension Theory 

1. Sedimentation Behavior 

Sedimentation refers to the sedimentation of 

particles or masses by gravity in a liquid 

formulation. 

2. Sedimentation theory 

Settling velocity expressed by the Stokes 

equation: 

VSed = d2 (ρsro) g / 18ηo 

= 2r2(psro) g / 9ηo 

where 

v = sedimentation velocity (cm4) particle 

diameter 

r = particle Radius 

ρ s = Density of dispersed phase 

ρ o = Density of dispersion medium 

g = Acceleration of gravity 
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η o = Viscosity of dispersion medium at 

equilibrium 

Stokes equations in different forms 

V '= vs. ε n 

V '= fall velocity at the interface in cm/sec. 

V = sedimentation rate according to the 

minimum Stokes value. 

ε = indicates the initial porosity of the system, 

which is the initial volume fraction of a uniformly 

mixed suspension and varies by one unit. 

n = measure of system "obstacles" and 

constants for each system 

Stokes Equation Constraints 

Stokes equation applies only to: 

 Spherical particles in a very dilute 

suspension (0.5-2 g per 100 ml). 

 Particles that settle freely without 

interfering with each other (no collisions). 

 Particles that have no physical or chemical 

attraction or affinity for the dispersion 

medium 

3. Deposition Parameters 

Three important parameters are considered. 

1. Sedimentation volume (F) or height (H) for 

flocculated suspensions: 

F = Vu / Vo (A) 

Where, Vu = final or ultimate volume of 

sediment 

Vo = original volume of suspension before 

settling 

F= Hu / Ho 

Where, Hu = final or ultimate height of 

sediment 

Ho = original height of suspension before 

settling Sedimentation volume can have values 

ranging from less than 1 to greater than1; F is 

normally less than 1. F=1, such product is said to 

be in flocculation equilibrium. 

And show no clear Supernatant on standing 

Sedimentation volume (F) for deflocculated 

suspension 

F¥ = V¥ / Vo 

Where, F¥ =sedimentation volume of 

deflocculated suspension 

V¥ = sediment volume of completely 

deflocculated suspension. 

(Sediment volume ultimate relatively small) 

Vo=Original volume of suspension 

3. Sedimentation Velocity 

The velocity dx / dt of a particle in a unit 

centrifugal force can be expressed in terms of the 

Svedberg coefficient 'S' Under centrifugal force, 

particle passes from position x at time t to 

position x at time t. Settling behavior of 

flocculated and deagglomerated suspensions 
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Flocculated Slurry 

Floc (loose agglomerates) generated from 

flocculated slurries increase the settling rate due 

to the increase in the size of the settling particles. 

As a result, the flocculated suspension settles 

faster. Here the deposition depends not only on 

the size of the flakes, but also on the porosity of 

the flakes. The loose structure of flocs, which 

quickly settling in flocculated slurries, tends to 

persist in sediments containing significant 

amounts of entrained liquid. Therefore, the 

volume of the final sludge is relatively large and 

it is easy to redisperse by stirring. 

Fig 1. Sedimentation 

Behaviour of Flocculated 

and Deflocculated 

Suspensions 

Deflocculated Suspensions  

Deflocculated Suspensions In Deflocculated 

Slurry, individual particles are settling and the 

settling rate is low, which prevents entrapment of 

the liquid medium, making it difficult to 

redisperse during stirring. This phenomenon is 

also called "cracking" or "clay". In a 

deflocculated suspension, large particles settle 

quickly while small particles remain in the 

supernatant, so the supernatant becomes cloudy 

and even the smallest particles in the flocculated 

suspension appear, making the supernatant 

invisible. 

Brownian motion (Drunk Walk) 

Brownian motion keeps the dispersed 

material in random motion to prevent settling. 

Brownian motion depends on the density of the 

dispersed phase and the density and viscosity of 

the dispersed medium. If the size of the particle is 

less than the critical radius (r), the kinetic impact 

of the particle with molecules in the suspending 

medium keeps the particle in suspension. 

Brownian motion can be observed when the 

particle size is 2-5 mm when the density of the 

particles and the viscosity of the medium are 

good. When particles (about 2 microns in 

diameter or less) are observed under a 

microscope or when light scattered by colloidal 

particles is observed under an ultramicroscope, 

the observed random motion is called Brownian 

motion. 

The displacement or displacement distance (Di) 

due to Brownian motion is given by Equation 

.Di2 = RTt 

N3πηr 

where R = gas constant 

T = temperature. Kelvin in degrees 
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N = Avogadro's number 

η = Viscosity of the medium 

t = Time 

r = Particle radius 

 

Electro kinetic properties 

1. Zeta potential 

Zeta potential is defined as the potential 

difference between closely adjacent bonding 

surfaces. An electrically neutral region of a layer 

(shear surface) and solution. As shown in Figure 

1.2, the dislocation drops sharply at first and then 

gradually decreases as it moves away from the 

surface. This is because counter ions located 

close to the surface act as a shield to reduce the 

electrostatic attraction between the charged 

surfaces and counter ions farther from the 

surface. 

                          Fig: 1.2 Zeta potential 

 

Zeta potential has practical applications for 

the stability of systems containing dispersed 

particles. Because this potential, not the Nernst 

dislocation, determines the degree of repulsion 

between neighboring and evenly charged 

dispersed particles. When the zeta potential 

decreases below a certain value (depending on 

the specific system used), the attractive force 

exceeds the repulsive force and the particles bind. 

This phenomenon is called agglomeration 

2. Flocculent 

Flocculent reduces the zeta potential of 

suspended charged particles, causing 

agglomeration (flocculation) of the particles. 

Examples of flocculants: 

• Neutral electrolytes such as KCl, NaCl. 

• Calcium salt 

• Alum 

3. Agglomeration System 

In this system, the dispersed phase is in the 

form of large loose masses in which individual 

particles are weakly bound to each other. As the 

size of the settler increases, the rate of 

sedimentation increases due to agglomeration. 

The rate of sedimentation depends on the size and 

porosity of the floc. The formation of particle 

swarms reduces the free surface energy between 

the particles and the liquid medium, resulting in 

thermodynamic stability. Formulation of the 
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Flocculant Suspension System Formulating a 

flocculent suspension requires two critical steps. 

• Particle wetting               • Controlled 

agglomeration 

Various Methods to Increase Viscosity of 

Suspensions 

1. Viscosity improvers 

Using some natural gums (gum arabic, 

tragacanth), polymers, cellulose derivatives 

(sodium CMC, methylcellulose), clays 

(bentonite) and sugars (glucose, fructose) to 

increase the viscosity. Viscosity of the dispersion 

medium. These are known as suspending agents 

2. Solvent 

Certain solvents that are highly viscous on 

their own are used as cosolvents to increase the 

viscosity of the dispersion medium. Thus 

increasing the physical stability ... ... The clinical 

effect of a nitrofurantoin suspension increases as 

the viscosity of the suspension increases. 

Suspension Syringe Capability 

Parenteral Suspensions are generally non-

agglomerated suspensions and are often supplied 

as dry suspensions. If the parenteral suspension is 

flocculated, less syringes will be injected. This 

means that it will be more difficult for the doctor 

or nurse to administer and the patient will suffer 

from greater cohesion. Suspensions for parenteral 

administration are generally administered 

intramuscularly. Suspensions for intravenous 

administration with a particle size of less than 1 

micron, called nanosuspensions, are also 

currently available. The viscosity of the 

suspension should be on the table so that it can be 

easily injected with a syringe and is less painful 

for the patient. 

Colloidal Properties 

Colloids in suspension form compounds such 

as ions in solution. Therefore, the suspension 

properties of colloids are generally ignored. In 

general, colloids are maintained in suspension 

form by a very low electronegativity charge on 

the surface of each particle. This charge is called 

the zeta potential. This small charge, called the 

zeta potential, is the main function that 

determines the ability of the liquid to transport the 

substance in the suspension. As this charge 

(electronegativity) increases, more material is 

transported through the liquid in the suspension. 

As the charge decreases, the particles move closer 

to each other and the liquid reduces its ability to 

move substances in the suspension. There is a 

point where the particles go beyond their ability 

to carry the material in suspension and begin to 

aggregate with the heavier particulate matter that 

falls out of the liquid and solidifies. The colloids 

in the suspension determine the ability of all 

liquids, especially water-based liquids, to carry 

the fabric. This also applies to semi-solid and 

solid materials. 

Formulation of Pharmaceutical 

Suspensions Structured Carrier 
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The term "structured carrier" is of paramount 

importance for formulation and stability criteria 

when stable suspensions are required. A major 

drawback of suspension formulations that limit 

their use in everyday life is their stability during 

long-term storage. To overcome these problems 

or to reduce them to some extent, the term 

'structured car' is meaningful. Structured carriers 

are carriers in which the viscosity of the 

formulation approaches infinity during storage 

under static conditions of very low shear. The 

vehicle behaves like a "false body" that can keep 

particles suspended, which is rather stable. 

The concept of "structured carrier" applies 

only to agglomerated suspensions that form a 

solid precipitate due to precipitation of solid 

particles and must be readily and uniformly 

redispersed during administration. The concept of 

a structured vehicle is not applicable to 

agglomerated slurries as the precipitated mass is 

easily redispersed by shaking. In general, the 

concept of structured carriers does not apply to 

parenteral suspensions as their high viscosity can 

cause syringe problems. 

 The density of structured filler may be 

increased as 

• Polyvinyl pyrrolidone 

• Polyethylene glycol 

• Glycerin 

List of suspending agents used in 

suspension production 

• Alginate                 • Methyl cellulose 

• Hydroxyethyl cellulose 4 methyl 

carboxymethyl • Carboxymethyl cellulose 44 44 

• Carboxymethyl cellulose 44 44 • 

Carboxymethyl Cellulose 44 44 • Carboxymethyl 

Cellulose 44 44 • Carboxymethyl Cellulose 44 44 

• Carboxymethyl Cellulose 44 44 • 4 

Carboxymethyl Cellulose 44 44 • 44 

Carboxymethyl 4 Cellulose Alginate has almost 

the same suspending effect as tragacanth. There 

is. Alginate solutions lose their viscosity when 

heated above 600 °C. due to depolymerization. 

Fresh solutions have the highest viscosity, after 

which the viscosity gradually decreases and 

acquires a constant value after 24 hours. The 

maximum viscosity is observed in the pH 59 

range. It is also used as a laxative in the food 

industry. Due to its significant thickening effect, 

alginate is used in lower concentrations to avoid 

viscosity issues. High viscosity slurries are not 

easy to pour. A 1% solution of low viscosity 

alginate has a viscosity of 410 mPa·s at 200°C. 

Alginate is a polymer composed of monomers of 

mannuronic acid and glucuronic acid by chemical 

composition. The ratio of mannuronic acid to 

glucuronic acid determines the rafting properties. 

High percentages (eg 70% glucuronic acid) form 

the strongest rafts 

2. Methylcellulose 

Methylcellulose is available in several 

viscosity grades. The difference in viscosity is 

due to differences in methylation and polymer 

chain length. Methylcellulose is more soluble in 
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cold water than in hot water. Addition of 

methylcellulose to hot water and cooling with 

constant stirring produces a clear or milky white 

viscous solution. Methylcellulose is stable in the 

pH range of 3·11. Methylcellulose is nonionic 

and therefore compatible with many ionic aids 

3. Hydroxyethylcellulose 

It is another excellent suspending agent with 

properties somewhat similar to methylcellulose. 

In HEC, the hydroxyethyl group is attached to the 

cellulose chain. Unlike methylcellulose, HEC 

dissolves in both hot and cold water and does not 

gel when heated. 

Sodium Carboxymethylcellulose (NaCMC) 

(53,54). 

Various viscosities are available. The 

difference in viscosity depends on the degree of 

polymerization. Dissolve both in hot and cold 

water. It is stable in the pH 510 range. Because it 

is anionic, it is not compatible with polyvalent 

cations. Sterilizing rubber powder will lower its 

viscosity. Used in concentrations up to 1%. 

Acacia [54] 

Most widely used in the preparation of 

suspensions for immediate administration. 

Acacia is not a good thickener. For a dense 

powder, acacia itself cannot provide a suspending 

effect, so we mix tragacanth, starch and sucrose, 

commonly known as BP complex tragacanth 

powder. 

Surfactant 

Surfactant reduces the interfacial tension 

between the drug particle and the liquid, allowing 

the liquid to penetrate into the pores of the drug 

particle, displacing air, providing wetting. The 

optimum concentration of surfactant helps to 

disperse the particles. We usually use nonionic 

surfactants, but ionic surfactants can also be used 

under certain conditions. The downside of 

surfactants is that they tend to foam. It also tastes 

bitter. Some surfactants, such as polysorbate 80, 

interact with preservatives such as 

methylparaben, reducing their antimicrobial 

activity. 

Polysorbate 80 is the most popular because 

of its advantages: 

1 Since it is non-ionic, the pH of the medium 

does not change. 

2 No toxicity. Safe for internal use. 

3 It does not foam well, but it should be used 

at a concentration of less than 0.5%. 

4 Compatible with most supplements. 

Solvent 

The most commonly used solvents are 

alcohol, glycerin, polyethylene glycol and 

polypropylene glycol. The mechanism that 

provides wettability is that it is mixed with water 

to reduce the interfacial tension between the 

liquid and air. The liquid penetrates the individual 

particles and aids in wetting. To avoid stability 

issues, all liquid formulations should be 

formulated at an optimum pH. Rheology, 
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viscosity, and other properties depend on the pH 

of the system. Most liquid systems are stable in 

the pH 410 range. This is most important when 

the API consists of ionizable acidic or basic 

groups. If the API consists of neutral molecules 

with no surface charge, this is not a problem. 

Steroids, phenacetin, but pH control is strictly 

required as a quality control tool. 

Process Quality Control (Ipqc) for Slurries 

Process Quality Control is the process of 

monitoring critical manufacturing process 

parameters to ensure the quality of the final 

product and achieve results. Instructions required 

when discrepancies are found. In a continuous 

process, production management is established 

and documented by quality control and 

production personnel to ensure that the 

predictable values of each production run are 

within acceptable standards. 

For in-process quality control to function 

properly, it must be determined: 

Which processes should be monitored and at 

what stage? 

How many samples were taken for analysis 

and how often? 

The purpose of the IPQC test, such as the 

amount of each sample, acceptable variability, 

etc.  

1 Minimize party and within-party 

variability. 

2 To ensure the quality of the final product. 

3 Ensures continuous monitoring of process 

variables that can affect product quality. 

4 Ensuring the introduction of GMP in 

production. 

5 Indicates that a functional quality assurance 

system is in place (55,56). 

IPQC occurrence of phases 

This test is performed for dispersed phase and 

dispersion medium. To prepare the dispersed 

phase for the suspension, purified water and 

syrup are often used. Particle size distribution, 

syrup clarity, gum dispersion viscosity, 

monitored water quality to monitor product 

quality 

Dispersed phase particle size 

Optimal particle size The drug in the 

dispersed phase is essential for the stability of the 

final suspension. So this test is done to analyze 

under the microscope and find out the drug 

particle size range, then compare with the 

required optimal particle size. In the event of 

discrepancies, stricter control of the 

microbiological step should be ensured 

pH test 

The pH of the suspensions also contributes to 

the stability and properties of the formulation. 

Therefore, the pH of the different media, 

suspension phase, pre-mix and post-mix are all 

monitored and recorded over time to ensure 

optimum pH environment is maintained 
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Feasibility 

Experimental This is done on suspensions 

after mixing to ensure that the end result, the 

product is pourable and will not cause any 

problems during patient loading and handling 

Check final product 

To obtain an accurate dose of the dosage 

form, the active ingredient should be evenly 

distributed throughout the dosage form. 

Therefore, samples removed from the dispersed 

phase after microbiology and, after mixing with 

the dispersion medium, were tested to determine 

the degree of homogeneity. If a deviation is 

found, it is corrected appropriately by monitoring 

the mixing step to ensure a reliable formulation. 

Measure zeta potential 

The value of zeta potential reflects future 

stability of the suspension, so it tracks over time 

to ensure optimal zeta potential. The zeta 

potential is measured with a zetameter or by 

micro electrophoresis (57). 

Appearance  

1. Colour, odour and taste 

2. Physical properties such as particle size 

determination and microscopic imaging for 

crystal growth 

3. Sedimentation rate and zeta potential 

measurement 

4. Body sedimentation volume 

5. Centrifugation and redispersity test 

6. Flow measurement 

7. Test resistance 

8. pH 

9. FreezeThaw temperature cycle Container 

and cap liner compatibility 

10Torque test 

Centrifugal test 

This test provides information on the physical 

stability of a suspension. Product is tested for 

uniform Color distribution, no air bubbles prior to 

packaging. Final quality check of suspension QC 

quiescent test. 

Nanosuspension 

Ddefinitions: 

 Pharmaceutical nanosuspensions are "very 

fine solid particles in an aqueous carrier 

stabilized with a surfactant for oral and topical 

administration or parenteral and pulmonary 

administration, resulting in an increased rate of 

dissolution due to a decrease in particle size and 

consequently, improved bioavailability (52).  

Dissolution rate and thus improved 

bioavailability (52). More than 40% of the new 

chemicals created in drug development programs 

are poorly soluble in water or lipophilic 

compounds. Creating water-insoluble drugs has 

always been a daunting challenge for 

pharmacists. Nanoparticle formulations can be 

applied to all medicinal compounds belonging to 
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Class II and IV of the Classification of 

Biologicals (BCS) to increase their solubility and 

thus allow separation from the gastrointestinal 

barrier. Undifferentiated is used for Class II drugs 

(BCS), i.e. drugs with good permeability and 

poor solubility. Traditional methods for 

increasing the solubility of poorly soluble drugs 

include micronization, solubilization using a 

cosolvent, salt form, dispersion of surfactant, 

precipitation method, and oily solution. Other 

methods [814] such as liposomes, emulsions, 

microemulsions, solid dispersions and complex 

inclusion formation using cyclodextrins (14). 

Give reasonable results but are not universally 

applicable to all drugs. This method does not 

apply to drugs that do not dissolve in aqueous and 

organic solvents. Nanotechnology can be used to 

solve problems associated with this traditional 

approach of increasing solubility and 

bioavailability. Nanosuspension is preferred for 

compounds that are insoluble in water (but 

soluble in oil) with high log P, high melting point 

and high capacity. Nanosuspensions can also be 

used for drugs that are insoluble in water and 

organic solvents. Hydrophobic drugs such as 

atorvastatin (15), famotidine (16), simvastatin 

(17), revaprazan (18) and aceclofenac (19) are 

formulated as nanosuspension 

A nanosuspension is a colloidal dispersion of 

nanosized drug particles stabilized with a 

surfactant. They can also be defined as a two-

phase system consisting of pure drug particles 

dispersed in an aqueous vehicle with suspended 

particles less than 1 micron in diameter. 

Nanosuspensions can be lyophilized or spray 

dried, and nanoparticles of nanoparticles can also 

be incorporated into a solid matrix (20-25). 

nano is the Greek word for dwarf. Nano 

means 1/109 or 1/billion. Some nan scale 

comparisons are provided. 

Microns = 106 m = 104 cm = 103 mm 4. 

For a long time, colloid mills or jet mills were 

used to favor the micronization of poorly soluble 

drugs. The overall particle size distribution 

ranges from approximately 25 microns to 0.1 

microns to microns, with only a small fraction 

being less than 1 micron in the nanometer range. 

When to use nano-suspensions Approach 

1] Preparation of nano-suspensions is 

preferred for compounds that are insoluble in 

water (but soluble in oil) with high log P. 

2]. In general, drugs that are insoluble in 

water but soluble in oil are formulated as 

liposomes, emulsion systems, but this lipid 

formulation approach does not apply to all drugs. 

In these cases, nano-sized suspensions are 

preferred. 

3] For drugs that are insoluble in both water 

and organic media, nanosuspensions are used 

instead of using lipid systems as formulations.  

4] The nanosuspension approach is best for 

compounds with high log P, high melting points, 

and high doses. 
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Potential benefits of nanosuspension 

technology for poorly soluble drugs 

1] Reduced particle size, increased drug 

dissolution rate, increased absorption rate and 

absorption rate, increased drug bioavailability, 

plasma area over time curve, time onset, 

maximum drug level, variability Reduced, 

reduced lactation/fasting effects. 

Nanosuspension can be used for compounds 

that are insoluble in water but soluble in oil. On 

the other hand, nanosuspensions can be used in 

contrast to lipid systems, successfully generating 

compounds that are insoluble in water and oil. 

2] nanoparticles can attach to the 

gastrointestinal mucosa to prolong the contact 

time of the drug, thereby increasing the 

absorption of the drug. 

3] An obvious advantage of nanosuspensions 

is that they can be administered in a variety of 

ways, including oral, parenteral, pulmonary, 

dermal, and ocular.  

4] Nanosuspension of nanoparticles (NPs) 

offers a number of advantages over conventional 

dosage forms for the eye, including reduced 

dosage, sustained drug release for a long period 

of time, reduced systemic drug toxicity, and 

improved drug absorption due to prolonged 

residence. Nanoparticles can be advantageous 

drug carriers for ophthalmic applications because 

of the length of time nanoparticles are present on 

the corneal surface, higher drug concentrations in 

infected tissue, compatibility for poorly water-

soluble drugs, and smaller particles are better 

tolerated by patients than larger particles.  

5] Nanosuspension has a low incidence of 

side effects of excipients. 

6]. Nanosuspension eliminates compound 

delivery problems by eliminating the need for 

dissolution and keeping the drug in its desirable 

crystalline state small enough to be 

pharmaceutically acceptable. 

Methods for preparing nanosuspension 

Basically, there are two methods for 

preparing Nanosuspension. The traditional 

precipitation method (hydrosol) is called bottom-

up technique .The top-down technique is the 

preferred decomposition method over the 

sedimentation method. Top-down techniques 

include intermediate milling (nanocrystals), high 

pressure homogenization in water (dissociation), 

high pressure homogenization in non-aqueous 

media (Nano-refining), and a combination of 

precipitation and high pressure homogenization 

(Nanoedege) (26-32). 

Advantage 

1) Use simple and inexpensive equipment. 

2) Higher solubility upon saturation favors 

precipitation compared to other methods of 

preparing nanosuspensions. 

Disadvantages 

1) The drug must be dissolved in one or more 

solvents (except for all new drugs that are poorly 
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soluble simultaneously in aqueous and organic 

media). 

2) The solvent must be mixed with at least 

one non-solvent. 

3) Residual solvent must be removed, which 

increases production cost. 

4) It is slightly difficult to maintain particle 

properties (ie size, especially the amorphous 

part). A second sequential process, spray drying 

or freeze drying, is generally recommended for 

particle preservation (33, 34). 

TopDown Technology 

a) Medium Milling 

b) High Pressure Homogenization 

Medium Milling 

Nanosuspensions are produced using high 

shear mills or pearl mills. The grinder consists of 

a grinding chamber, a milling shaft and a 

recirculation chamber. The aqueous drug slurry is 

then fed into a grinder containing fine grinding 

balls/pearls. Because this ball rotates at a very 

high shear rate at a controlled temperature, it 

passes through the inside of the grinding ball and 

collides with the sample on the opposite wall of 

the grinding ball. Combining friction and impact 

forces significantly reduces particle size. The 

grinding media or balls are made of ceramic 

sintered alumina or zirconium oxide 

or highly crosslinked polystyrene resin with 

high wear resistance. Planetary ball mills (PM100 

and PM200; Retsch GmbH and Co., KG, Haan, 

Germany) are an example of equipment that can 

be used to achieve sub-0.1 micron fineness. 

Zninsulin nanosuspensions with an average 

particle size of 150 nm were prepared using a wet 

milling technique. The main disadvantages of this 

technique are the erosion of beads/pearls that can 

leave a contaminating residue in the final product, 

the degradation of thermally labile drugs due to 

the heat generated during the process, and the 

relatively high proportion of particles larger than 

5 µm in size (35, 37). 

Advantages 

1] Simple technology 

2] Low cost of self-polishing 

3] To some extent large-scale production is 

possible (batch process). 

Disadvantages 

1] There is a possibility of erosion of the 

crushed material, resulting in product 

contamination. 

2] The process duration is not very favorable 

for production. 

3] Prolonged grinding may result in the 

growth of microorganisms in water. 

4] Time and costs associated with procedures 

for separating milled material from suspensions 

of pharmaceutical nanoparticles, particularly in 

the production of sterile parenteral products (35, 

38). 
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High-pressure homogenization 

Dissocubes homogenization involves 

pumping the slurry under pressure through a 

narrow orifice UY. 

Dissocubes 

It was developed by Muller et al. In this case, 

the drug suspension is passed through a small 

hole and the static pressure drops below the 

boiling pressure of the water, causing the water to 

boil and bubbles to form. When the suspension 

leaves the gap and reaches normal atmospheric 

pressure again, the bubble bursts and the 

peripheral part containing the drug particles 

rushes towards the center and the particle size 

decreases during the colloidal process. In most 

cases, several passes or cycles of the 

homogenizer are required depending on the 

hardness of the drug, the desired average particle 

size and the required uniformity. This principle is 

used in the APV Gaulin Micron LAB 40 

homogenizer (APV homogenizer, Lübeck, 

Germany) and the NS 1001LPanda 2K high 

pressure homogenizer (Nirosuavi. S.P.A., Parma, 

Italy). The main advantage of high pressure 

homogenization over medium grinding is that it 

can be used for both dilute and concentrated 

suspensions and can also be used for aseptic 

production (39,40). 

Nanopure 

Nanopure is a homogenized suspension in 

anhydrous medium or aqueous mixture. In 

Dissocubes technology, cavitation is the defining 

element of the process. However, unlike water, 

oils and fatty acids have very low vapor pressures 

and high boiling points. As a result, the drop in 

static pressure is not sufficient for cavitation to 

occur. Patents dealing with the disintegration of 

polymer materials by high pressure 

homogenization promotes disintegration at high 

temperatures of about 800℃, so it is mentioned 

that it cannot be used for heat-labile compounds. 

In nanoparticle technology, a suspension of drug 

in a non-aqueous medium is homogenized at 0 °C 

or even below freezing, called "deep freeze" 

homogenization. The results obtained are similar 

to dissocube, allowing effective use for heat-

labile substances under milder conditions 

(41,42). 

The basic principle of the Nanoedge™ 

Nanoedge is the same as sedimentation and 

homogenization. The combination of these 

methods results in a smaller particle size and 

better stability in a shorter time. The major 

drawbacks of the deposition method, such as 

crystal growth and long-term stability, can be 

addressed with Nanoedge technology. In this 

method, the precipitated suspension is further 

homogenized. This reduces the grain size and 

prevents crystal growth. Precipitation is 

performed in water using water-miscible solvents 

such as methanol, ethanol and isopropanol. 

Although these solvents may be acceptable to 

some degree in the formulation, it is desirable to 

remove them completely. For efficient 

production of nanosuspensions using Nanoedge 
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technology, the modified starting material can be 

obtained without solvent, including an 

evaporation step, and then homogenized at high 

pressure (43). 

Emulsion Diffusion Method 

In addition to using an emulsion as a carrier 

for drug delivery, it can also be used as a template 

for preparing nanosuspensions. Using an 

emulsion as a template is applicable to drugs that 

are soluble in volatile organic solvents or 

partially water-miscible solvents. These solvents 

can be used as the dispersed phase of the 

emulsion. The organic solvent or solvent mixture 

containing the drug is dispersed in an aqueous 

phase containing a suitable surfactant with 

stirring to form an emulsion. The resulting 

emulsion was further homogenized by high 

pressure homogenization. After the 

homogenization cycle, the emulsion was diluted 

with water and homogenized in a homogenizer to 

diffuse the organic solvent and convert the 

droplets into solid particles. Because one particle 

is formed in each droplet of the emulsion, it is 

possible to control the size of the emulsion, 

optimize the surfactant formulation, and increase 

the absorption of the organic phase, ultimately 

controlling the particle size of the 

nanosuspension. Drugs in emulsions. Initially, 

methanol, ethanol, ethyl acetate, and chloroform 

were used as organic solvents (42 46). 

Advantages 

1] No special equipment is required. 

2] The particle size can be easily controlled 

by controlling the droplet size of the emulsion. 

3] Can be easily extended with correct recipe 

optimization. 

Disadvantages 

1] Poorly soluble formulations in aqueous 

and organic media cannot be prepared using this 

method. 

2] Safety concerns due to the use of 

hazardous solvents in the process. 

3] Ultrafiltration is required to purify the drug 

nanosuspension, which can make the process 

expensive. 

4] A large amount of surfactant/stabilizer is 

required compared to the preparation method 

described above. 

Micro emulsion Template 

This method uses an organic solvent or 

solvent mixture loaded with a drug dispersed in 

an aqueous phase containing a suitable surfactant 

to form an emulsion. The organic phase is then 

evaporated under reduced pressure to form a 

nanosuspension in which drug particles are 

instantaneously precipitated and stabilized by a 

surfactant. Another method uses a partially 

water-miscible solvent such as butyl lactate, 

benzyl alcohol and triacetin as the dispersed 

phase instead of the hazardous solvent. (44-48). 

Advantages 

1] No special equipment is required. 
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2] The particle size can be easily controlled 

by controlling the droplet size of the emulsion. 

3] can be easily extended with correct recipe 

optimization. 

Disadvantages 

1] Poorly soluble formulations in aqueous 

and organic media cannot be prepared using this 

method. 

2] Ultrafiltration is required to purify the drug 

nanosuspension, which can make the process 

expensive. 

3] A large amount of surfactant/stabilizer is 

required compared to the preparation method 

described above. 

Dry CoGrinding 

Recently, nanosuspensions can be obtained 

by dry grinding. Successful work on the 

preparation of stable nanosuspensions by dry 

grinding poorly soluble drugs into soluble 

polymers and copolymers after dispersion in a 

liquid medium has been reported. Many soluble 

polymers and copolymers have been used, such 

as PVP, polyethylene glycol (PEG), 

hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and 

cyclodextrin derivatives. and preventing Ostwald 

aging and agglomeration of the nanosuspension 

to obtain a physically stable composition by 

providing a steric or ionic barrier. The type and 

amount of the stabilizer significantly affects the 

physical stability and behavior of the 

nanosuspension in vivo. Stabilizers used so far 

are poloxomers, polysorbates, cellulose, 

povidone and lecithin. Lecithin is the preferred 

stabilizer when developing parent-friendly and 

autoclavable nanosuspensions ([49). 

Organic Solvent 

When an emulsion or microemulsion is used 

as the matrix, an organic solvent is used as part of 

the nanosuspension. Pharmaceutically acceptable 

less hazardous water-miscible solvents such as 

methanol, ethanol, chloroform, isopropanol, and 

partially water-miscible solvents such as ethyl 

acetate, ethyl formate, butyl lactate, triacetin, 

propylene carbonate, and benzyl alcohol are more 

common than hazardous solvents. It is desirable 

in the formulation. Solvents such as 

dichloromethane (49.50) 

Cosurfactant The choice of cosurfactant is 

important when using microemulsions to 

makenanosuspensions. Since cosurfactants can 

have a strong influence on the phase behavior, the 

effect of cosurfactants on the internal phase 

absorption and drug loading of the selected 

microemulsion composition should be 

investigated. Although the literature describes the 

use of bile salts and dipotassium glycerol 

chisinate as co-surfactants, various solubilizers 

such as transcutol, glycofurol, ethanol and 

isopropanol can be safely used as co-surfactants 

in microemulsions (51). 

Characterization of Nanosuspensions  

Invitro 
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1] Colour, Odor, Taste 

2] Particle Size Distribution 

3] Particle Charge (Zeta Potential) 

4] Crystal Form 

5] Dissolution Rate and Saturation 4 6] 

Density 

7] pH value 

8] Droplet size 

9] Viscosity measurement 

10] Stability of nanosuspension 

Biological properties In-vivo 

Evaluation of surface modified 

nanosuspension 

1] Surface hydrophilicity   2] Interaction with 

nano protein  

Invitro Ratings 

1] Colour, Odor, Taste 

These properties are particularly important 

for oral administration. Changes in taste, 

particularly changes in active ingredients, can be 

explained by changes in particle size, crystal 

shape and subsequent particle dissolution. 

Changes in Colour, odor and taste may also 

indicate chemical instability (52, 53). 

2] Particle Size Distribution 

Particle size distribution determines the 

physicochemical behavior of a composition, such 

as saturated solubility, dissolution rate, physical 

stability, etc. Particle size distribution was 

determined by photon correlation spectroscopy 

(PCS), laser diffraction (LD) and multisize 

coulter counters. The PCS method measures 

particles from 3 nm to 3 µm, while the LD 

method has a measurement range of 0.0580 µm. 

The Coulter Counter Multilyzer shows the 

absolute number of particles as opposed to the LD 

method, which provides only a relative size 

distribution. For intravenous administration, the 

particles should be less than 5 microns, given that 

the minimum capillary size is 56 microns. 

Therefore, as the particle size increases, 

capillaries can become obstructed or embolized 

(54). 

3] Zeta potential 

Zeta potential indicates the stability of the 

suspension. A minimum zeta potential of ± 30 

mV is required for a stable suspension that is 

stabilized only by electrostatic repulsion, but a 

zeta potential of ± 20 mV is sufficient when the 

electrostatic stabilizer and steric stabilizer are 

combined. 

4] Crystal morphology 

Techniques such as differential scanning 

calorimetry or X-ray diffraction analysis 

combined with differential thermal analysis can 

be used to characterize polymorphic changes due 

to the effects of high pressure homogenization in 

the crystal structure of the drug. Increase. Due to 

high pressure homogenization, the 
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nanosuspension may experience a change in 

crystal structure, which may change to 

amorphous or other polymorphic morphology. 

5] Dissolution rate and saturated solubility  

The nanosuspension has significant 

advantages over other technologies in that it can 

increase both dissolution rate and saturated 

solubility. These two parameters need to be 

determined by different physiological solutions. 

Assessment of saturation solubility and 

dissolution rate helps determine the in vitro 

behavior of the pharmaceutical product. Bohm 

etc. We have reported an increase in dissolution 

pressure and dissolution rate with a decrease in 

particle size down to the nanometer range. There 

is. Reached to "minimize pH-drift" and ensure 

electrode surface coating with suspended solids. 

To stabilize the pH, do not add electrolytes to the 

outer phase of the formulation. 

7] Droplet size 

 The droplet size distribution of the 

microemulsion vesicle can be determined either 

by light scattering technology or by electron 

microscopy. A dynamic light scattering 

spectrophotometer using a neon laser with a 

wavelength of 632 nm. 

8] Viscosity measurement 

Viscosity of lipid-based formulations of 

different compositions can be measured at 

different temperatures and at different shear rates 

using a Brookfield rotational viscometer. The 

sample chamber of the device must be maintained 

at 37 ° C by a thermal bath and the sample must 

be immersed in the device for measurement (55). 

Establishing In Vivo Biological 

Performance 

In vitro / In vivo correlations and monitoring 

in vivo performance of drugs is an important part 

of the study, regardless of Route or the delivery 

system used. This is most important for 

intravenously injected nanosuspension. This is 

because the In vivo behaviour of the drug 

depends on the organ distribution, which depends 

on surface properties such as surface 

hydrophobicity and interaction with plasma 

proteins. The protein absorption pattern observed 

after intravenous injection of nanoparticles is 

recognized as an essential factor in organ 

distribution. Therefore, appropriate techniques 

should be used to evaluate surface properties and 

protein interactions to understand in vivo 

behavior. Techniques such as hydrophobic 

interaction chromatography can be used to 

determine surface hydrophobicity, and 2D-PAGE 

is used to quantitatively and qualitatively protein 

adsorption after intravenous injection of drug 

nanosuspension into animals (55).  

Nanosuspension applications 

Oral 

Oral administration of the drug is the most 

preferred route of drug delivery. However, some 

drugs have the problem that their poor solubility 

and absorbability limit their bioavailability and 
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ultimately reduce their effectiveness. In such 

cases, nanosuspensions can solve the problem by 

improving dissolution rate and absorption by 

increasing surface area and improving adhesion. 

Nanosuspensions can lead to increased mucosal 

adhesion, which can prolong gastrointestinal 

transit time and lead to increased bioavailability. 

Improved oral bioavailability may be due to 

increased surface area, saturated solubility, and 

adhesion of drug nanosuspensions. The taste 

masking of the particle system is also possible 

without any problem. 

Eyepiece preparation 

Nanosuspension may benefit drugs with low 

solubility in tears. Nanosuspensions are an ideal 

approach for the delivery of hydrophobic drugs to 

the eye due to their unique ability to improve the 

saturated solubility of the drug. Kasse metal. 

Development of Nanosuspension Delivery 

System for Specific Glucocorticoid Medication. 

Lung 

Nanosuspension may be beneficial for 

delivery of drugs with low solubility in lung 

secretions. Currently available approaches to 

pulmonary administration, such as aerosol or dry 

powder inhalers, have certain drawbacks such as 

limited diffusion at the desired site, reduced 

residence time, which can be overcome with 

nanosuspensions. Can be done. Fluticasone and 

budesonide have been successfully prescribed as 

nanosuspensions for pulmonary delivery. 

Orally administered in the form of a 

Mucoadhesion 

Suspension of nanoparticles, nanoparticles 

diffuse into the liquid medium and rapidly reach 

the mucosal surface. Particles are anchored to the 

intestinal surface by an adhesion mechanism 

called "bioadhesion". From this point on, the 

concentrated slurry acts as a reservoir for the 

particles and the adsorption process takes up sites 

very quickly. Direct contact of particles with 

intestinal cells via the bio adhesive step is the first 

step before particles are absorbed 

Conclusion: 

The suspension is stable as long as the system 

does not follow the zero order, but as soon as it 

enters the first order dynamics, the disintegration 

is faster. However, if the slurry is thickened, it 

will take longer for the system to go from 0th to 

1st order. This is why concentrated slurries are 

often stable enough to be placed on the market, 

whereas diluted slurries are not. However, the 

thickened suspension affects the physical 

stability of the suspension. Therefore, 

pharmaceutical manufacturers must optimize 

both the physical and chemical parameters of the 

dispersed particles to achieve the desired 

suspension stability. Nanosuspension solves the 

problem of low bioavailability of hydrophobic 

drugs and drugs, which are poorly soluble in 

aqueous and organic solutions. Production 

technologies such as the Medium Grinding and 

High Pressure Homogenizer are used for large-

scale production of nanosuspensions. 
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Nanosuspensions can be administered by oral, 

parenteral, pulmonary, ophthalmic and topical 

routes. Because nanotechnology is simple, there 

are fewer requirements for excipients, and has an 

increased rate of dissolution and solubility at 

saturation, so many drugs with low 

bioavailability are formulated in the form of 

nanosuspensions (51). 
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ABSTRACT 

Pharmaceutical Suspension is a coarse dispersion of insoluble solid particles in a liquid medium. The 

particle diameter of the suspension is usually greater than 0.5 μm. However, establishing sharp boundaries 

between suspensions and dispersions with finer particles is difficult and impractical. Suspensions are an 

important class of pharmaceutical dosage forms. Advantages of suspension formulations include effective 

administration of hydrophobic drugs; refusal to use co-solvents; It masks the unpleasant taste of some 

ingredients. Ensuring resistance to degradation of drugs due to hydrolysis, oxidation or microbial activity; 

it can be easily swallowed by young and elderly patients. Effective intramuscular depot therapy. In addition, 

relatively higher drug concentrations may be included in suspension products compared to solution 

formulations. This review provides an overview of various aspects of suspensions, such as classification of 

suspensions, suspension theory, various suspending agents, aspects of suspension formulations, packaging 

of suspensions, evaluation of suspensions, stability of suspensions, and recent research in progress. pendant. 

Solubility is a decisive factor in the effectiveness of a drug regardless of the route of administration. Most 

of the recently discovered drugs are insoluble in water and have low bioavailability, so development has 

failed. These so-called "Brickellia" candidates can now be formulated and delivered as nanosuspensions. 

Nanosuspension technology solves the problem of drugs that are poorly soluble in water and have low 

bioavailability. Nanosuspension technology can be used to improve drug stability and bioavailability. The 

preparation of nanosuspension is simple and applicable to all water-insoluble drugs. Nanosuspensions are 

prepared using wet mills, high pressure homogenizers, emulsion and solvent evaporation, melt 

emulsification, and supercritical fluid methods. Nanosuspensions can be prepared using stabilizers, organic 

solvents and other additives such as buffers, salts, polyols, osmagents and cryoprotectants. 

Keywords: Suspensions, Suspending agents, Stability, Dissolution, Nanosuspension 
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