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  25/4/84:     پذيرش5/11/83: درخواست اصلاحات نهايي    6/6/83 :دريافت
  

  مقدمه
كلوستريديوم ديفيسيل عامل عمده اسهال وابسته به       
آنتي بيوتيك كسب شده از محيط بيمارسـتان، كوليـت و          

ــش  ــا غ ــت ب ــت  ايكولي ــاذب اس ــت  . ]1[ ك ــيوع عفون ش
بيمارستاني با كلوستريديوم ديفيسيل بـصورت افزايـشي        

ي حساس مثل كهنـسالان، افـراد بـا         بخصوص از گروه ها   
سازش ايمني و بيماران جراحي شده گزارش مـي شـود           

 تيــپ خاصــي از ،تعيـين ايــن كــه آيــا در يــك شــيوع . ]2[

ارگانيسم دخيل است يا نه نيازمند بررسي و تعيـين نـوع            
  . اين ارگانيسم است

براي تعيين نوع ايـن ارگانيـسم روش هـاي مختلفـي            
روش هـاي فنـوتيپي از      . استمورد استفاده قرار گرفته     

. ]3[هاي مورد استفاده در ايـن زمينـه بـود          اولين روش 
آنـاليز پلاسـميدي، الكتروفـورز روي         همكاران  و 1واست

ــول،    ــاي محلــ ــروتئين هــ ــد پــ ــي آكريلاميــ ژل پلــ

                                                           
1 Wust 

  چكيده 
ان، بـه    كاذب و اسهال وابسته به آنتي بيوتيك كسب شده از بيمارست           يكلوستريديوم ديفيسيل عامل كوليت با غشا     : زمينه و هدف  

هدف از اين بررسي مطالعه پراكندگي ريبوتيپ هاي اين ارگانيسم در محدوده . روش هاي فنوتيپي و مولكولي تعيين نوع مي شود
  .در زمان مورد نظر بود ي ويجغرافيا

زمايش مورد آ  1381 -82سويه از بيماران بخش هاي مختلف بيمارستاني در لهستان  در سال هاي               18در اين بررسي    : روش كار 
با نور فرابنفش و لاتكس آگلوتيناسيون تعيين هويت مجدد شده و           نمونه ها   . حساسيت به وانكومايسين و مترونيدازول قرارگرفت     

ريبو تيـپ   و الكتروفورز، بوسيله واكنش زنجيره اي پليمرازو تكثير آن  DNAبا استخراج   .  مشخص شد  B و   Aوجود توكسين هاي    
  .آنها تعيين گرديد

به وانكومايسين و مترونيدازول حساس بوده و كلني همه آنها در مقابل نور فـرابنفش فلوئورسـانس زرد                   همه سويه ها  : يافته ها 
 مثبـت   Aوجود توكسين    هفت سويه از نظر   . همه سويه ها از نظر لاتكس آگلوتيناسيون مثبت گرديدند        . مايل به سبز نشان دادند    

در تعيين ريبوتيپ مولكولي كلوستريديوم ديفيسيل مـشخص شـد          .  مورد مثبت شد    همه موارد غير از يك     Bاز نظر توكسين    . بود
  . از همه بيشتربود%)  61 (17  بوده و ريبوتيپ 90 و 70، 29، 18، 17، 14، 12  ريبوتيپ 7 اين سويه ها متعلق به كه

 برخوردار بوده و براي مطالعات در هر منطقه اي ريبوتيپ هاي خاصي از كلوستريديوم ديفيسيل از شيوع بيشتري: نتيجه گيري
 شايع اين ارگانيسم در مراكز بهداشتي بهتر است سويه هاي اپيدميولوژيك تعيين ريبوتيپ هاي اين كلوستريديوم ضروري است و

  .  و جهت پيگيري هاي اپيدميولوژيك، ريبوتيپ آنها تعيين شودو درماني ايران نيز شناسايي شده
   ديفيسيل، واكنش زنجيره اي پليمراز، ريبوتيپ كلوستريديوم:واژه هاي كليدي
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 137  دكتر احمد رحمتي و همكاران                                                                                                       ...  تعيين ريبوتيپ سويه هاي 
  

هـاي خـارج سـلولي و آنتـي          ايمونوالكتروفورز آنتي ژن  
 سويه جداشده از موارد مـرتبط بـا عفونـت           16بيوگرام  
يديوم ديفيـسيل را مـورد اسـتفاده قـرار داده و            كلوستر

 سـويه مـورد بررسـي       16 سـويه از     12نشان دادند كـه     
تيجـه گرفتنـد كـه عفونـت        بنـابراين ن   قابل افتراق نبـود   

تركيبـي از روش هـاي تعيـين        . ]4[متقاطع رخ داده است   
 و  1سـل نوع بوسيله باكتريوسين و باكتريوفاژ نيز توسط        

 ــ ت محــدودي داشــته همكــاران انجــام شــد كــه موفقي
ايـن ارتبـاط    با توجه به تحقيقات مختلفي كه در      . ]5[است

انجام شده است به نظر مي رسد كه تعيين نوع بوسـيله            
 عفونـت هـاي     ءروش هاي فنـوتيپي بـراي تعيـين منـشا         

حاصل از اين ارگانيسم و اپيدميولوژي آن كاملا رضـايت          
  .]3[بخش نباشد

يـين نـوع    بر خلاف روش هاي فنوتيپي، روش هاي تع       
مولكولي كاملا رضايت بخش بـوده و فاقـد محـدوديت           

يكي از اين روش هاي مولكـولي       . هاي اين روش ها است    
تعيين نوع ارگانيسم بوسيله واكنش زنجيـره اي پليمـراز          

 ريبوزومي ارگانيسم است كه در آن پرايمر        RNAروي  
  ژن هاي خاصي كه مكمل ناحيه هـايي در داخـل اوپـرون           

RNA   اولين  2تلرا گر .تفاده قرار مي گيرد    است مورد اس 
كسي بود كه از اين روش براي تعيين نوع كلوستريديوم          

بين ) spacer(ديفيسيل استفاده كرد او ناحيه فاصله انداز        
S 16 و S 23ژن RNA  ــوزومي را ــزايش داد ريبـ . افـ

ــرخلاف ژن    ــوم ب مــشخص شــد كــه ايــن قــسمت از ژن
اسـت   محافظت شـده   ريبوزومي كه شديداً RNAهاي

 10كلوستريديوم ديفيسيل داراي    . ]6[هتروژن مي باشد  
نسخه از ژن هاي ريبوزومي در ژنوم خود است كـه نـه             
تنها بين سويه ها بلكه بين نـسخه هـاي مختلـف در يـك               

بـا اسـتفاده از ايـن روش از         . ]3[ژنوم نيز متفاوت است     
 سويه بدست آمده ازمنابع محيطي، بيمارسـتاني،        2030

ــساني،  ــراد ان ــن   اف ــرانس اي ــاي رف ــات و ســويه ه حيوان
 ريبوتيــپ شناســايي 116ارگانيــسم مجموعــه اي شــامل 

 شده كه هر كـدام داراي پراكنـدگي مختلفـي در نقـاط             
. ]7[ جهان بوده و از شيوع بيشتري برخوردارنـد      مختلف

 داراي شيوع بالايي نسبت بـه سـاير ريبوتيـپ       1ريبوتيپ  
                                                           

1 Sell 
2 Grutler 

ي كه ميزان   طوره  هاي اين ارگانيسم در انگلستان است ب      
از تمـام ريبوتيـپ هـا مـي         % 58شيوع ايـن ريبوتيـپ تـا        

در بررسي ديگري كه با استفاده از روش هـاي       . ]3[رسد
 كـه    اسـت   مشخص شده  ،متنوع مولكولي انجام گرديده   

مي تـوان حتـي هركـدام از ايـن انـواع ريبـوزومي را بـا                 
استفاده از پرايمرهاي خاصي به زير نوع هاي آن تقـسيم           

  . ]8[كرد 
هدف از ايـن مطالعـه بررسـي پراكنـدگي ريبوتيـپ            

 زمـان    در ي و يهاي اين ارگانيـسم در محـدوده جغرافيـا        
 و نيز نشان دادن اين كه براي بررسـي هـاي            مورد نظر 

هـاي   اپيدميولوژيك عوامل عفونت زا، مي توان از روش       
  .، بودخاص مولكولي استفاده كرد

  
  كار روش

ــاي مختلـ ـ    ــش ه ــاران بخ ــويه از بيم ــده س ف هيج
بـه   1381-82بيمارستاني در لهستان كـه در سـال هـاي           

ها در كـارديف انگلـستان       هوازي آزمايشگاه رفرانس بي  
  .ارسال شده بود مورد بررسي قرار گرفت

در مقابـل ديـسك مترونيـدازول و         سـويه هـا      حساسيت
 درجه سـانتي گـراد      37وانكومايسين در شرايط هوازي و    

 هـا و وجـود      مرفولوژي كلني . مورد بررسي قرارگرفت  
نور فـرابنفش   در مقابل   فلوئورسانس زرد مايل به سبز      

ــانومتر366 ــز   ن ــيني ــدبررس ــت  .  ش ــتفاده ازكي ــا اس ب
)Microgen Products, UK ( آزمــــايش لاتكــــس

 . گرديدآگلوتيناسيون انجام

 با استفاده از كلني هاي رشد كرده        Aوجود توكسين   
-5به مـدت  (در محيط ساده بلاد آگار بيس بدون خون   

، به روش الايزا و بـا اسـتفاده از كيـت اختـصاصي              ) روز 3
)TechLab, USA (وجــود توكــسين . انجــام شــدB بــا 

 به  و ]3[تغييراتي طبق روشي كه قبلا توصيف شده است         
  .  زير مورد بررسي قرار گرفتصورت

 Cooked Meat Brothابتدا ارگانيسم ها در محـيط  
بـه مـدت     درجه سانتي گراد     37 در    و ندكشت داده شد  

 صاف شـده  محلول    قطره از  2.  ساعت انكوبه گرديد   48
ريختـه  ) Vero Cell Line(محيط روي سلول هـاي ورو  

 دي  درجــه ســانتي گــراد در حــضور35ســپس در . شــد
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روز .  ساعت انكوبه گرديـد    24به مدت   % 5اكسيد كربن   
 CPE1بعد تاثير توكـسين روي ايـن سـلول هـا و ايجـاد               

  . مورد بررسي قرار گرفت
 و تعيين ريبوتيپ سويه ها DNAراي استخراج ب

 ]9[، روشي كه قبلا توصيف شده است PCR2بوسيله 
سويه هاي  بطور خلاصه. مورد استفاده قرار گرفت

DNA  با استفاده از مادهChelex-100 و   استخراج شد   
                                   p3 پرايمرهايسپس با استفاده از

5'-CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG-3’) ( و
p5 )5'-GCGCCCTTTGTAGCTTGACC-3’( 

)Amersham Pharmacia (محصول .تكثير گرديد 
PCR  جداژل آگاروز متافور % 3در  بوسيله الكتروفورز 
،  با محلول اتيديوم برومايده و بعد از رنگ آميزي شد

 نشانگر اندازه .باندهاي حاصل مشاهده گرديد
)Ladder( ماركر ، PCR ، Superladder-Low 100 bp 

(Sigma)ميلي 60 شرايط جريان  درالكتروفورز.  بود 
 انجام  ساعت3 مدت و ولت 200اختلاف پتانسيل   آمپر،
  .شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                           
1 Cytopathic Effect 
2 Polymerase Chain Reaction 

تصاوير باند هاي رنگ شده با استفاده از رايانه و 
) GelDoc 2000) Bio Radسيستم تصوير گيري 

 GelCompar افزار سپس با استفاده از نرم .بدست آمد
)Applied Maths, Belgium ( و مقايسه با اطلاعات

كتابخانه اي درباره ريبوتيپ هاي كلوستريديوم 
ديفيسيل، ريبوتيپ سويه هاي مورد نظر مشخص 

ها،  براي بررسي تكرارپذيري و صحت آزمايش .گرديد
 بار تكرار گرديد و در موارد لازم 3 تا 2هر آزمايش 

  .  نظر گرفته شددركنترل منفي هم 
  

  يافته ها
نكومايسين و مترونيدازول ابه و همه سويه ها   

حساس بوده و كلني همه آنها در مقابل نور فرابنفش 
همه سويه . فلوئورسانس زرد مايل به سبز نشان دادند

الگوي . تكس آگلوتيناسيون مثبت گرديدندها از نظر لا
  با+A−/B سويه، 7 با +A+/Bي بصورت ياتوكسين ز

  ).1جدول  ( سويه بود1  فقط با −A−/B سويه و10

  سويه از لهستان18خصوصيات و ريبوتيپ .1جدول            
حساسيت به   شماره

V 
حساسيت 

 Mzبه 
فلوئورسانس 

 UVبا 
توكسين   لاتكس

A 
توكسين 

B 
  سال  تيپريبو  بخش

  1382  29  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  1
  1382  14  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  2
  1382  14  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  3
  1382  17  پيوند اعضا  +  -  +  +  +  +  4
  1382  90  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  5
  1382  17  اورتوپدي  +  -  +  +  +  +  6
  1382  17  اورتوپدي  +  -  +  +  +  +  7
  1382  12  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  8
  1382  70  پيوند اعضا  +  +  +  +  +  +  9

  1382  17  پيوند اعضا  +  -  +  +  +  +  10
  1382  17  جراحي عمومي  +  -  +  +  +  +  11
  1381  17  پيوند اعضا  +  -  +  +  +  +  12
  1381  17  پيوند اعضا  +  -  +  +  +  +  13
  1381  17  جراحي عمومي  +  -  +  +  +  +  14
  1381  17  هاي ويژه تمراب  -  -  +  +  +  +  15
  1381  17  درماتولوژي  +  -  +  +  +  +  16
  1381  18  جراحي عمومي  +  +  +  +  +  +  17
  1381  17  داخلي  +  -  +  +  +  +  18

V :وانكومايسين      Mz :مترونيدازول       UV :نورفرابنفش  
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  ريبوزومي RNAباند هاي الكتروفورزي حاصل از ازدياد ژنوم. 1رتصوي
 M و الگوي باندي مربوط به سويه ها 9 تا 1از شماره  .PCRبوسيله 
  باند هاي ماركر از بالا به. مورد استفاده در اين بررسي است ماركر
  .جفت باز است  100و 200،  300،  400،  500،  600،  700 ، 800،  900،  1000 پايين

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

ريبوتيپ مولكولي كلوستريديوم ديفيسيل با استفاده 
محصول ازديادي  6 تا 5توليد    p5 و p3 رهايـپرايم   از

از مقايسه الگوهاي .  كردbp600 تا bp 260با اندازه 
و داده هاي  GelComparباندي با استفاده از نرم افزار 

 از ،90 و 70، 29، 18، 17، 14، 12  ريبوتيپ7 ،كتابخانه اي
 17 سويه مورد آزمايش به دست آمد كه ريبوتيپ 18

 و 1 هايتصوير. بيشترين موارد را تشكيل مي داد%) 61(
 18 در PCR، باند هاي حاصل از الكتروفورز محصول 2

  .دنسويه را نشان مي ده
  ريبوزومي RNAزي حاصل از ازدياد ژنوم  باند هاي الكتروفور.2تصوير

 M الگوي باندي مربوط به سويه ها و 18 تا 10از شماره . PCRبوسيله 
               باند هاي ماركر از بالا. ماركر مورد استفاده در اين بررسي است

 جفت باز 100و  200،  300،  400،  500،  600،  700 ، 800،  900،  1000به پايين 
  .است

 M    10   11   12   13  M     14   15 16    17   18   M  
  

  
  

  

  بحث
 يك كلوستريديوم ديفيسيل به عنواني يشناسا

پاتوژن عمده كسب شده از بيمارستان و پراكندگي 
 چندين روش محققين را برآن داشت تاسويه هاي آن 

 . بوجود آورندبراي تعيين نوع اين ميكروارگانيسم 
ها  نيسم ها و تقسيم آنها به زير گروهتعيين تيپ ارگا

يكي از اهداف اپيدميولوژي بيماري هاي عفوني است تا 
 براي تعيين  .بتوان به وسيله آن به منشا عفونت پي برد

ارگانيسم از روش هاي مختلف فنوتيپي و ميكرو اين نوع
 نوع ولي تعيين ]10-16[مولكولي استفاده شده است 

 مولكولي از اهميت خاصي هاي فاده از روشتآن با اس
با استفاده از اين روش ها مي توان يك . برخوردار است

 ارگانيسم را به زير گونه هاي مختلف  اين ميكروگونه از
 كه مي تواند در مطالعات با خصوصيات ويژه تقسيم كرد

استفاده از  .اپيدميولوژيك مورد استفاده قرار گيرد
ي پرايمرهاي خاصي اي پليمراز با بكارگير واكنش زنجيره

 S 23-S 16در ژن  1كه ناحيه فاصله انداز داخل ژني
RNAاز روش هايي ي دهد ــزايش مـافوزومي را ـ ريب  

ارگانيسم مورد  ميكرو ايننوعاست كه براي تعيين 
از اين روش در باكتري هاي . استفاده قرار گرفته است

در اين بررسي براي . ]17[ديگر نيز استفاده شده است 
 به  كلوستريديوم ديفيسيليين نوع و تقسيم بنديتع

ميزان شيوع .  از اين روش استفاده گرديد،انواع مختلف
 از همه ريبوتيپ ها بيشتر بود و سويه هاي 17ريبوتيپ 

همه به غير از يك مورد از 1381بدست آمده در سال 
 تشكيل شده بودند كه نشان دهنده بومي 17ريبوتيپ 

به نظر مي رسد . منطقه است آنبودن اين سويه در 
پراكندگي ريبوتيپ ها از منطقه اي به منطقه ديگر 

 17طور كه در لهستان ريبوتيپ  متفاوت باشد همان
 در 87 و ريبوتيپ ]3[ در انگلستان 1شايع است ريبوتيپ 

  در كويت97 و 78، 76 و ريبوتيپ هاي ]18[مجارستان 
دگي پراكن.  از شيوع بيشتري برخوردار هستند]19[

ريبوتيپ هاي مختلف در نواحي مختلف جهان بيانگر 
تنوع سويه ها و عدم ارتباط متقابل موارد عفونت در 

  .جاهاي مختلف دنياست

                                                           
1  Intergenic Spacer Region 

         M    1     2    3    4    M   5    6     7    8    M   9       
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ي ي در اين بررسي سويه هاي با الگوي توكسين زا
A−/B+ بيش از الگوهاي A+/B+و A−B− بود اين الگو 

صورت الگوي ه هاي محققين ديگر نيز ب در گزارش
تمام  .]20-22[شايع اين ارگانيسم معرفي شده است 

، بجز يك مورد داراي 17سويه هاي مربوط به ريبوتيپ 
 از بخش مراقبت هاي ويژهو اين مورد  بودند اين الگو

همه موارد غير  B از نظر توليد توكسين . بودجدا شده
چنين . مثبت بودند كه دور از انتظار نيستاز اين مورد 

 گرديدهردي توسط محققين ديگري نيز گزارش مو
  .]12[است 

  
  نتيجه گيري

 كه در هر منطقه اي گرفتدر پايان مي توان نتيجه 
ريبوتيپ هاي خاصي از كلوستريديوم ديفيسيل از شيوع 

  و براي مطالعات اپيدميولوژيكاستبيشتري برخوردار 
و تعيين ارتباط بين موارد عفونت هاي حاصل از اين 

. ت دارد ضرورآن تعيين ريبوتيپ هاي  ورگانيسمميكروا
ي كلوستريديوم ديفيسيل يتوصيه مي شود ضمن شناسا

 در مراكز بهداشتي و هاي بيمارستاني در عفونت
ي شود يمربوطه نيز شناسا ريبوتيپ هاي ، درماني ايران

نبع عفونت، ارتباط بين اين پيدا كردن متا بتوان ضمن 
  .عفونت ها را پيدا كرد

 
  كر و قدردانيتش

از وزارت بهداشت و درمـان و آمـوزش پزشـكي و            
نيز دانشگاه علوم پزشكي تبريز به خاطر حمايت مالي در          

  .  مي گردددوره فرصت مطالعاتي تقدير و تشكر 
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