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 چكيده

در بين باكتري هاي مسبب . عفونت هاي دستگاه ادراري بعد از عفونت هاي تنفسي شايع ترين عفونت محسوب می شوند و در زنان شايع ترند                  :زمينه و اهداف  
يـاكلي ها بيشترين سهم را دارا هستند           تـگاه ادراري اشريش اـي دس  ها روش هاي متنوعي براساس خصوصيات فنوتيپي و روش هاي براي مطالعه اين باكتري .عفونـت ه

يـك وجود دارد    پلاسميدي اطلاعات مفيدي  DNAآناليز   .خصوصيات فنوتيپي تمايل زيادي به تغيير دارند ولي روش هاي ژنتيك تغييرات كمتري را نشان مي دهند                . ژنت
لذا جهت مطالعه الگوي پلاسميدي اشريشياكلي هاي جدا شده از عفونت . يدمي به دست مي دهدرا در مـورد منشأ اپيدمي و تعداد كلون هاي متفاوت موجود در يك اپ          

هاي ادراري بيماران بستري و سرپايي و بررسي ارتباط محتمل در ساختار پلاسميدهاي جدا شده از سويه هاي فوق با استفاده از آنزيم هاي محدودالاثر اين تحقيق انجام 
 .يك بين سويه هاي جدا شده مورد بررسي قرار گيردشد تا ارتباط اپيدميولوژ

يک مورد شناسايي قرار ژهاي معمول باکتريولو  سويه اشريشياکلي از نمونه هاي ادراري بيماران بستري و سرپايي جدا شده و با روش۱۰۰تعداد: مواد و روش ها 
نـد  يـز قليايي               پلاسـميدي  DNA.گرفت تـفاده از روش ل اـ اس اـ ب  درصد   ٨/٠پلاسميدي استخراج شده در ژل آگارز         DNAسپس    .  شد  استخراج افته تغيير ي   ايـن سـويه ه

تـروفورز گـرديد   از   open circularجهت شناسايي باندهاي.بعـد از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد پلاسميدهاي جداشده با نور اولتراويوله مورد شناسايي قرار گرفتند . الك
supercoiled   تـروفورز مورد  SmaIو  Eco Rl  ، Hind III ،BamH1براي هضم آنزيمي چهار آنزيم محدودالاثر . دو بعـدي و بـرش آنزيمـي استفاده شد   از دو روش الك

 .استفاده قرار گرفتند
. اسايي قرار گرفت   سويه اشريشياكلي جدا شده از بيماران با عفونت دستگاه ادراري  الگوي حساسيت آنتي بيوتيكي و الگوي پلاسميدي مورد شن                    ١٠٠از  : يافته ها 

اـ      اـس بودنـد، در حالـي كه             %) ١٠٠(كليهسـويه ه يـن حس درصد، ٩٦حساسيت در برابر نيتروفورانتويين     . به آمپي سيلين مقاومت نشان دادند     %) ٩٩( سويه ٩٩بـه آميكاس
يـن     سويه ٩٠ويه فاقد هرگونه پلاسميد بودند و از س١٠از اين تعداد . درصد به دست آمد٢٧ درصد و كوتريموكسازول ٥٧درصـد، ناليديكسيك اسيد     ٦٤سيپروفلوكساس

سويه ها پلاسميدهايي با وزن    گرچه در برخي از   .  بود ٢١ kbتا  / . ٩٠ kb در محدوده     وزن مولكولي پلاسميدهاي جداشده عمدتاً     . پلاسميد شناسايي شد   ٧ تا   ١باقيمانده  
سويه هاي جداشده از بيماران بستري بود و نيز پلاسميدهاي با وزن مولكولي زياد در اين سويه                 بيشترين تعداد پلاسميدها در     .  نيز شناسايي شد   ٢١ kbمولكولي بيش از    
اـ رديابـي شـد      در .  الگوي پلاسميدي به دست آمد     ٤٤ سويه داراي پلاسميد     ٩٠از مجموع   .  را داشتند  ٢١ kbمقاوم به آمپي سيلين پلاسميد       %) ٨٣(هشتادو سه سويه  . ه

يـجه برش با آنزيم هاي محد       ودالاثر الگوهاي برشي مشابهي در برخي از سويه ها مشاهده شد و در مواردي كه الگوي برشي متفاوتي حاصل مي شد باندهاي مشابهي                       نت
    . مورد شناسايي قرار گرفتند

اران سرپايي و بستري بوده و تشابه نتايج اين مطالعه نشانگر حضور پلاسميد در سويه هاي اشريشياكلي مولد عفونت دستگاه ادراري در بيم :بحث و نتيجه گيري 
اـي پلاسـميدي و الگوهاي برشي سويه هاي جداشده از عفونت هاي بيمارستاني از يك بخش خاص و از بخش هاي مختلف در يك زمان كوتاه به                                اـدي در الگوه زي

 .ر بين سويه هاي بيمارستاني را مطرح مي سازددست آمد كه احتمال منشأ گرفتن اين باكتري ها از يك كلون باكتريايي يا شيوع بالاي انتقال ژن د
 
  

 ، مقاومت داروييالگوي پلاسميدي، اشريشياكلي، عفونت دستگاه ادراري : كليد واژه ها
 

 مقدمه
     عفونت هاي دستگاه ادراري بعد از عفونت هاي تنفسي شايع ترين 

در بين باكتري هاي مسبب عفونت      ). ١-٣(عفونـت به شمار مي روند     
اـي د   ستگاه ادراري اشريشيا كلي ها بيشترين سهم را دارا هستند و به           ه

اـيع ترين باكتري ها نقش ايفا مي كنند، به طوري كه بيش از                 نـوان ش ع

 درصـد عفونـت هاي دستگاه ادراري در بيماران سرپايي و بيش از           ٨٠
  درصـد عفونـت هاي يادشده در بيماران بستري را ايجاد مي كنند             ۵۰

اـي متنوعي براساس            بـراي مطالع ـ  ). ٣-۵( اـ روش ه تـري ه ه ايـن باك
يـات فنوتيپـي و ژنتيك وجود دارد        خصوصيات فنوتيپي نظير  . خصوص



يـميايي، تعيين تيپ فاژ، آنتي ژن هاي سطحي سلول و              اـي بيوش الگوه
يـت بـه آنتـي بيوتيك ها و عوامل ضد ميكروبي تحت            الگـوي حساس

ايل شـرايط وضـعيت هاي رشد، فاز رشد و جهش خود به خودي تم            
يـر دارنـد، ولـي خصوصيات ژنتيك نظير آناليز                 اـدي بـه تغي  DNAزي

اـ استفاده از پروب هاي               DNA   ،PFGEپلاسـميدي و كروموزومـي ب
)pulse field gel electrophoresis ( و PCR)polymerase chain 

reaction (          نـد اـن مـي ده تـري را نش يـرات كم  DNAآناليز  ). ٦-٨(تغي
يـدي را       اـت مف  در مورد منشأ اپيدمي و تعداد كلون        پلاسـميدي اطلاع

هدف ). ٩-١١(هاي متفاوت موجود در يك اپيدمي به دست مي دهد  
پلاسميدي  DNAايـن پـژوهش راه اندازي استخراج و خالص سازي    

تـفاده از الگوي پلاسميدي باكتري ها براي پيدا كردن      اـ و اس تـري ه باك
 متفاوت  منشـأ اپيدمـي ها و همچنين مشخص كردن تعداد كلون هاي           

تـمل بود كه با استفاده از باكتري هاي شايع در                 موجـود در اپيدمـي مح
 . هاي ادراري در بيماران بستري و سرپايي انجام شد عفونت

 توانستند با استفاده از     ١٩٦١  و همكارانش در      »١مارمور«اوليـن بار    
ــي   يـب غلظت اـنتريفوژ شـ تـري   DNAروش سـ ــميدي را از باكـ پلاس

يـاكلي    از آن زمان به بعد روش هاي زيادي براي ). ١٢( كنند جدااشريش
اـ به كار برده شده است            DNAجـدا كـردن      تـري ه  پلاسـميدي از باك

ايـن روش ها براي نوع خاص باكتري از قبيل باكتري هاي   ). ١٤و  ١٣(
، اندازه پلاسميدها، تعيين    ) ٢٠-٢٢(يا گرم منفي  ) ۱۵-١٩(گـرم مثبـت   

دالاثر يا اهداف بالينی    الگـوي پلاسـميدي، هضـم با آنزيم هاي محدو         
 ).٢٣(سازگار شده اند

ــد از اسـتـخراج اـرز جهــت  DNA بع  از  الكـتـروفورز در ژل آگـ
اـزي، شناسايي و خالص سازي        در اين  . استفاده مي شود   DNAجداس

  در داخل ژل DNAروش ساده و سريع جهت مشخص نمودن محل 
 SYBRاز رنگ آميزي با رنگ هاي فلورسنت نظير اتيديوم برومايد يا 

Gold ۲۵و۲۴(استفاده مي شود.( 
و الگوي هضم پلاسميدها با آنزيم      ) ٢٦و  ١(از الگـوي پلاسميدي     

يـولوژيك به خوبي استفاده شده            اـت اپيدم اـي محدودالاثـر در مطالع ه
لـذا ايـن مطالعـه جهـت راه اندازي استخراج و خالص سازي       . اسـت 
DNA         اكتري ها  پلاسميدي باكتري ها و استفاده از الگوي پلاسميدي ب

بـراي تجسس منشأ اپيدمي ها و همچنين مشخص كردن تعداد كلون            
هاي متفاوت موجود در  باكتري هاي شايع در عفونت هاي ادراري در 

 .بيماران بستري و سرپايي انجام شد
 

 ها و روش دموا
سويه اشريشياكلي جدا شده از عفونت هاي دستگاه           ١٠٠تعداد  

 ١٤(، كليه   ) سويه ١٧( ي ريه   ادراري بيماران بستري در بخش ها       
و بيماران  )  سويه ٩(، مغز و اعصاب       ) سويه ١٠(، گوارش    )سويه

 درماني امام خميني تبريز جمع       -مركز آموزشي )  سويه ۵۰(سرپايي  
كليه اين سويه هاي باكتريايي جمع آوري شده با تعداد            .آوري شدند 

CFU/mlروش  هاي ادراري بيماران به دست آمده و با         از نمونه    <١٠٥ 
جهت ). ٢٧-٢٩(هاي باكتريولوژيك مرسوم مورد شناسايي قرار گرفتند       

انجام آزمون حساسيت در برابر مواد ضد ميكروبي از روش ديسك               

 ـ کربي( ديفيوژن بيوتيك آمپي سيلين، كوتريموكسازول،   آنتي٦ در برابر )بائر 
، ناليديكسيك اسيد و نيتروفورانتويين         آميكاسين، سيپروفلوكساسين  

 . شدند تهيه MAST کليه آنتي بيوتيک ها از شرکت .فاده شداست
پلاسميدي از رشد باكتري      DNAبراي استخراج و خالص سازي      

اـي تحت مطالعه در محيط كشت         µg/ml(محتوي آمپي سيلين   LBه
تـفاده شـد كـه از رشد         ) ۵۰  ميلي ليتر محيط    ۵ ساعته باكتري در     ٢٤اس

.  انكوبه گرديد٣٧ c oدر  ساعت  ٢٤تلقيح نموده و به مدت       LBكشت  
پـس   ميلي ليتر   ۵/١ ميلـي ليتر از كشت باكتريايي به ميكروتيوب          ١ /۵س

تـقل و بـه مدت        مايع رويي  .  سانتريفوژ شد  g٦٠٠٠ دقيقه در دور     ٤من
 ميلي  ٢/٠مقدار  . دور ريخته شد و مرحله فوق در همان لوله تكرار شد          

 mM  و mM ۵۰ ،EDTA mM١٠محتوي گلوكز (ليتر از بافر ليز كننده 

Tris-HCl۲۵  ،٨pH= (  ـ  يـقه در يخچال      ١٠مـدت   ه  كـه ب  -٢٠ c o دق
نگهداري شده بود در وضعيت فوق العاده سرد بر روي رسوب سلولي 
تـه شـد و سپس سلول ها با استفاده از سمپلر در محلول به شكل                 ريخ

يـون در آمدنـد     لـولي بـه مدت        . سوسپانس يـون س  دقيقه در   ۵سوسپانس
 محلول دناتوره   ٤/٠ mlدر مرحله بعد    . نكوبه شد حـرارت آزمايشگاه ا   

اضافه و سر لوله ) تازه تهيه شده% ١ SDSو / N NaOH٢محتوي    (كننده
تـه شد و       در آب يخ     دقيقه ۵ بار به آرامي سر و ته شد و به مدت            ٦بس
محتوي (  ميلي ليتر  از محلول استات پتاسيم         ٣/٠سپس  . انكوبه گرديد 

 ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال      ٢٣ ،   M۵سيم   ميلي ليتر استات پتا    ١٢٠
تـر آب مقطـر  كـه در           ۵٧و    نگهـداري مي شد و قبل از        ٤ c o ميلـي لي

در وضعيت سرد اضافه    ) مصـرف به ظرف محتوي يخ منتقل مي شد          
 دقيقه در يخ انكوبه ۵ بار به آرامي سر و ته شد و به مدت شش. گرديد
ــدت  .شــد ــه م  ٤ c  o درg١٢٠٠٠ دقـيـقه در دور ۵محـتـويات لوـلـه ب

 .  از مايع رويي به ميكروتيوب جديد منتقل شدµl۷۵۰سانتريفوژ شد، 
ــر روي  ــوق،  µl٧٥٠ب ــي ف اـيع روي    RNase Aاز ٥/١ µl  از مـ

)Fermentase (    اـ غلظت افزوده ) µg/ml٢٠غلظت نهايي  (١٠ mg/mlب
پس از اتمام زمان    .  انكوبه گرديد  ٣٧ c o دقيقه در  ٢٠شـد و بـه مـدت        

ايزوآميل الكل / كلروفرم/ از محلول فنل متعادل شدهµl٧٥٠ن انكوباسيو
اـفه شد و به مدت يك دقيقه ورتكس گرديد و سپس            ) ٢٥/٢٤/١( اض
 ـ آنگاه مايع  .  سانتريفوژ شد  ٤ c o در g١٢٠٠٠ دقيقه در دور     ٤مـدت   ه  ب

% ٩٦ از اتانلµl٧٥٠رويي به ميكروتيوب جديد منتقل شد و برروي آن 
 ـ     نگهداري شده بود افزوده -٢٠ c oخچال دقيقه در ي  ١٠مـدت   ه  كـه ب

   ساعت٢مدت ه  بار سروته گرديد و  ب٦شد و پس از بستن سر لوله 
  درg١٢٠٠٠ دقيقه با دور ١٥سپس به مدت . دش ـ  انكوبـه  -٢٠ c  oدر
c  o سانتريفوژ  گرديد ، مايع رويي بيرون ريخته شد و رسوب سفيد ٤ 

اـنول               اـ ات لـه ب يـمانده در تـه لو .  درصـد شستشو داده شد     ٧٠رنـگ باق
لـه بـه مدت         تـويات لو  سانتريفوژ شد و    ١٢٠٠٠ g دقيقه در دور       ١مح

تـه شـد و ميكروتيوب براي آبگيري به صورت                اـيع رويـي دور ريخ م
اـغذي قـرار گرفت           تـمال ك درب ميكروتيوب به   . وارونـه در روي دس

يـقه به شكل باز نگهداري شد تا اتانل باقيمانده تبخير            ۵ -١٠مـدت     دق
پـس شـود   و mM Tris-HCl(pH=8)١٠ محتوي[ از بافر µl ۵٠ و س

1. 
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mM EDTAتـه شـد و رسوب در آن حل     ]١  بـر روي رسـوب ريخ
 HindIII و Eco R1داده شده با آنزيم هاي برش  DNAاز لامبدا  .گرديد

شماره  PTCCفاقد پلاسميد با     اشريشياكلي   ز مثبت و ا   بـه عنوان كنترل   
 .شد به عنوان کنترل منفي استفاده ۱۳۳۸

تـروفورز        پلاسميدي استخراج و خالص شده از       DNAبـراي الك
اـرز     تـفاده شـد      ٨/٠ژل آگ  از  µl ۵بعـد از تهيه ژل آگارز،         .  درصـد اس
 از بافر لود كننده حاوي ١ µlپلاسـميدي تهيه شده با     DNAمحلـول     

 درصد  ٣٠ درصد گزيلن سيانول و      ۲۵/٠ درصـد بروموفنل بلو ،       ٠/۲۵
 گرديد و در چاهك موجود در ژل قرار داده مخلوط) گليسرول در آب

 دقيقه در داخل بافر     ٣٠بعد از اتمام الكتروفورز ژل آگارز به مدت         . شد
تـوي    يـديوم بـرومايد رنـگ آميزي شد    ٠/µg/ml ۵مح پس از رنگ .  ات

لـه         يـزي از نـور اولتراويو  DNAبـراي شناسايي باندهاي     ) nm٣٠٠(آم
دست آمده از سايز ماركر لامبدا استفاده شد، براي تعيين اندازه قطعات ب

DNA استفاده شد . 
اـي    اـيي باندهـ اـي open circular(oc)جهــت شناسـ  از باندهـ
covalently closed circular(ccc)    تـروفورز دو بعـدي و بـرش  از الك

 ).٣٠و ٢٤، ٢١(استفاده شد  HindIIIو  EcoR1آنزيمي با آنزيم هاي 
 Eco م هاي محدودالاثر  برش آنزيمي پلاسميدها با استفاده از آنزي

Rl   ، Hind III  ،BamH1   وSmaI      مطابق دستورالعمل كارخانه سازنده
)Fermentase ( که پس از برش دادن پلاسميدها، در           انجام گرفت ،

روي ژل آگارز يک درصد الکتروفورز شده و الگوهاي برشي آنها با              
 .يکديگر مقايسه شدند

 
 يافته ها

بيماران سرپايي و بستري با روش سـويه هاي جمع آوري شده از      
اـي مرسـوم آزمايشـگاهي تعيين هويت شدند         كليه سويه ها از نظر     . ه

تـوز، حركت، آزمايش           يـر گلوكـز و لاك و دكربوكسيلاسيون   MRتخم
ليزيـن و توليد اندول مثبت بودند و از نظر استفاده از سيترات، آزمايش              

VP         يـداز و توليد اوره آز منفي ثبت شدند يك  ٢SHظر توليد   از ن . ، اكس
نتايج مقاومت سويه هاي    . سويه مثبت وجود داشت و بقيه منفي بودند       

يـك هاي مورد مطالعه به شرح زير  بود          : آزمايشـي در برابـر آنتـي بيوت
٣٦درصد، سيپروفلوكساسين ٧٣درصد، كوتريموكسازول ٩٩آمپي سيلين 

 درصد، در حالي ٤درصد، نيتروفورانتويين  ٤٣درصد، ناليديكسيك اسيد  
يـه سـويه هاي تحت مطالعه در برابر آميكاسين حساس بودند            ك ـ . ه كل

 ٧تا  ١بررسي شده از     E.coliتعداد پلاسميدهاي موجود در سويه هاي       
 ). ١ نمودار(عدد بود 

<  ٢١  kb تا   ٩/٠ kbانـدازه مولكولـي پلاسـميدهاي جـدا شده از         
يـر بود    ٩٠ده سويه فاقد هر گونه پلاسميد بودند، در حالي كه در            . متغي

 سويه  ٢٦در  . پلاسميدي به اثبات رسيد     DNAسويه باقيمانده حضور    
 سويه باقيمانده از ٦٤فقـط يك پلاسميد شناسايي شد، در حالي كه در        

 . پلاسميد شناسايي شدند٧ تا ٢
 مقايسه الگوي پلاسميدي مشابه در يك بخش و در بين                  

 نشان داده شده     ١ جدولبخش هاي بيمارستاني تحت مطالعه در          

بيشترين تعداد پلاسميد در سويه هاي جدا شده از بخش كليه به . است
جدا شده از اين بخش حضور       E.coliهمچنين سويه هاي    . دست آمد 

 ).١جدول(پلاسميدهاي با وزن مولكولي بالا را نشان داد
 الكتروفورز پلاسميدهاي استخراج شده از سويه هاي      ١ شـكل در  

كروموزومي در   DNAجه به حضور با تو. آزمايشي نشان داده شده اند
آزمايش هاي الكتروفورز به عمل آمده و مزاحمت باند ياد شده از نظر             

 DNAتعييـن تعداد پلاسميدهاي موجود در سويه ها نسبت به حذف            
كروموزومي نتايج بهتری   DNAكروموزومي اقدام شد و بعد از حذف 

 .از آناليز پلاسميدها به دست آمد
 از باندهاي open circular(oc)دهاي جهـت مشـخص کـردن بان   

covalently closed circular(ccc)   تـروفورز دو بعـدي و  از روش الك
در روش الکتروفورز دو بعدي     . هضـم آنزيمي پلاسميدها استفاده شد     

يـر نور اولتراويو       وجود آمد که اين    ه  جديد ب  OCله باندهاي    پـس از تاث
اـ با باندهاي      يک مثلث تشکيل دادند که      SCقبلي و باندهاي     OCبانده

اين روش در کليه    . از ايـن طريق اين باندها از يکديگر شناسايي شدند         
اـي مطالعه شده موفقيت آميز بود         در روش برش آنزيمي اگر . سـويه ه

اـيي براي آنزيم در روي پلاسميد وجود داشته باشد             يـک محـل شناس
ک باند آنـزيم پلاسميد را از آن سايت برش داده و پس از برش فقط ي            

در الکتروفورز مشاهده مي شود که در اين تحقيق در بسياري از موارد             
يـز بود، گرچه در برخي از موارد بيش از يک محل               يـجه موفقيـت آم نت
شناسايي در روي پلاسميد وجود داشت که امکان افتراق باندها فراهم           

اـي        . نگـرديد  شناسايي شد و در ثبت الگوي       OC بديـن طـريق بانده
الگوي برشي سويه . سويه هاي آزمايشي مد نظر قرارگرفت   پلاسميدي  

اـي داراي پلاسـميد با وزن مولكولي يكسان با استفاده از آنزيم هاي               ه
Eco R1  , Hind III , SmaΙ    وBamHΙ   نشان داده شده ٢ شـكل در  

است كه در مواردي الگوي برشي متفاوت و در برخي از موارد الگوي             
اـني حاصـل شـد        ر بيـن پلاسميدهاي با الگوي برشي       د. برشـي يكس

 . متفاوت باندهاي مشابهي به دست آمد
اـير اعضاي خانواده انتروباكترياسه از نظر            نـد س يـاكلي همان اشريش

 در درمان   مقاومـت در برابر آنتي بيوتيك ها شهرت زيادي دارد و غالباً           
عفونـت هاي ادراري ناشي از اين باكتري از آنتي بيوتيك هايي از قبيل              

تروفورانتوييــــن، ناليديكســـيـك اســـيـد، سيپروفلوكساســـيـن و ني
تـفاده مي شود      اـزول اس سويه هاي جدا شده از     ). ٣٢-٣٤(كوتريموكس

يـماران بستري و سرپايي الگوي حساسيت متفاوتي را به آنتي بيوتيك        ب
اـن مـي دهند       اـ نش در اين پژوهش كليه سويه هاي بررسي شده در         . ه

در مقابل  %) ٩٩( سويه         ٩٩الي كه   در ح . برابـر آميكاسين حساس بودند    
اـن دادنـد          يـلين مقاومـت نش مقاومـت بـه آنتـي بيوتيك هاي        . آمپـي س

كوتريموكسازول، ناليديكسيك اسيد و نيتروفورانتويين در سويه هاي جدا      
شـده از بيماران بستري بيشتر از  سويه هاي جدا شده از بيماران سرپايي               

رابر سيپروفلوكساسين مقاومت نتايج حاصل از آزمون حساسيت در ب     . بود
تـري را در سويه هاي جدا شده از بيماران سرپايي در مقايسه با سويه                بيش

 .هاي جدا شده از بيماران بستري نشان داد
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 .مقايسه تعداد پلاسميد در بين سويه هاي جدا شده از بيماران بستري و سرپايي: ١نمودار 
 
 

   الگوهاي پلاسميدي مشابه در يك بخش و در بين بخش ها  :١                                       جدول    
 تعداد سويه هاي جدا شده با الگوي پلاسميدي يكسان از بخش

                 ريه           كليه          گوارش        مغز و اعصاب
 الگوي پلاسميدي 

  ) kbوزن مولكولي (

           ٠                 ٢                ٠             ٠                                  <٢١ ، ٢١ ، ٥/١ ، ١   
                    ١                 ٢                ٢              ٧                                              ٢١ 

          ١                 ٠                ١              ٠                                     ٢١ ، ١٥ ، ٥ ، ٥/٢   
        ٠                 ٠                ١              ١                                    ٢١ ، ١٥ ، ٥/٣ ، ٥/٢   
         ٠                 ٠                ١              ١                                     ٢١ ، ٥/٣ ، ٣ ، ٧/١   
       ٠                 ٠                ٠              ٢                                    ٢١ ، ٥/٣ ، ٧/١ ، ٣/١  

          ٠                 ٠                ١              ٢                                       ٢١ ، ٣ ، ٥/٢ ، ١  
              ١                 ٠                ٠              ١                                           ٢١ ، ٣ ، ١  

                ٠                 ٠                ٢              ٠                                              ٢١ ، ١   
 

           ۱۰  ۹   ۸   ۷  ۶  ۵  ۴   ۳  ۲  ۱  

 
از باندهاي خطي  open circular الكتروفورز دو بعدي جهت شناسايي باندهاي :۲شكل 

 باندهايي كه پس از الكترفورز در جهت دوم با يكديگر مثلث تشكيل . supercoilو 
 .مي دهند مربوط به يك پلاسميد هستند
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DN  در اين شك:درصد/.٨پلاسميدي در ژل آگارز 

NAپلاسميدي، باندهاي مربوط به  DNAش استخراج 
بعد از( باندهاي مشاهده شده در رديف اول ه اند و 

 رخي از سويه ها، باندهاي پلاسميدي هستند

     ٢١ 
   ١/٥  ٩/٤  ٢/٤  
  ٢ 
٩/١  ٥/١  ٣/١  

 

A الكتروفورز  :١شكل 
با اعمال تغييراتي در رو

كروموزومي حذف شد
در ب) چاهك ها 



  

 
 

 

ب پلاسميدها تغيير مي                
 بين باكتري ها از طريق          
وصيت خاص از طريق          
بهتر از انتقال يك كلون     

ل الگوهاي بيوشيميايي ،            
طحي سلول و الگوهاي             
در شرايط رشد ، مرحله             
يير دارند، استفاده از اين                 
بيماري هاي ايجاد شده             
كلي مفيد نبوده يا ارزش     
دميولوژي چنين سندرم           
 از روش هاي مولكولي             
اـ استفاده از              لاسـميدي ي
مي به وسيله آنزيم هاي       
 
 
 

 

  
 

 .BamHΙو    Eco R1  , Hind III , SmaΙي سويه هاي داراي پلاسميد يكسان  با آنزيم هاي 
 .مشاهده مي شود BamHΙو    Hind IIIرشي مشابهي در نتيجه اثر آنزيم هاي 

ود كننده ای است كه              
و اين عفونت يكي از          

 معمولاً). ٢٧و٦(ي رود         
ر نظر گرفته نمي شود             
 دستگاه ادراري ناشي            

 احتمالاً). ٦( است ت        
ل زياد بودن اين قبيل                  
تي در ايجاد آن نقش                
كلي عامل تعدادي از    

عامل )  درصد موارد  ٨
اكتري از نظر ژنتيكي     
در حالي كه ژنوم هاي 

با ). ٦( نشان مي دهند      
جزو فلور طبيعي روده             
ي از اين باكتري باعث           

 تغييرپذير  كتري كاملاً  
وجود در كروموزوم،           

اـ با از دست دادن يا با كس تـري ه فنوتيـپ باك
نـد؛ به عنوان مثال     ، مقاومت آنتي بيوتيكي درياب

 منتقل مي شود و شيوع خصRپلاسـميدهاي   
تـقال پلاسـميدها    تـقال عمـودي و افقـي      (ان ) ان

 ). ٦(باكتريايي خاص اتفاق مي افتد
نظـر بـه اينكه خصوصيات فنوتيپي از قبي

تـر  نـگ ، وجـود آنتي ژن هاي سباك يوفاژ تايپي
يـت ضـد ميكروبي بر اساس تغييرات  حساس
رشـد و جهـش خـود بـه خودي تمايل به تغ
اـيي منبع عفونت يا  يـات بـراي شناس خصوص
يـا            يـر اشريش تـروژن نظ اـي ه توسـط گونـه ه
محـدودي خواهـد داشـت، براي شناسايي اپي
اـي چند عاملي و گونه هاي هتروژن استفاده ه

يـر    يـز الگـوي پPFGE   ،AP-PCRنظ   و آنال
پلاسميدي يا كروموزو  DNAالگـوي برشـي     

 ). ٦-٨(دالاثر ضروري استمحدو

 

EcoR1
 
BamH1
 HindIII
Sma1
 
 

وي  برش الگ:٣شكل
الگوهاي ب

 
 بحث

يـماري رايج و ع تـگاه ادراري ب عفونـت دس
 آن متأثر مي شوند  ميليون زن از   ١١ سالانه تقريباً 

علـل اصلي عفونت هاي بيمارستاني به شمار م
عفونـت دستگاه ادراري به عنوان عامل اپيدمي د
و فقـط گزارش هاي محدودي از شيوع عفونت
تـان در دسـ اـرج از بيمارس يـاكلي در خ از اشريش
اـق مـي افتند ولي به دلي يـوع هايـي اتف چنيـن ش
نـكه ارگانيسـم هاي بسيار متفاو اـ و اي عفونـت ه

اـبل رديابـي نيستند           اـني ق اشريشيا. دارنـد بـه آس
اـني بوده و معمولاً         اـي انس يـماري ه ٠بيش از   (ب

اين ب). ٣١و  ١١،  ٦(عفونـت دستگاه ادراري است    
 درصد دارد، ٧٠هتروژن است و ترادف كمتر از 

اـمپانزه       اـن و ش  درصد هومولوژي ترادف٩٨انس
توجـه به هتروژنيسيته فوق و اينكه اين باكتري 

بيعي است كه سويه هاي بسيار متفاوتاسـت، ط  
ژنوم با). ٦(پيدايش عفونت دستگاه ادراري شوند    

علاوه بر اضافه شدن و حذف ژن هاي م. اسـت 



پلاسميدي از باكتري ها     DNAروش هاي متنوعي براي استخراج      
در ايـن پـژوهش به دليل سهولت و سرعت          ). ٣٥،١٧،١٦(وجـود دارد  

يـاز به اولتراسانتريفوژ و قيمت نسبتاً           DNA ارزان، مقدار    روش، عـدم ن
تـخراج شـده و مناسـب بـودن آن براي هضم آنزيمي از روش ليز                 اس

تـفاده شـد     قليا تـخراج      . يـي اس از باكتري هاي تحت      DNAبعـد از اس
مطالعـه بـراي  شناسايي پلاسميدهاي به دست آمده از الكتروفورز  در         

 و نيز نتايج ساير     ١با توجه به نتايج مطالعات اوليه     . ژل آگارز استفاده شد   
اـت  اـرز      ) ٣٧و  ٣٦،  ٢٥،  ٢٤(مطالع  درصـد بـراي جداسازي      ٨/٠از آگ

  بــراي مطالعــه درصــد ١راج شــده و از آگـاـرز پلاســميدهاي اسـتـخ
در . پلاسـميدهاي برش داده شده با آنزيم هاي محدودالاثر استفاده شد          

 supercoil, linear, open شکل سه دردها يپلاسمآزمايش الكتروفورز  
circular      در  يي را  باند مجزا  هـر يک   کـه    ديـده شـوند    ممکـن اسـت 

تـروفورز ا   اـد يالک نـد  ج خاطر فشرده بودن ه ب  supercoil شکل.  مـي کن
 خطي و   شکل از آن    بعد  و ت مي کند  ك حر گري د شکلتر از دو     عيسر

 ).٣٩و ٣٨، ٢٤، ٢١، ١١(  مي کندحرکت open circular آخردست
 ـبهتر تـراق ا   بـرا ن روش   ي  ـي اف برش دادن   DNA  از شکلن سه   ي
محل ک  ي به شرطي که فقط      ، است محدودالاثري  م ها يد با آنز  يپلاسـم 
 .باشد وجود داشته  تحت مطالعهدي روي پلاسم درميي آنزي برا يشناسا

اـ  تـروفورز    ب مي توان اشکال مختلف را     گر  يکديدن آنها در کنار     نمو الک
و  ي مختلف باندهاافتراقن پژوهش براي يدر ا). ٤٠،٢٤(شناسايي کرد 

يـق تعـداد پلاسـميدهاي موجود در سويه هاي آزمايشي             اـيي دق  شناس
 . استفاده شد  زي دو بعدي ن   الکتروفورزوش  ري از   ميلاوه بر برش آنز   ع ـ

 باندهاي  انتخاب استفاده از الکتروفورز دو بعدي       لازم بـه ذكر است كه     
open circular وsupercoil٢١(مي كند هيلستي استخراج از ژل برا  را.( 
در مطالعات   رايـج  مولکولـي    روشي  ديي پلاسـم  الگـو مطالعـه   

يـولوژيك و بـراي بررسي ارتباط بين سو         . استيه هاي باكتريايي    اپيدم
 راهي براي شناسايي بهتر عنوانه ي موجود ب دهايتعـداد و اندازه پلاسم    

سويه هاي باكتريايي در آناليز شيوع عفونت هاي بيمارستاني و عفونت           
اـي كسـب شـده از جامعـه به كار مي رود             استفاده از  ). ٤١و  ٣٧،  ٧(ه

ي دهايسمي که حاوي پلا   يه ها يي سو يي براي شناسا  ديالگـوي پلاسم  
مطالعات متعددي در جهت    ). ٤٢( بهتر جواب مي دهد    باشندچند گانه   

بـات شيوع باكتري هاي خاص با استفاده از الگوي پلاسميدي انجام             اث
تـر     اکليش ـياشر. شـده اسـت     ـها يي از جملـه باک ي اسـت که الگوي     ي

هاي مختلف و از منابع متفاوت مورد بررسي        محل   دري آن   ديپلاسـم 
 ).٤٣-٤٨(قرار گرفته است

 ـ در ا   از  شدهي هاي جدا    اکليشيي اشر دي الگوي پلاسم  قين تحق ـ ي
اـي دستگاه ادراري ب     عفونـت   . شدند مطالعهي  ي بستري و سرپا   مارانيه

تـا   درصد سويه هاي تحت مطالعه      ٩٠بـه دست آمده نشان داد كه        ج  ين
اـوي پلاسميد بودند    نتايج مشابهي در ساير تحقيقات به دست آمده        . ح

بر روي اشريشياكلي ها      و همکارانش     ٢ه  ورلاند  در تحقيقي ك  . اسـت 
اـم دادنـد،         درصد از سويه ها داراي پلاسميد گزارش شدند          ۵/٨٧انج

 و همكارانش بر  ٣جوو-در پـژوهش ديگـري كـه بـه وسيله وو          ). ٤٩(
يـاكلي هاي به دست آمده از عفونت هاي دستگاه ادراري             روي اشريش

در تحقيقات  ). ١( بودند  درصد سويه ها حاوي پلاسميد     ٧٢انجام شد،   

تـه بـر روي اشريشياكلي هاي جدا شده از عفونت دستگاه               اـم گرف انج
ادراري در ايـران نيز نتايج مشابهي حاصل شده است، به طوري كه در              

اـم شـده بـه وسيله نوروزي و همكاران              اـت انج  از  درصد ٩/٩٣مطالع
اـ داراي پلاسميد گزارش شده اند       ي و نتايج مطالعه اميد). ۵٠(سـويه ه

اـران نيز بيانگر حضور پلاسميد در          درصد  از سويه ها بوده      ٢/٨٣همك
 ما از مطالعه هاي هيي جدا شده در سودهايتعـداد پلاسـم   ). ۵١(اسـت 

 و) ٤٦ (٤وسف و ملکاویي در مطالعاتي كه به وسيله . عدد بود۷ک تا ي
بر روي اشريشياكلي ها انجام گرفت تعداد       ) ٤٩(همکارانشو   ورلانـد 

وزن مولكولــي . گــزارش نمودنــد عــدد ۶ک تـاـ يــ از ا راپلاســميده
 تا  ١  kb در محدوده      پلاسـميدهاي شناسايي شده در مطالعه ما عمدتاً       

kb بود و در برخي از سويه ها پلاسميدهايي با وزن مولكولي بيش            ٢١
اـيي شد   kb٢١از يـز شناس وسف و يدر تحقيق انجام گرفته به وسيله . ن

اـوی  انـدازه پلاسميدها ا         گزارش شده است    kb ۵٤ تا   ١/kb ۵ز      ملک
اـی   ). ٤٦(  kb٢٢  تا kb٢  اندازه پلاسميدها از  ٥در مطالعـه تسـن و چ

اـ حاوي      درصـد از سـويه     ٨٤در مطالعـه حاضـر      ). ٤٧(بـوده اسـت    ه
اـ وزن مولكولـي          درصد  ٩٩از طرف ديگر،    .  بودنـد  ٢١ kbپلاسـميد ب

اـ به آمپي سيلين مقاوم بودند          احتمال وجود دارد   بنابراين، اين . سـويه ه
 ٢١ kbكه ژن كد كننده مقاومت در برابر آمپي سيلين در روي پلاسميد            

تـه باشد     وسف و ملکاوی،   يلازم به ذكر است كه در مطالعه        . قـرار گرف
 به اثبات   ٢٥ kbژن كـد كننده مقاومت به آمپي سيلين بر روي پلاسميد          

يـده است   ي شده   شناساي ٢١ kbجهت اثبات ارتباط پلاسميد     ). ٤٦(رس
در مطالعـه حاضر و مقاومت در برابر آمپي سيلين با روش هاي حذف      
پلاسميد و مطالعه حساسيت باكتري يا با انتقال اين پلاسميد به باكتري            
اـم اسـت كـه جهت اثبات اين ارتباط                   اـبل انج نـاخته شـده ديگـر ق ش

 .مطالعاتي در حال انجام است
ــژوهش حاضــردر  ــو۱۰۰ از پ ــه ي س ــورد مطالع ــوي  ال۴۴ه م گ
 ـ ديپلاسـم   كه بيانگر حضور شايع پلاسميد در سويه        دسـت آمد  ه  ي ب

 جوو -در مطالعه وو. هاي اشريشياكلي در باكتري هاي محيط ما است
اـي جـدا شده از عفونت هاي                  يـاكلي ه اـران  بـر روي اشريش و همك

تـگاه ادراري از       الگوي پلاسميدي به    ١٣ سـويه مـورد مطالعـه        ٣٢دس
مطالعه مطابق با يافته هاي پژوهش حاضر       كـه نتايج اين     ) ١(دسـت آمـد   

يـله هونگ         مطالعـه در  . اسـت  تـه بـه وس اـم ياف ي برروو همکاران      ٦انج
 ـ   اکليش ـياشر اـي ب ه ي سو ۸ از بخش هماتوانکولوژي از      آمدهدسـت   ه  ي ه

 پراكندگي و تفاوت    که  ) ٤٨(مددست آ ه  ي متفاوت ب  الگو ۸مورد مطالعه   
  . الذكر را نشان می دهداساسي در الگوي پلاسميدي در سويه هاي فوق

تـا   هيي سو ديالگوي پلاسم پژوهش حاضر حاكي از تشابه در       ج  ين
اـي جـدا شـده از          ـه  تحت  هاي مختلف  بخشنيز در   ک بخـش و     ي

جدا  هاي   هي در سو  يكسانيي  دي الگوهاي پلاسم  ني همچن .مطالعـه بود  
  .به دست آمدي يماران سرپاي از بشده

اـت قبلـي بـه حضور حداقل           سميد و تشابه آنها در     پلا ٣در مطالع
يـار قابل اطمينان در ايجاد ارتباط                  نـوان مع تـلف بـه ع اـي مخ سـويه ه

اـره شـده اسـت          يـولوژيك اش   در  چنيـن مطالعاتـي بـه ويژه      کـه   اپيدم
تـاف    هيسـو  اـي اس ر يه و سا  يلا پنومون يي، کلبس منف ـلوکوک کواگـولاز    ي ه
اـ  ليباس ـ مطالعه در  ). ٥٢و  ٤٢،  ٧(ه است  شد گزارشي گـرم منفـي      ه

1. 
2. 
3. 
Pilot study 4. Malkavi & Yossef 
Vorland 5. Tsen & Chi 
Woo-Joo 6. Hong 



  

 در دي پلاسم۳ش از ي و ب۳ي با تعداد مشابهي ديي پلاسمالگوها حاضر
اـي جدا شده از         يـاكلي ه  در  نيزه و بخش گوارش و      ي بخش ر  اشريش

ه و  يه ، کل  ي اعصاب و ر   ه ، يه ، اعصاب و کل    يو کل هاي گوارش    بخـش 
زماني .  آنها استکيولوژيدمي که نشان دهنده ارتباط اپشناسايي شده ير

 بزرگ   نسبتاً دهاي عدد و اندازه پلاسم    ۳ کمتر از    دهاي تعـداد پلاسـم    كـه 
تـراق الگـوي پلاسـم         اـهش مـي   ديباشـد قـدرت اف   از ديابد و بايي ک

اـ روش   ه ها استفاده   يي براي افتراق سو   مير برش آنز  يي نظ ـ گـر يي د ه
 ).٤٢و  ٧(کرد

تـفاده از آنزيم هاي محدودالاثر در پلاسميدهاي كوچكتر از            kb     اس
 عدد باشد، ٣موجود در يك سويه نيز كمتر از كـه تعـداد پلاسميد    ۵٠

در اين پژوهش سويه هاي     ). ٤٢و  ٧(قـدرت افتراق را افزايش مي دهد      
نـفرد و دو تايـي با آنزيم هاي محدودالاثر                 ، EcoRlداراي پلاسـميد م

HindIII   ،BamH1   وSmaI          بـرش داده شده و الگوهاي برشي آنها با
مده حاكي از تشابه الگوهاي  نتايج به دست آ   . يكديگـر مقايسـه شـدند     

) ريه(برشـي در برخـي سويه هاي به دست آمده از يك بخش خاص             
تـان بـود كه نشان دهنده منشأ منفرد اين سويه ها از يك كانون                بيمارس
است يا شيوع بالاي انتقال ژن را در بين سويه هاي تحت مطالعه نشان              

 . مي دهد
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