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           دهيچک

 از يمن ـيستم اي ـمـاران دچـار ضـعف س   ي فرصت طلـب در ب    ƽن پاتوژن ها  ي از مهم تر   يکي نوزاي آئروژ دوموناسپسو :نه و اهداف  يزم

 توانـد منجـر بـه       يعاً م ـ يمـاران سـر   ين ب ي در ا  نوزايسودوموناس آئروژ پ از   يعفونت زخم ناش  .  است يماران مبتلا به سوختگ   يمله ب ج

 در نـوزا يسودوموناس آئروژپ ـع ي سـر يين مطالعـه، شناسـا  ي ـهـدف ا . نـدازد يماران را به مخاطره ب  يک شود و جان ب    يستميعفونت س 

  . استFISHماران سوخته با استفاده از روش يب

 اهـواز انجـام   يمارسـتان طالقـان  ي در بƽ بـستر يماران مبتلا به سوختگي نمونه خون و زخم ب   ƽ۱۰۰ن مطالعه بر رو   ي ا :يروش بررس 

ر يسودوموناس در آنهـا، نمونـه هـا تحـت تـاث           پص  يونه ها و تشخ   ـ نم ƽ رو يلي تکم يصي تشخ ƽاـام کشت و تست ه    ـپس از انج  . شد

 فلورسـنت نـشاندار     ƽسم قرار گرفتند و چون پروب ها، توسط رنـگ هـا           ي ارگان يبوزومير RNA از   ي خاص ي مکمل نواح  ƽپروب ها 

کروسـکوپ فلورسـنت قابـل     ير م ي ـسم، درخـشش فلورسـنت حاصـل در ز        ي ـاتصال پروب بـه ارگان     دشدن و يبريشده بودند، پس از ه    

  .مشاهده بود

 توانست تمام آنهـا را    FISH که   ق کشت جداسازƽ شد      از طري   آئروژينوزا موناسسودوپ مورد   ۱۳ نمونه خون،    ۴۲ان  ياز م  :افته ها ي

 يژگ ـيت و و  يحـساس . ص دهـد  ي نتوانـست آن را تـشخ      FISH يسودوموناس بود ول ـ  پ کشت مثبت    ƽ مورد دارا  ۱تنها  .  کند ييشناسا

FISH برا ƽ ن نمونه ها  يدر ب . بدست آمد % ۱۰۰و  % ۷/۹۴ب  يترته   ب نوزايسودوموناس آئروژ پص  ي تشخƽ   ،ت ت مثب ـ  موردکش ۲۰ زخم

  .بدست آمد% ۳/۹۳و % ۱۰۰ب ي بترتFISH يژگيت و ويحساس. ص دادي آنها را تشخي تمامFISHد که سودوموناس حاصل گرديپ

 ي عامـل عفونـت در زمـان   يي شناسـا ƽع بـرا يق و سريک روش دقي FISH دهد که يج بدست آمده نشان م ي نتا ي بررس :يريجه گ ينت

 FISHلازم به ذکـر اسـت کـه تمـام مراحـل             . مار شود يند منجر به نجات جان ب      توا يت دارد و م   يار اهم يع بس يص سر ياست که تشخ  

 عامل ييت است، شناسايسم قابل روي ارگانƽ مورفولوژ FISHنکه در روش    يعلت ا ه   ب ياز دارد و از طرف    ي ساعت زمان ن   ۳حداکثر به   

  . شودينان انجام ميعفونت با اطم

  وئورسنت، پروب، فلنوزايسودوموناس آئروژپ، FISH : هاد واژهيکل
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٣٠  ... در نمونه هاي باليني بيماران مبتلا به سوختگياسودوموناس آئروژينوزپتشخيص سريع  /     

  :مقدمه

 يمـاران يزا در بيمـار ين عوامـل ب يسودوموناس ها از جمله مهـم تـر       پ

ها بـه   سمين ارگانيا. ف شده استي آنها ضعيستم دفاعيهستند که س 

مـاران ذکـر شـده،      ي تواننـد در ب    ي فرصت طلب م   ƽعنوان پاتوژن ها  

 ).۱(مرگ شوند   به   منجر ي بوجود آورند و حت    ƽدي شد ƽعفونت ها 

 ي سـوختگ ƽن عفونت ها مربـوط بـه زخـم هـا    يشتريان، بين م يدر ا 

 سم،ي ـزه شـدن زخـم سـوخته بـا ارگان         يبه دنبال کلون   ).۳و۲(هستند  

 ـ در اي سـم  يتـاً سـپت   ي و نها  ي، نکروز بافت  يب عروق موضع  يتخر ن ي

 ي سـم  يکه مبتلا بـه سـپت      يارانـميدر ب . ع است ـي شا ƽرـاران ام ـميب

مـار دچـار   ي که بƽ است و در موارد    ر بالا يزان مرگ و م   ي شوند، م  يم

بنـابر  ). ۲(  رسـد  يم% ۸۰ زان به ين م يز باشد، ا  ي ن يمنيستم ا ينقص س 

 ـ ƽ، ضـرور  ل عفونت ـع عام يص سر يه شد، تشخ  ـآنچه گفت  ه نظـر   ـ ب

جـاد کننـده   ي از عوامـل ا  يک ـي،  نوزاياس آئروژ ـونـسودومپ.  رسد يم

 بـا    آن يي شناسـا   است کـه   يماران مبتلا به سوختگ   ي در ب  ي سم يسپت

 ƽن زمـان بـرا    ياز دارد که ا   ي روز زمان ن   ۳ تا   ۲به    مرسوم ƽروش ها 

ن با اسـتفاده از     يامروزه محقق .  است ي، طولان ي سم يمار دچار سپت  يب

.  پردازنـد  يزا م ـ يماريق عوامل ب  ي دق ييمولکولار به شناسا   ƽروش ها 

 ـ از جد  يکي ون در يزاس ـيديبري مـورد اسـتفاده، ه   ƽن روش هـا   يدتري

ــا اســتفاده  موضــع  نــشاندار شــده توســط مــواد ƽاز پــروب هــا ب

 ƽاســــت کــــه در آن از پــــروب هــــا) FISH( فلوئورســــنت

 فلوئورسـنت اسـتفاده     ƽنشاندار شده با رنگ ها     ƽدـيگونوکلئوتياول

 ƽ RNA مکمـل خـود رو     ƽ هـا  ين پروب ها بـه تـوال      يا.  شود يم

 از  يک ـي ).۵و۴(  شوند يد م يبري متصل شده و اصطلاحاً ه     يبوزومير

 که  است ني ا ي مولکول ƽر روش ها  يک نسبت به سا   يکنن ت ي ا ƽايمزا

 تيــ قابــل روي بــه خــوبکــروب هــاي مƽ، مورفولــوژن روشيــدر ا

و ) ۷(  دارد PCR نـسبت بـه    ƽشتري ـ، در ضـمن سـرعت ب      )۶(است

در ). ۸( د نمي باش ـ  ƽ و استخراج آن از باکتر     DNAر  ي به تکث  ƽازين

 يع و اختـصاص   يص سـر  ي تـشخ  ƽ بـرا  FISHن مطالعـه از روش      يا

 ƽ کشت خون و سـوآب هـا       ƽ در نمونه ها   نوزايوموناس آئروژ سودپ

  .ماران استفاده شده استيزخم ب

  :مواد و روش ها

  : استانداردƽه هايون سويکساسيکشت و ف) الف

ــو ــايسـ ــامل  ƽه هـ ــتاندارد شـ ــ اسـ ــوزايسودوموناس آئروژپـ  نـ

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25833)   بـه عنـوان 

ــت و ــرل مثب ــاشر کنت  Escherishia coli (ATCCيلاکيشي

ع يط مـا يدر مح ه هاين سوي ا.بودند يبه عنوان کنترل منف  (25922

 گراد، انکوبـه شـدند   ي درجه سانتƽ ۳۷در دما و) LB (يا برتان يلور

 ـيون م يسـپس سوسپانـس    . برسـند  يتميتا به مرحله رشد لگار      يکروب

 قـه بـا دور  ي دق۵گراد به مـدت  ي درجه سانتƽ ۴بدست آمده در دما

rpm۸۰۰۰ حاصــل بــا يرســوب ســلول. ديــفوژ گرديســانتر PBS 

 ـه گرد ي ـون ته يسوسپانـس  شستشو و مجدداً   % ۴دي ـد و بـا پارافرمآلدئ   ي

ون، مخلـوط  ي برابـر حجـم سوسپانـس   ۳ معـادل    يحجم و با ) ۴(سرد

 ـ که به ا   ييه ها يسو .ديگرد  ƽ۲۰کس شـدند در منهـا     يب ف ـ ي ـن ترت ي

  .دنديره گرديگراد ذخيدرجه سانت

  : خونƽ نمونه هاƽآماده ساز)ب

 ـمـاران از آزما   ي کشت خون مثبـت ب     ƽن مطالعه نمونه ها   يدر ا  شگاه ي

  از . شـدند  ƽ جمـع آور   انيـ طالق يـگـح و سوخت  ـان سوان ـارستـميب

ل، يدل اسـتر  ي ـبا استفاده از سـرنگ و ن       کشت خون    ƽ بطر  نمونه ۴۲

 ƽرهاياسـم  ƽ گـرم رو   ƽزي ـ به عمل آمد، سپس رنگ آم      ƽرينمونه گ 

، يل گـرم منف ـ ي صـورت مـشاهده باس ـ  ه شده انجام گرفـت و در    يته

 ينت آگـار، مـک کـانک      ي نوتر ƽط ها ي مح ƽنکه نمونه ها رو   يضمن ا 

 FISH جهـت انجـام    کـشت داده شـدند،  )۴(دآگار يمي و سترآگار

(Fluorescent in situhybridization)تر از يکروليم ۳۰۰ز ي ، ن

کس يسرد ، مخلـوط و ف ـ      % ۴د  يتر پارافرمآلدئ يکرولي م ۹۰۰ نمونه با 

ط کـشت جامـد بـا       ي مشکوک بدست آمده از مح ـ     ƽ ها يکلن. ديردگ

 يصي ـ تشخ ƽ و لوله هـا    OFداز،  ي اکس ƽتست ها   گرم، ƽزيرنگ آم 

  . قرار گرفتندييمورد شناسا

  : زخمƽ نمونه هاƽآماده ساز)ج

مـاران مـورد    ي زخم گرفته شـده از ب      پ نمونه سوآ  ۵۸ن پروژه،   يدر ا 

 در  ي مبتلا به سوختگ   ماري از ترشحات زخم هر ب     .مطالعه قرار گرفت  

 انجـام و  ƽل، نمونه برداريپ استرآ سو ۲ ، با  طالقاني اهواز  مارستانيب

ل، نمونـه هـا بـه       يک لوله اسـتر   يپ درون   آپس از قرار دادن هر سو     

 ـ منتقـل گرد    دانشکده پزشـکي   يکروب شناس يشگاه م يآزما  ـ. دي ک ي

 و  يکـانک  مـک  نت آگـار،  ي نوتر ƽط ها ي مح ƽ کشت رو  ƽ برا پسوآ

 در  FISH دوم جهـت انجـام       پار استفاده شـد و سـوآ      د آگ يميستر

ده شد تا مواد جذب شـده آن        يل چرخان ي استر PBSتر  يکرولي م ۳۰۰

سرد بـه   % ۴د  يتر پارافرمآلدئ يکروليم ۹۰۰ع منتقل گردد، سپس     يبه ما 

 ـ مـشکوک بـه      ƽ هـا  يکلن .ديکس گرد يآن افزوده و ف    سودوموناس پ

 ƽ، تـست هـا     گـرم  ƽزي ـز با رنـگ آم    ي جامد ن  ƽط ها يحاصل از مح  

  . شدنديي شناسايصي تشخƽ و لوله هاOFداز،ياکس

   :FISH)د

 اسـتاندارد و نمونـه هـا، از         ƽه ها ي سو ƽ بر رو  FISH انجام   تـجه

نمونـه دو     هر ƽبرا .استفاده شد ) ƽ)BioGene حفره ا  ƽ ۱۰لام ها 

کس يتر از نمونه ف ـ   يکرولي م ۱۰ک لام در نظر گرفته شد و        يحفره از   
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٣١ /فرشته بديع و همکاران                                                  )۱۳۸۶زمستان  ۴ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

پـس از خـشک شـدن       . ه شـد  ـخت ـيره ر ـحفک از دو    ير  ـشده در ه  

 ي متـوال  ƽ در رقـت هـا     ƽري ـنمونه ها در هوا، لام ها به منظورآب گ        

 ).۷(قـرار گرفتنـد   ) قـه ي دق ۳هر کدام   (و اتانل مطلق    % ۸۰،  %۵۰ الکل

ون يزاســيديبريتــر بــافر هيکرولي م۱۰توســط پــس از آن هــر حفــره 

)Tris-HCl ۲۰ــي م ــ مــولار، فرمامNaCl ۹/۰ مــولار، يل و % ۳۰دي

SDS ۰۱/۰ ( % حاوƽ       تـر  يکرولي نـانوگرم در م    ۵ پروب بـا غلظـت

 ـ در   هر لام . پوشانده شد   ƽ ۴۶در دمـا  ،  ک لولـه فـالکون مرطـوب      ي

ــه مــدت يدرجــه ســانت ــا ي دق۹۰ گــراد ب ــه شــد ت عمــل  قــه انکوب

لازم به ذکر است     ).۹( ردينمونه صورت پذ   ون پروب با  يزاسيديبريه

ــروب   ــه دو پ ــه CY3 PseaerA- وEUB-FITCک ــورت ب  ص

 در حفـره    ،)۱جـدول  (Ppu-FITCک حفره و پروب     يمخلوط در   

پـس از   . رديقرار گ  پروب   ۳ر  يخته شد تا هر نمونه تحت تاث      يگر ر يد

 Tris-HCl ۲۰(  لام ها با بـافر شستـشو       ون،يزاسيديبرياتمام زمان ه  

 ƽ ۴۸، در دما   %)SDS ۰۱/۰ مولار و    يلي م NaCl۱۱۲ مولار،   يليم

در مرحلـه بعـد     . قه شستشو شدند  ي دق ۱۵ گراد به مدت     يدرجه سانت 

بـه  تري ل يل ـيکروگـرم در م   ي م ۱ با غلظت    DAPIلام ها توسط رنگ     

 ـا. )۹( شـدند  ƽزي رنگ آم  قهي دق ۵مدت   ر ي ـن رنـگ بـه صـورت غ       ي

، لام هـا بـا      ييدر مرحلـه نهـا    .  کنـد  ي را رنگ م ـ   DNA ياختصاص

PBS        نگ پوشانده شدند تا با  يشستشو و خشک شدند و با ماده مونت

 ـ کرويم  ي مختلـف بررس ــƽلتـر هـا  ي فƽ فلورسـنت دارا يسـکوپ اپ

  .گردند

  : ر لام هاي و تفسي بررسيچگونگ) ه

 حفره در نظر گرفتـه      ۲ استاندارد   ƽنمونه ها  هر نمونه از جمله      ƽبرا

 جـنس   ييشد که در حفره اول پروب سبز رنگ مخـصوص شناسـا           

 و  EUBسودوموناس و در حفره دوم مخلوط دو پروب سبز رنگ           پ

  مورد استفاده قرار گرفت    نوزايسودوموناس آئروژ پمز رنگ   پروب قر 

ر ي، قرمز، سبز و زرد در زيلتر مختلف آبي ف۴ت هرحفره با    ينها و در 

 در نمونه مورد بررسي   اگر  .  شد ي فلورسنت بررس  يکروسکوپ اپ يم

 پـروب   ۳ توانست به هر     ي، م وجود داشت  نوزايسودوموناس آئروژ پ

سودوموناس درخشش  پن با پروب    ي، بنابرا شود) ديبريه(  متصل فوق

 ـ و   EUB  پـروب  ۲سبز و با مخلوط      ، در  نـوزا يسودوموناس آئروژ پ

 يلتر قرمز با درخشندگ   ي سبز و در ف    ƽل ها يلتر سبز به صورت باس    يف

لتر مخلوط به رنگ زرد مشاهده   ين حفره با ف   يهم.  شد يم قرمز ظاهر 

ه  است ک  ƽب رنگ سبز و قرمز در حفره ا       يکه حاصل ترک   دي گرد يم

سم مورد نظـر مـا بـا        ياگر ارگان .  شد يمخلوط پروب ها استفاده م     از

 توانست  يص داده شده بود، م    يسودوموناس تشخ پاستفاده از کشت،    

 ) FITCمربوط بـه    ( د شود و نور سبز    يبريسودوموناس ه پبا پروب   

 يهـم درخـشندگ   ) حفـره دوم لام   (  در حفره مخلوط  . را ساطع کند  

 ـ  يسبز نشان م  لتر  ي را با ف   EUBسبز پروب     توانـست   ي نم ـ ي داد ول

را از خود   ) نوزايژه گونه آئروژ  ي و CY3مربوط به   (فلورسانس قرمز   

، )يکنترل منف (يلا ک يشيهمچون اشر   ها ƽر باکتر ي سا ƽبرا. بروز دهد 

 را داشـتند، فقـط      EUBد شـدن بـا پـروب        يبريت ه يقابل يکه همگ 

 ـ      EUBدرخشش سبز رنگ پروب       چـون بـا     ي مورد انتظـار بـود ول

مربـوط بـه      شدند، فلورسنس  يد نم يبريسودوموناس ه پ ƽها روبپ

 DNA  بـا  زين DAPIرنگ .  دادنديز نشان نمين را  ن پروب هايا

لتـر  ي هـا بـا ف     ƽ داد و همه بـاکتر     يسم ها واکنش نشان م    يتمام ارگان 

  . شدندي مشاهده ميبه رنگ آب مخصوص،

  :افته هاي

  : خونƽ نمونه هايج بررسينتا

مارسـتان  ي در ب  ƽماران بستر ي شده از ب   ƽجمع آور  هنمون ۱۰۰ن  ياز ب 

 يمورد بررس ـ   نمونه کشت خون مثبت    ۴۲،  طالقاني يسوانح سوختگ 

 بـه   يط جامـد منته ـ   ي مح ـ ƽح آنهـا بـررو    يج تلق ـ يکه نتا  گرفتندقرار  

 )آئروژينـوزا و غيـر آئروژينـوزا       (سودوموناسپزوله  ي ا ƽ ۱۹جداساز

ــگرد ــا .دي ــست FISH شيآزم ــه ي ا۱۸ توان ــزول سودوموناس را پ

 ƽ مـورد دارا   ۱ کند و تنهـا      يي، شناسا )۲جدول (يبصورت اختصاص 

 يي نتوانـست آن را شناسـا      FISHکشت مثبت سودوموناس بود که      

ط ي مح ـ ƽمانـده بـر رو    ي نمونه کشت خون باق    ۲۳ح  يحاصل تلق . کند

ن يـي  شکل بـود کـه پـس از تع         يليسم باس يارگان ƽ۲۱جامد، جداساز 

 ƽل هـا ي از باس ـيک ـي، ييايميوش ـي بƽق تست هـا ياز طر  آنها تيهو

.  قرار گرفتنـد   ييا انتروباکتر مورد شناسا   ينتوباکتر و   ي، اس ياکليشياشر

 فقط درخشش سبز رنگ مربـوط       FISHش  ي ها در آزما   ƽن باکتر يا

 ƽزولــه هــايان ايــاز م.  را از خــود نــشان دادنــدEUBبــه پــروب 

ــ ــا  ۱۳سودوموناس، پ ــورد ب ــصاص  FISH م ــورت اخت ــه ص ، ي ب

 ـبري شـدند کـه نـشان دهنـده ه    يي شناسا نوزايس آئروژ سودوموناپ د ي

  .نوزا بوديژه گونه آئروژيبا پروب و شدن آنها

  : زخمƽ نمونه هايج بررسينتا

 از ترشحات زخـم     پ نمونه سوآ  ۵۸ شده،   ƽ نمونه جمع آور   ۱۰۰از  

. ش قـرار گرفـت    يمـورد آزمـا    طالقاني   مارستاني در ب  ƽماران بستر يب

 بـه   ي کـشت جامـد، منته ـ     ƽ هـا  طيمح ـ  زخم بـه   ƽ ها پح سوآ يتلق

 ـطر ج از ين نتـا  يد که هم  يسودوموناس گرد پزوله  ي ا ƽ ۲۰جداساز  قي

 ـز حاصـل گرد   ي نمونه ها ن   ƽبر رو  FISHش  يآزما  د، ضـمن آنکـه    ي

. ص داده شـد   يتـشخ  نوزاي آئروژ FISHق  يزوله ها از طر   ين ا يگونه ا 

 بـه   ي کـشت جامـد، منته ـ     ƽط هـا  يگـر بـه مح ـ    ي نمونـه د   ۲۸ حيتلق

ت آنها توسط   ين هو ييد که پس از تع    ي گرد ييسم ها ي ارگان ƽجداساز

http://daneshresan.com/
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ا، يسراش ،، انتروباکتر يا کل يشي اشر ƽزوله ها ي، ا ييايوشمي ب ƽتست ها 

 . قرار گرفتند  يي گرم مثبت مورد شناسا    ƽز کوکس ها  ينتوباکتر و ن  ياس

فقـط درخـشش مربـوط بـه         ،FISHش  يز در آزمـا   يزوله ها ن  ين ا يا

 ي نمونه منف  ۲کشت  ). ۲ولجد( را از خود نشان دادند     EUBپروب  

ــ ــود ول ــ توانــست FISH يب ــوزايسودوموناس آئروژپ ــا   را درن آنه

  . کندييشناسا

  

  

  

  

  سودوموناس هاپ پروب هاƽ اوليگونوکلئوتيدƽ مورد استفاده براƽ تشخيص :۱جدول

 )'3-'5(سکانس پروب  ميکروارگانيسم هدف پروب
  جايگاه هدف

)target site  ( 

Eub338 ها ƽيوباکتر GCT GCC TCC CGT AGG AGT rRNA      16S 

Ppu   سودوموناسپجنس GCT GGC CTA ACC TTC 23S  rRNA 

PseaerA سودوموناس آئروژينوزاپ TCT CGG CCT TGA AAC CCC 23S rRNA 

  

  

  

  

  FISH نتايج جداسازƽ باکترƽ ها از نمونه هاƽ خون و زخم به روش کشت و:۲جدول

 FISH  کشت
  

اس سودومونپ  نوع نمونه

  آئروژينوزا

سودوموناس پ

  غيرآئروژينوزا

ƽها ƽباکتر  

  ديگر
  جمع  منفي

سودوموناس پ

  آئروژينوزا

سودوموناس پ

  غيرآئروژينوزا

 ƽها ƽباکتر

  ديگر
  جمع  منفي

  ۴۲  ۱  ۲۲  ۵  ۱۳  ۴۲  ۱  ۲۲  ۶  ۱۳      خون

      زخم
۲۰  ۰  ۲۸  ۱۰  ۵۸  ۲۲  ۰  ۲۸  ۸  ۵۸  

     جمع
۳۳  ۶  ۵۰  ۱۱  ۱۰۰  ۳۵  ۵  ۵۰  ۱۰  ۱۰۰  
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  :بحث

 ـر مبتلا يک عامل مهم در مرگ و م      ي نوزايسودوموناس آئروژ پ ان بـه   ي

بـروز  يمـاران دچـار ف    يد و ب  يشـد  ƽ هـا  يسـوختگ ا لنفوم،   ي يلوسم

 ـص  يهر چند تـشخ   .  باشد يک م يستيک  بـا   نـوزا يسودوموناس آئروژ پ

 ـاستفاده از چند تست ساده در آزما        ـ   يشگاه امکـان پـذ    ي  ير اسـت ول

 ـزه شدن زخم سـوخته بـا        ي کلون يگاه  ـوموناس از   سودپ ک سـو و    ي

مـار را بـه فـاز    ي ب ،يک مناسب به تهـاجم بـافت      يليفقدان پاسخ نوتروف  

.  شـود  يمنجـر بـه مـرگ م ـ       عاًي بـرد و سـر     يس م ي و سپس  يميباکتر

 کـه بتواننـد در مـدت زمـان          يي بـه روش هـا     يابيدست ن لزوم يبنابرا

 .اسـت  ار محـسوس  ي کنند، بس  يي ما شناسا  ƽسم را برا  ي ارگان يکوتاه

، بطـور  PCR ماننـد   ي مولکولƽک هاير، تکني اخƽها سال يدر ط

 کنــد رشــد ماننــد ƽ هــاƽبــاکتر يي شناســاƽ بــراƽزيــت آميــموفق

 کـه کـشت دادن آنهـا        ييسم هـا  ي ـکروارگانيا م يوم ها و    يکوباکتريما

 ـ  مورد استفاده قرار گرفته اند     يپليما و ير تروفر يمشکل است، نظ    يول

، تعـداد،   ƽفولـوژ  در مـورد مور    ي، اطلاعـات  PCR مانند   ييروش ها 

در  . دهنـد  يسم ها نـشان نم ـ    ي ارگان يط سلول يا مح ي و   ييع فضا يتوز

 ƽون در موضع بـا اسـتفاده از پـروب هـا           يزاسيديبريک ه يمقابل تکن 

 را بــا اطلاعــات ي مولکــولƽ، دقــت روش هــا)FISH( فلورســنت

 در  يکروبي م ƽ سلول ها  يي شناسا ƽکروسکوپ برا يبدست آمده از م   

 ـدر ا ). ۱۰( کنـد  يب م ـ ي ـمـار ترک  يت ب ا باف ـ يست خود   يط ز يمح ن ي

سودوموناس پ  مورد کشت مثبت   ۱۹،   خون  نمونه ۴۲ان  ياز م ق،  يتحق

 ييشناسـا  ي مورد را به درسـت     ۱۸ توانست   FISH که   را نشان دادند  

 از نمونه هـا،     يکي بودن   يمنفبا وجود کشت مثبت نمونه،      علت   کند

 خـون    کـشت  ƽ در بطـر   ƽ تواند مربوط به کم بودن تعداد بـاکتر        يم

.  کندييل را شناساي باس نتوانستFISH  ن علتيه باشد، به همياول

کـه   ، گزارش دادند  )۱۱( و همکاران    Jansenک مطالعه مشابه،    يدر  

 شدن تست   ي منف ƽ برا ي تواند عامل  ي در نمونه م   ƽتعداد اندک باکتر  

FISH   ،گـر  ي از طـرف د    .جـه کـشت گـردد     يرغم مثبت بودن نت   يعل

 ƽ مـشاهده بـاکتر    ƽ بـرا  ي تواند مـانع   يز م ين ١نهيرسانس زم ئوواتوفل

 ي خـون  ƽن و سلول هـا    ي کلاژن، الاست  ƽ حاو ƽبافت ها .  باشد ياصل

 فلوئورسـانس   ƽ پرتوهـا  ƽل، دارا ي ـنوفيت و ائوز  يتروس ـيهمچون ار 

 تـداخل کـرده و      ي اصـل  ƽهستند که با فلوئورسانس حاصل از باکتر      

عه خـود   ز در مطال  ين Hogardt). ۱۲و۷( گردند   يمانع مشاهده آن م   

 ƽعلاوه برموارد ذکرشـده، محتـوا    ).۴(ن نکته اشاره کرده است      يبه ا 

 شدن کـاذب    ي منف ƽ برا ي تواند عامل  يم زي ن يبوزومي ر RNAاندک  

 در  يياي باکتر ƽ سلول ها  يبوزومي ر RNAاگر چه مقدار    . ج شود ينتا

                                                 
1 Background autofluorescense  

ن مقـدار   ي ا ي ندارد، ول  ياختلاف قابل توجه    مختلف ƽان گونه ها  يم

 ـولوژيزيف تي بـر اسـاس وضـع       هيک سو ي ƽان سلول ها  يم ک آنهـا   ي

  .متفاوت است

ف بـودن   ي تواند منجر به ضع    ين م يک پائ يولوژيزيت ف يکه فعال يبطور

کـاذب   يجـه پاسـخ منف ـ    ي و در نت   FISH حاصـل در     ƽگنال هـا  يس

ــردد ــراFISHت يحــساس). ۱۳و۵(گ ــ يي شناســاƽ ب سودوموناس پ

بـه دسـت    % ۱۰۰ آن   يژگ ـيو و % ۹۵ خون   ƽ در نمونه ها   نوزايآئروژ

 FISHت  ي و همکـاران حـساس     Kempfک مطالعه مشابه    يدر  . آمد

 و  Jansen).۷(به دست آوردنـد % ۱۰۰ز ي آن را نيژگيو و% ۱۰۰را 

 يابيــارز% ۱۰۰ را FISH يژگــيت و ويز حــساسيــهمکــاران ن

ق کشت واجـد    ي نمونه از طر   ۲۰مونه زخم،    ن ۵۸انيدر م  ).۱۱(کردند

.  کنـد  ييمام آنها را شناسـا     توانست ت  FISHند که   سودوموناس بود پ

، FISHق  ي بودند، از طر   ي کشت منف  ƽ نمونه هم که دارا    ۲در ضمن   

احتمـالاً   ه زخـم  ـ نمون ۲دن کشت   ـ ش يـ منف . شدند يابـيت ارز ـمثب

 ƽوجـود پمادهـا  . سم باشـد يرشد ارگان  اختلال در به علت تواند يم

 ـ،  ƽري ـ در هنگـام نمونـه گ      ي سطح سوختگ  ƽک بررو يوتي ب يآنت ک ي

ق کـشت بـه شـمار       ي از طر  ƽ باکتر ƽمحدود کننده در جداساز   عامل  

 ـ آيم ـ  KempfوRussmann  کـه  ƽقـات جداگانـه ا  يدر تحق. دي

 FISHن عامـل در پاسـخ       ينجام داده اند، نشان داده شده است که ا        ا

 يبوزومي ر RNAاست   ک قادر ين تکن ي نداشته و ا   ير قابل توجه  يتاث

 ـبريهر قابل کـشت بـودن آن،        ي رغم غ  ي را عل  ƽباکتر  ييد و شناسـا   ي

 شدن کـشت نمونـه هـا        ي منف ƽبرا  که ƽگرياحتمال د ). ۸و۷( دينما

 در هنگام کـشت     يياي باکتر ƽن است که سلول ها    ي باشد ا  يمطرح م 

ن يان رفته باشند و بـه هم ـ      يط، به علت داغ بودن لوپ از م       ي مح ƽرو

 .ط کـشت رشـد کنـد      ي مح ـ ƽ نتوانـسته اسـت رو     ƽچ باکتر يعلت ه 

ــراFISH تيحــساس ــ يياـناســ شƽ ب  در نــوزايسودوموناس آئروژپ

به دسـت  % ۳/۹۳ آن  يژگيو و % ۱۰۰ گرفته شده از زخم،      ƽنمونه ها 

  .آمد

  :يريجه گينت

 ـج به دست آمده و بـا در نظـر گـرفتن ا    يبا توجه به نتا    ن نکتـه کـه   ي

ــس ــت و وياسـحـ ــ تکنيژگـيـ ــ FISH کيـ  يي شناســـاƽراـبـ

 ذکـر   يول مختلف در مقالات در سطح قابـل قب ـ        ƽسم ها يکروارگانيم

 ـ باکتر ي سـم  ي هم چون سپت   ƽ در موارد  شده است،   کـه صـرف     يياي

 ـ و اتخـاذ  ƽمـار ي عامـل ب  ييشناسـا  ƽبرا  ساعت  ۴۸- ۷۲زمان   ک ي

نـدازد،  يمار را به مخاطره ب    ي مناسب، ممکن است جان ب     يروند درمان 

ن روش اسـتفاده    ي از ا  ƽادي و بدون صرف زمان ز     ي توان به راحت   يم

  .نان داشتيجه حاصل اطمينمود و به نت
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  :يتشکروقدردان

اين تحقيـق بـا اسـتفاده از بودجـه طـرح هـاƽ تحقيقـاتي معاونـت                  

    ƽشاپور اهواز انجام گرفته کـه       پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي جند

 بـا تـشکر از پرسـنل محتـرم          .قابل تشکر و سپاسگزارƽ مـي باشـد       

 ـک و ز  ي ـ ژنت ي مهندس يپژوهشگاه مل   وردآورد کـرج،    ƽست فنـاور  ي

 شـفا کـه     ƽ مهـد  ƽ و جناب آقا   يکتر فروزنده محجوب  سرکار خانم د  

 ـ پا ƽه عکس هـا   ي را در ته   ƽت لطف و همکار   ينها ان نامـه مبـذول     ي

  .داشتند
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