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 کیستیس بروزیمبتلا به ف مارانیدر ب يجد يهااز عوامل مهم عفونت یکی هیسپاس ایکمپلکس بورخولدر: زمینه و هدف

-Pulsed بـه روش  سیبروزیف کیستیس مارانیب در هیسپاس ایبورخولدر يهاگونه نگیپیمطالعه، ژنوتا نیاست. هدف از ا

Field Gel Electrophoresis (PFGE) ياه ـجـدا شـده از نمونـه    هیسپاس ـ ایکمپلکس بورخولدر يهاو نسبت تنوع گونه 

  بود.  ینیبال

 کیستیس مارانیاز ب يوینمونه ترشحات ر 100 ،1390-91ماه در سال  12 ی، طیفیمطالعه توص نیادر روش بررسی: 

کشـت   طیمح ـ يهـا بـر رو  نمونـه  حیشد. پس از تلق ـ يآورجمع يدانشور حیمس مارستانیده به بنکنمراجعه سیزبرویف

Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA) يهـا مشکوك جـدا و بـا اسـتفاده از تسـت     يهای، کلنونیو انکوباس 

 ـ دیی ـشدند. بـه منظـور تا   ییشناسا یپیو فنوت ییایمیوشیب  ـل بـا روش  تـر شیب  ـقل زی اسـتخراج و بـا    يبـاکتر  DNA ،ییای

Polymerase Chain Reaction (PCR) ژن  یو بررسrecA  ل ـ ییانجام شد. به منظور شناسـاو تنـوع تـایپی    سـم یمورفیپ

آنزیم با طیف اثـر محـدود    زبا استفاده ا (PFGE)از الکتروفورز ضربان متناوب  هیسپاس ایهاي جدا شده بورخولدرسویه

)XbaI و SpeI( .نیز استفاده شد  

دست آمده در هعنوان بورخولدریا سپاسیه شناسایی گردید. اطلاعات بایزوله به پنج نمونه مورد بررسی، 100از  ها:یافته

 ATCC 25416هاي بیمـاران بـا سـوش اسـتاندارد     و مقایسه باندهاي ایجاد شده در نمونه PCRالکتروفورز محصولات 

سـروتایپ   Salmonella choleraesuisبـا سـایز مـارکر بـاکتري      PFGEآنـالیز بانـدهاي    بورخولدریا سپاسیه و مقایسه و

Braenderup سویۀH9812 .یکسان بود ،  

پ مشابه در طول مطالعه موید این فرضیه است کـه عامـل شناسـایی شـده در ایـن      یوجود الگوي پالس تاگیري: نتیجه

انتقال ارگانیسم فرد به فـرد رد و ضـرورت دارد کـه در مطالعـات     فرضیه  بنابراین مطالعه از یک منبع منتشر شده باشد.

  برداري شود.بعدي از منابع محیطی نمونه

  .الکتروفورز ضربان متناوب س،یبروزیف کیستیس ه،یسپاس ایبورخولدر :کلیدي کلمات

 

  
 Burkholderia Cepacia Complexکمپلکس بورخولدریا سپاسیه 

(BCC)  عنوان پاتوژن به 1980گونه است که در سال  17متشکل از

   Cysticس ـک فیبروزیـاران سیستیـزا در بیماريـب و بیمـطلتـفرص

  

ibrosis (CF)F ها این ارگانیسم 2و1.و گرانولوماتوز مزمن شناخته شد

مسئول شیوع عفونت بوده و از مراکز  تربیشهایی است که از پاتوژن

عنوان یک هبهمواره  ،گرددگزارش می بارهااسر دنیا بهداشتی سر

هاي بیمارستانی مطرح ارگانیسم با مقاومت دارویی بالا در عفونت

هایی مانند بورخولدریا سپاسیه در ارتباط با شیوع بیماري 5-3.باشدمی

  مقدمه

 
  

 

  78تا  72هاي ، صفحه2شماره  ،72دوره ، 1393اردیبهشت ی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، مجله دانشکده پزشک  مقاله اصیل

  10/01/1393: آنلاین              26/11/1392پذیرش:        04/06/1392دریافت:                            چکیده
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تر مواقع در هاي خونی، دستگاه تنفسی، دستگاه ادراري و بیشعفونت

ی و واگیردار و در آلوده شدن مواد ضدعفونی هاي بیمارستانعفونت

شدت عفونت یا  7و6.هاي بیهوشی مطرح استکننده و محلول

کلونیزاسیون توسط بورخولدریا سپاسیه براي بیماران خاص، متفاوت 

 دهد.حیات را کاهش می %50کلی کلونیزاسیون ریوي  طوراست. به

ریق فرد به فرد و هاي مولکولی و اپیدمیولوژیکی، انتقال از طبررسی

لذا تشخیص سریع و حذف  9و8.کندعفونت بیمارستانی را تأیید می

موقع آن از منابع منتشر شونده ضروري است. روش تعیین هب

تواند براي این منظور مورد استفاده خوبی میههاي مسئول بژنوتایپ

  قرار گیرد.

Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)  یکی از بهترین

بندي و مطالعات اپیدمیولوژي و در هایی است که براي تیپروش

هاي مختلف مانند بیولوژي، بیوشیمی، بیوتکنولوژي، پزشکی، زمینه

تشخیص بالینی در مناطق مختلف کاربرد دارد. این روش با قدرت 

هاي انسانی تکرارپذیري و افتراق بالایی که دارد براي تمام پاتوژن

مورفیسم در قطعات د و روشی براي یافتن پلیباشقابل استفاده می

ژنومی به تعدادي  DNAژنومی است. در این روش  DNAمحدودگر 

قطعات محدود شونده در روش بسیار خاص و قابل تکثیر بریده 

براي الکتروفورز ژل آگاروز  طور معمولبه DNAشود. این قطعات می

طور مؤثر مطابق توانند بهها میمعمولی بسیار درشتند، در عوض آن

، انتقال PFGEتفکیک شوند.  PFGEاندازة خود توسط فرآیندي به نام 

از میان ژل آگاروز توسط تغییر هدایت  DNAافتراقی قطعات بزرگ 

م در طی الکتروفورز را تسهیل یمیدان الکتریکی به طور دا

  11و10.دهدمی

Mahenthiralingam عفونت با ژنومووارهاي کمپلکس ،

 recAا سپاسیه در بیماران سیستیک فیبروزیس را با ژن بورخولدری

تعیین ژنومووار خاصی بود که در  اومورد بررسی قرار داد. هدف 

بیمار سیستیک  Woods ،9 12.زایی نقش داشتانتقال و شدت بیماري

بیمار باکتریمی حاصل از کمپلکس بورخولدریا  53فیبروزیس را از 

بر پایه  Polymerase Chain Reaction (PCR)سپاسیه با آنالیزهاي 

recA  16وS rDNA ها با روش مورد بررسی قرار داد و تایپینگ سویه

PFGE 13.صورت گرفت Biddic هاي براي بررسی شیوع گونه

-repاز آنالیز ژنوتیپی  خولدریا در بیماران سیستیک فیبروزیسبور

PCR  وPFGE  .یابورخولدر 7 خلط، نمونه 360 ازاستفاده کرد 

به این نتیجه رسید که پراکندگی  او. افتی I ژنومووار یهسپاس

 بورخولدریا سپاسیه در بیماران سیستیک فیبروزیس نسبت به

  14.تر استبیش هیسپاس ایبورخولدر

ف ما در این مطالعه، شناسایی و تعیـین فراوانـی بورخولـدریا    هد

ــا روش کشــت و فیبــروزیس سپاســیه در بیمــاران سیســتیک   PCRب

  .PFGEچنین تعیین انواع ژنوتایپ با روش استاندارد طلایی هم

  

  
 100 ،1390- 91ماه در سال  12در یک مطالعه توصیفی طی 

ریوي از بیماران مشکوك به سیستیک فیبروزیس نمونه ترشحات 

آوري شد. کننده به بیمارستان ریوي مسیح دانشوري جمعمراجعه

عفونت مزمن با کمپلکس بورخولدریا سپاسیه در عنوان به یبیماران

 شد.ماه مثبت می ششکشت طی  سهکه شدند، نظر گرفته می

ز درمانی با پس از دریافت هر نمونه از مراک :شناسایی فنوتیپی

 Brain Heart هاي موجود در آن، در محیطهدف احیاي مجدد باکتري

Infusion Broth (BHIB)  ساعت  24کشت داده شد و پس از

انکوباسیون توسط لوپ استریل یک قطره از سوسپانسیون میکروبی 

حاصل روي محیط بلادآگار کشت شد. در ادامه پس از انکوباسیون به 

آمیزي گرم، تست فنوتیپی شامل رنگساعت بررسی  24مدت 

 Burkholderia Cepaciaصاصی تاکسیداز و کشت روي محیط اخ

Selective Agar (BCSA) 15.انجام گردید 

: روي سویه API 20NEآزمون  -هاي تاییديآزمون

ATCC25416 چنین کاهش خطاهاي تر و همبا صرف زمان کم

هاي بورخولدریا احتمالی ابزاري و انسانی، براي شناسایی سویه

: PCRسپاسیه با روش  ایبورخولدرتشخیص  16.سپاسیه انجام شد

نیز  PCRتوسط روش  دوبارههاي مثبت به جهت تایید تمامی نمونه

ها مثبت پس از استخراج نمونه از این رويآزمایش گردیدند. 

(QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN, USA)  برايPCR  مورد

 ایبورخولدرهاي اختصاصی گروه و گونه ساستفاده قرار گرفت. سکان

در و  )1(جدول  17استفاده گردید Lynchسپاسیه بر اساس گزارش 

   محصولات مورد آنالیز قرار گرفت. ،توسط الکتروفورز نهایت

   :PFGE هاي شناسایی شده با استفاده از روشیپ سویهتعیین پالس تا

هاي باکتریایی، شستشوي پلاگ واي، لیز پلاگـهاي باکتریلاگـتهیه پ

  بررسیروش 
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  طرح این در استفاده مورد پرایمرهاي :1جدول 

Trarget  Primer  Sequence  Species Product size 

Arec BCC(F) ATGACCAATCCGACCGATCTCAA All 429(bp) 

BCC(R) TCAGTGCTTGCGITNIGGGCAGTT   

Arec BKF(F) GGCNGAAGACGTCTACCGG  BCC (Group K) 117(bp) 
BKF(R) TCGAAGTTGCTGCGCGAC  

  
 BcuI (SpeI) (Thermo Fisherژنومی با آنزیم  DNAهضم 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA)  صورت گرفت. الکتروفورز

 CHEFبه وسیله سیستم  و PFGEاساس پروتکل استاندارد  بر

Mapper system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)  به

 Tris-borate-EDTA (TBE) (Thermo Fisherساعت در  2/20مدت 

Scientific Inc., Waltham, MA،Initial switch time=5.5s, Final 

switch time=52.5  دماي120°و زاویه ، C° 14T= 18.انجام شد  

  

  
در این بررسی از : BCSAنتیجه کشت روي محیط اختصاصی 

 نمونه توسط روش کشت با پنجهاي آزمایش شده مجموع نمونه

 API 20NE kit (BioMérieux, Marcyو  BCSAمحیط اختصاصی 

l'Etoile, France) توسط روش  و تعیین هویتPCR  تایید گردیدند

بیمار تنها  دوکشت (عفونت مزمن) و  سهر داراي بیما سه). 2(جدول 

  کشت مثبت داشتند.یک 

 DNAبعد از انجام مراحل استخراج : PCR دست آمده ازهنتایج ب

اي نمونه بورخولدریا سپاسیه)، واکنش زنجیره پنجباکتري (روي 

هاي استخراج شده انجام شد و  DNAبر روي  (PCR)پلیمراز 

وفورز روي ژل آگاروز برده و با اتیدیوم ها براي انجام الکترنمونه

آمیزي و سپس براي مشاهده باندهاي حاصل، توسط بروماید رنگ

دستگاه ایلومیناتور از ژل عکس گرفته شد. با انجام الکتروفورز 

، باندهایی با وزن مولکولی مناسب در مقایسه با PCRمحصولات 

که وجود  مشاهده شدهپلکان کنترل مثبت بورخولدریا سپاسیه و 

کمپلکس بورخولدریا سپاسیه  K) و گروه bp 429جنس بورخولدریا (

   .)1 (شکل را اثبات کرد

  بعد از مشاهده باندهاي جنس و : PFGEت آمده از ـدسهـج بـنتای

  

  

  

  

  

  

  

، 8( )،پلکان =PCR .)1، 9، 17دست آمده از الکتروفورز محصولات ه: نتایج ب1شکل 

= ATCC 25416،( )2 ،3 ،4 ،5 ،6(سوش استاندارد  کنترل مثبت =15، 7( کنترل منفی)، =16

  .)bp( 117(بورخولدریا سپاسیه  Kگروه  =429،( )10 ،11 ،12 ،13 ،14 )bp(جنس بورخولدریا 

  
مورفیسم در قطعات منظور شناسایی پلیبورخولدریا سپاسیه بهگونه 

جام ان PFGEژنومی، الکتروفورز ضربان متناوب  DNAمحدود شونده 

دست آمده در الکتروفورز و مقایسه و آنالیز هشد. با اطلاعات ب

هاي بیماران با سوش استاندارد ایجاد شده در نمونه PFGEباندهاي 

ATCC 25416  بورخولدریا سپاسیه با سایز مارکر باکتريSalmonella 

choleransuis  سروتایپBraenderup سویۀ H9812ها از ، همه تایپ

یکسان نشان دادند که موید انتشار آنان از یک منبع  خود یک الگوي

  .)2(شکل  باشدواحد می

  

  

 بود. %5فراوانی تعیین شده از سیستیک فیبروزیس در این مطالعه 

 بسـیاري  هايباشد. تفاوتاین فراوانی در گزارشات متفاوت متغیر می

 کشورهاي در سپاسیه ولدریابورخ مجموعه اعضاي عفونت فراوانی در

   دهــش زارشـگ ورـکش کـی فـمختل یـنواح در یــحت و فــمختل

  بحث

 
  

  هایافته

 
  

             1   2  3   4  5  6    7   8   9  10  11 12  13  14 15 16 17  
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  BCCهاي بیوشیمیایی انجام گرفته روي سوش استاندارد آزمون :2 جدول

S 2H اندل حرکت اکسیداز پیگمان آمیزي گرمرنگ يباکتر

in 
KIA 

TSI پلی  ان آزدي مانیتول مالتوز لاکتوز ارنیتین آرژنین لیزین سیترات

 میکسین

بورخولدر

یا سپاسیه 

  استاندارد

(ATCC25
416) 

  ضعیف قلیا/قلیا - - + + - باسیل گرم منفی 

- 

+ - + + + + -   

 مقاوم

سوش جدا 

 شده

  ضعیف قلیا/قلیا - - + + - باسیل گرم منفی

- 

+ - + + + + -   

 مقاوم

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 Salmonellaسایز مارکر، باکتري  =PFGE .)1 ،7دست آمده از ه: نتایج ب2 شکل

choleransuis) ،(2 ،3 ،4 ،5 ،6= هاي بورخولدریا سپاسیه)نمونه  

 هـاي سیسـتم  ضـعف  از ناشـی  شـاید  هـا تفـاوت  این 19و13و12و2.است

 اسـت،  مختلـف  کشورهاي در عفونت فراوانی در تفاوت یا تشخیصی

هـاي  ابی و روشانتخ ـ هـاي محـیط  از استفاده رواج با امروزه هرچند

 20و15و13.اسـت  یافته افرایش نیز هاباکتري این شناسایی دقت مولکولی،

 ضـد  عوامـل  بـه  سپاسـیه  بورخولـدریا  اکتسـابی  و ذاتـی  مقاومـت 

 بیـوتیکی آنتـی  درمان هیچ که است شده آن سبب قوي، سودوموناسی

 یـا  نادرسـت  شناسـایی  21.باشد نداشته وجود باکتري این براي موثري

 گـروه  بـه  توانـد می سپاسیه بورخولدریا عنوانبه اُرگانیسم یک ناکامل

 فراوانی هايپیشرفت وجود با .گردد منجر مبتلا بیماران نادرست بندي

 جهـان  سـطح  در بورخولـدریایی  هـاي عفونت گیريهمه زمینه در که

 باکتري این شمالی)، امریکاي و اروپا در ویژه (به است گرفته صورت

 سیسـتیک  بیمـاران  در را میـر  و مـرگ  از وانـی فرا مـوارد  هنـوز  هـا 

  14و9.شوندمی موجب فیبروزیس

 افتـراق  و شناسایی براي اندکی قابلیت از بیوشیمایی خصوصیات

 ایـن  نتـایج  و برخوردارنـد  سپاسـیه  بورخولـدریا  مجموعـه  اعضـاي 

 تواندنمی نیز تجاري تشخیص هايسیستم از استفاده با حتی ها،زمونآ

در این مطالعه با انتخـاب   15.کند شناسایی را هاباکتري این اطمینان، با

بـاکتري   پـنج محیط کشت و روش مولکولی مناسب و با دقت کامـل  

یکسـان   گونـه نمونـه از نظـر    پنجسپاسیه جدا شد که هر  بورخولدریا

رسد که متغیرهاي مورد استفاده در این مطالعه بـراي  نظر میبودند. به

انـدازي  ترین متغیرها در راهنی از اساسیسازي روش میدان ضربابهینه

باشند. بنابراین با رعایت نکات گفته شـده، ایـن   یک روش کارآمد می

1         2          3          4          5         6       7  
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روش مولکولی بیش از گذشته به محققین در مطالعات اپیدمیولوژي و 

با انجـام اسـتخراج    هاي مختلف کمک خواهد کرد.مقایسه بین سوش

DNA     باکتري با روش لیـز قلیـایی، جهـت تکثیـر DNA   بـاکتري، از

و  BCCپرایمرهـاي   و recA-PCR روش بیولوژي مولکـولی بـر پایـه   

BKF  روشPFGE ــالایی ــذیري ب ــان   تکرارپ ــر در زم ــا تغیی دارد و ب

پذیر هاي جدا شده امکانمتناوب، افزایش قدرت تمایز در طیف اندازه

  گردد. می

ــوده و کوچــک  ــن روش بســیار حســاس ب ــري در ای ــرین تغیی ت

 17و11.شـود گیري درست میپارامترهاي وابسته به آن باعث عدم نتیجه

بــا توجــه بــه ایــن مــوارد در مطالعــه حاضــر ســعی شــده اســت بــا  

تر این روش و برطرف کردن اشـکالات تکنیکـی   استانداردسازي بیش

هـاي  تـري بـراي مقایسـه سـوش    موجود در انجام آن به نتـایج دقیـق  

 ـ ت اپیـدمیولوژي دسـت یافـت.   مختلف در مطالعا کـارگیري روش  هب

PFGE هاي درگیر در بیماري یـک  به منظور تعیین هویت پالس تایپ

هـاي مـورد نیـاز بـراي شـیوع      ابزار قـوي بـه منظـور ارتقـا پـژوهش     

اگرچه ضروریسـت   18،باشدمی BCCهاي بیمارستانی ناشی از عفونت

کننـده کـه   محیطی آلـوده هاي بالینی با نتایج مطالعه بر روي منابع یافته

زمان باشد تا بتـوان نسـبت بـه منبـع     یابد همارگانیسم از آن انتشار می

ضروریسـت در هـر مطالعـه     بنـابراین انتشار قضاوت صحیح داشـت.  

رود نیـز  زمان از منابعی که احتمال انتشار ارگانیسم از آن میبعدي هم

  آزمایش صورت پذیرد.

اسایی شده در این مطالعـه از  این احتمال وجود دارد که عامل شن

پ مشـابه در طـول   ییک منبع منتشر شده باشد. وجود الگوي پالس تا

جا که بیماران در فواصل زمانی نآباشد. از مطالعه موید این فرضیه می

مطالعـه صـورت گرفتـه اسـت آلـوده      متفاوت در طول یک سالی که 

باشـد و  ح نمـی فرضیه انتقال ارگانیسم از انسان به انسان مطر ،اندشده

گیـري  ضروریست از منـابع محیطـی در مطالعـات بعـدي نیـز نمونـه      

 صورت پذیرد.

این مقاله نتیجه طـرح تحقیقـاتی مصـوب دانشـگاه      سپاسگزاري:

علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمـانی تهـران بـه شـماره قـرارداد      

 معاونـت پژوهشـی   از باشـد. بدینوسـیله  می 3/5/1390مورخ  11966

 کمال نمودند تقبل را طرح هايهزینه که تهران پزشکی معلو دانشگاه

پرسـنل بیمارسـتان    زحمـات  از بدینوسیله .داریم را قدردانی و تشکر

ــوي مســیح دانشــوري جهــت  ــه در همکــاري ری ــرداري و از نمون ب

 PFGEو  PCRجهـت انجـام آزمایشـات     آزمایشگاه مرجـع سـلامت  

  .شودمی تشکر و تقدیر
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Background: Complex of Burkholderia cepacia is one of the main and serious causes 

of infections in cystic fibrosis patients that can be highly transmissible. Small hospital 

outbreaks are frequent and are usually due to a single contaminated environmental 

source. The pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is widely used to identify the strain 

emission sources in cystic fibrosis patients. The aim of this research was to study 

genotyping of Burkholderia cepacia using PFGE method, and to evaluate diversity 

complex of clinical strains isolated from cystic fibrosis patients. 

Methods: This is a descriptive study, in which 100 pulmonary secretion specimens of 

cystic fibrosis patients admitted in Masih Daneshvari Hospital, Tehran Iran in period of 

12 months 2012 to 2013 were collected. The specimens were cultured on BCSA plate’s. 

After incubation suspected colonies were isolated and identified by biochemical and 

phenotypic method. All samples were checked by API system (API20NE) and by 

specific PCR method for genus Bulkhorderia and Bcc as well. DNA was extracted by 

alkaline lysis method and confirmed by PCR analysis of recA genes. Genetic diversity 

of isolate was performed by PFGE analysis according to Pulsenet guideline by using 

XbaI, SpeI as restriction enzyme which digests infrequently among the Burkholderia 

cepacia genome. 

Results: Out of 100 samples five were identified as Burkholderia cepacia. It is 

obviously different at variously reports. The electrophoresis data of PCR products and 

comparison of band in samples from patients with standard strain ATCC 25416 

Burkholderia cepacia and compare and analyse the PFGE size marker bands of 

Salmonella choleransuis serotype Braenderup H9812 strain, were the same. 
Conclusion: Application of PFGE and identification of pulse-type is a potential tool to 

enhance the investigation of apparent nosocomial outbreaks of B.cepacia. Similar type 

of pulse patterns was observed in this study means that all of infection has been from 

one source; therefore the hypothesis of transferring person to person will be rejected. 

Base on these results environmental sources sampling should be considered in future 

investigation. 

 

Keywords: burkholderia cepacia complex, cystic fibrosis, pulsed-field gel 
electrophoresis. 
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