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  چکیده 
اسـهال مـرتبط بـا    به عنوان عامل اصلی کولیت با غشـاي کـاذب،   ) Clostridium difficile(کلستریدیوم دیفیسیل : سابقه و هدف

هدف از ایـن پـژوهش تعیـین فراوانـی جدایـه هـاي توکسـین زاي        . نی شناخته شده استمصرف آنتی بیوتیک و عفونت هاي بیمارستا
  . در کودکان سرطانی تحت شیمی درمانی می باشد) تولید می کنند Bسویه هایی که تنها توکسین  +A-B (کلستریدیوم دیفیسیل

مـاه از بیمارسـتان    13تـا   2با میانگین سـنی  نمونه مدفوع، از کودکان تحت شیمی درمانی  105ماهه،  12در طی دوره اي : روش کار
، )تریـوز فسـفو ایزومـراز   ( tpiاز سـه ژن   Multiplex PCR. ، محک و مرکز طبی کودکان تهران جمع آوري شد)ع(هاي امام حسین

tcdA وtcdB  ) توکسین هايA  وB (با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی هر یک از ژن ها، صورت گرفت .  
مورد  13از بیماران سرطانی تحت شیمی درمانی یافت شد که از این میان، در %) 14/17﴿مورد  18دیوم دیفیسیل در کلستری :یافته ها

تولیـد کننـده هـر دو    (  +A+B% 76/30در موارد توکسین زا، باکتري در . ، کلستریدیوم دیفیسیل توکسین زا تشخیص داده شد%)72(
   .تشخیص داده شد) Aتولید کننده تنها توکسین ( -A+Bموارد % 7/7و ) Bکسین تولید کننده تنها تو(  +A-B%53/61، )توکسین

در  +A-Bنتایج بدست آمده در این مطالعه، نشان دهنده شیوع بالاي سویه هاي توکسـین زاي کلسـتریدیوم دیفیسـیل    : نتیجه گیري
فونت هـاي مـرتبط بـا کلسـتریدیوم دیفیسـیل را ایجـاد       با توجه با اینکه این سویه ها قادرند ع. گروه بیماران مورد مطالعه ما می باشد

 Multiplexنمایند، لذا به منظور پیشگیري از شیوع بالاي این باکتري، استفاده از روش هاي سریع تشخیصی و  قابل اطمینانی مانند
PCR شد، در غربالگري ابتدایی و تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل و توکسین هاي آن، بسیار حائز اهمیت می با.  

  Multiplex PCRشیمی درمانی،  ،+A-Bکلستریدیوم دیفیسیل، سویه هاي: واژگان کلیدي
  
  

  مقدمه
کلستریدیوم دیفیسیل، باکتري گرم مثبت، بی هوازي و اسپور داري است، 
که به عنوان عامل اصلی کولیت با غشاي کاذب و عفونت هاي بیمارستانی 

 Aاین باکتري، دو توکسین عوامل بیماري زاي ). 2و  1(شناخته شده است
می باشند که توسـط دو ژن  ) سیتوتوکسین( B و توکسین) انتروتوکسین(

اکثر سویه هاي بیماري زا، ). 3-6(کد می شوند tcdBو  tcdAبه نام هاي 
هر دو توکسین را تولید می کنند، اگر چه جدایه هایی نیز تشـخیص داده  

و قادر بـه ایجـاد بیمـاري    را تولید می کنند  Bشده اند که تنها توکسین 
هستند و قادر به  +A-Bبه عبارتی سویه هایی وجود دارند که ). 7(هستند

نمی باشند، با این حال فعالیت انتروتوکسینی را از خود  Aتولید توکسین 
بررسی ها نشان می دهند که میزان شیوع سـویه  ). 9و  8(نشان می دهند

عفونـت هـاي شـدید     و) 11و  7،10(در حال افـزایش اسـت   +A-Bهاي 

، +A-Bکلستریدیوم دیفیسیل ایجاد شده توسط ایزوله هاي توکسین زاي 
  ).13و  12، 7(در درصد بالایی از بیماران جدا شده است

تقریبــاً مشــابه ســویه هــاي  +A-Bســویه هــاي کلســتریدیوم دیفیســیل 
دامنه اي از علائـم را از کلنیزاسـیون بـدون     +A+Bکلستریدیوم دیفیسیل

درمان با آنتی بیوتیک ). 14(کولیت هاي سمی را باعث می شوند علامت تا
ها بخصوص آنتی بیوتیک هاي وسیع الطیف، شیمی درمانی، سن و غیره از 
جمله عوامل مهمی می باشند که روده را مستعد عفونت هاي شدید توسط 

به علاوه ثابت شده است که شـیمی درمـانی در   ). 1(این باکتري می کنند
ی نیـز شـرایط روده را بـراي تکثیـر و کلنـی سـازي توسـط        افراد سـرطان 

داروهاي آنتی نئوپلاستیک در ). 15(کلستریدیوم دیفیسیل آماده می سازد
شیمی درمانی، بـه عنـوان عوامـل مسـتقل ایجـاد کننـده عفونـت هـاي         
کلستریدیوم دیفیسیل تشخیص داده نشده اند، اما بررسی هـا نشـان مـی    

انی که مستلزم درمان با آنتی بیوتیک است، دهند که مراحلی از شیمی درم
  ). 16(می تواند بیماري هاي ناشی از این باکتري را تسریع کند
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تشخیص رایج پاتوژن هاي باکتریایی در آزمایشگاه هاي تشخیصی، براساس 
روش هاي مبتنی بر کشت، آزمون هاي بیوشیمیایی و ایمونولوژیکی مـی  
باشد که اغلب این روشها، وقت گیر بوده و از طرفی قادر به تشخیص هـم  

ش رو. زمان چندین فاکتور موثر در بیماري زایی باکتري هـا نمـی باشـند   
هاي مولکولی روش هـایی حسـاس و دقیـق در تشـخیص پـاتوژن هـاي       

، یکــی از روش هــاي ســریع Multiplex PCR. میکروبـی مــی باشــند 
مولکولی می باشد که قادر است چندین ژن را به طـور همزمـان در انـواع    

باتوجه به اینکه میـزان شـیوع سـویه هـاي     ). 17(پاتوژن ها تشخیص دهد
در حال افزایش اسـت و ایـن    +A-Bفیسیل توکسین زاي کلستریدیوم دی

سویه ها قادرند عفونت هاي مرتبط با کلستریدیوم دیفیسیل را ایجاد کنند 
و همچنین با توجه به اثراتی که شیمی درمـانی بـر روي سیسـتم ایمنـی     
بیماران سرطانی اعمال می کنند و آنها را نسبت به انـواع عفونـت هـا، بـه     

حساس می سازند، این بیمـاران مـی   خصوص عفونت هاي کلستریدیومی 
توانند منبع بالقوه اي از این سویه ها باشند و به نظر مـی رسـد کـه روش    
تشخیصی سریع به منظور شناسایی و تشخیص ایـن بـاکتري در بیمـاران    
حساس، به منظور پیش گیري از ظهور علائم بیمـاري هـاي ایجـاد شـده     

ــد  ــروري باش ــا اسـ ـ   .)18و  14(ض ــر، ب ــه حاض روش  تفاده ازدر مطالع
Multiplex PCR بخش هایی از ژن هاي توکسین ،A  توکسـین ،B  و

را بوسیله ي پرایمر هاي ) ژن تائید کننده کلستریدیوم دیفیسیل( tpiژن 
اختصاصی آنها تکثیر کرده تا بدینوسیله سویه هاي کلستریدیوم دیفیسیل 

A-B+  از سویه هايA+B+  وA-B-     تشخیص داده و میـزان شـیوع ایـن
  .سویه ها در بین کودکان سرطانی تحت شیمی درمانی، بررسی گردد

  
  روش کار

نمونه مدفوع کودکان سرطانی تحت شیمی درمانی با  105در این مطالعه، 
، محـک و  )ع(ماه از بیمارستان هاي امـام حسـین   13تا  2میانگین سنی 

نمونه گیري بوسیله ي سـواب  . مرکز طبی کودکان تهران جمع آوري شد
یل انجام گرفت و سواب ها درون لوله هاي استریل قرار داده شد و تا استر

  .درجه ي سانتی گراد نگهداري شدند 4انتقال به آزمایشگاه، در دماي 
سی سی  1- 2براي آماده سازي نمونه ها، سواب ها ي آغشته به نمونه، در 

 TE 1X ﴿10mM Tris- Hcl, 1 mM سرم فیزیولوژیـک یـا محلـول   
EDTA. PH 8( چند بار ورتکس انجام شد تا نمونه هـا از  . قرار داده شد

بعد از خارج کردن سواب ها از لوله، محتـوي آن بـه   . سواب ها جدا شدند
بـه منظـور جداسـازي اجسـام     . لوله هاي اپندرف استریل انتقال داده شـد 

، rpm 1500 -1000دقیقه و با سرعت 3الی  2درشت نمونه ها، به مدت 
مایع رویی به لوله ي اپندرف جدید انتقال داده شد و . دسانتریفوژ انجام ش

 400حـدود  . دقیقـه سـانتریفوژ شـد    3، به مدت rpm  15000با سرعت
میکرولیتر از مایع رویی دور ریخته شد و مابقی پس از مخلوط کردن، براي 

  .درجه ي سانتی گراد نگهداري شد  -20مطالعه ي بیشتر در دماي 
ــراي اســتخراج  یه ي اســتاندارد کلســتریدیوم دیفیســیل از ســو DNAب

(ATCC 308637) بـاکتري بـر   . به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید
 72درجه ي سانتی گراد بـه مـدت    37روي محیط بروسلا آگار در دماي 

کلنی هاي باکتري، توسط بافر . ساعت و در شرایط بی هوازي انکوبه گردید
TE 1X از مخلوط بدست آمده  از روي محیط کشت شستشو داده شد و

با استفاده از کیـت اسـتخراج   . جهت استخراج ژنوم باکتري استفاده گردید
DNA )Roche, Germany ( کیـت،  گفته شده در و طبق دستورالعمل

از سویه ي استاندارد و نمونه هاي کلینیکی گرفته شده،  DNAاستخراج 
شـده،  در نمونـه هـاي گرفتـه     DNAبه منظور تائیـد حضـور   . انجام شد

 DNAانجام گرفت که بـراي ایـن منظـور، از     Internal Controlتست
، واکنش 23S rDNAهاي استخراج شده با استفاده از پرایمر یونیورسال 

نمونه ها  PCRنتایج حاصل از . ، صورت گرفت)PCR(زنجیره اي پلیمراز 
 باکتریایی مثبـت و فاقـد هـر نـوع مهارکننـده       DNAاز نظر دارا بودن 

PCRبود.  
و   tcdA،)تریوز فسـفو ایزومـراز  ( tpiبه منظور تشخیص حضور ژن هاي 

tcdB ) ــاي ــتفاده  Multiplex PCRاز روش ) Bو  Aتوکســین ه اس
توالی پرایمر ها به همراه غلظت هاي استفاده شده از هر یـک، در  . گردید

هاي مذکور مطابق شرایط معمولی ن ژ از PCR .آورده شده است 1جدول 
در نهایت به منظور بررسی ). 2جدول (ر شده صورت پذیرفت و با مقادیر ذک

و رنـگ  % 2، از الکتروفورز بـا اسـتفاده از ژل آگـارز    PCRنتایج حاصل از 
برنامـه دمـایی دسـتگاه    . آمیزي توسط اتیـدیوم برمایـد اسـتفاده گردیـد    

نمایش داده شده ) 3جدول (ترموسیکلر براي تکثیر ژن هاي مورد نظر، در 
بررسی بهتر توالی محصول واکنش زنجیره اي پلیمـراز، از   به منظور .است

کیت استخراج ژل ساخت شرکت فرمنتاس لیتوانی و طبـق دسـتورالعمل   
کیت، جداسازي ژن از ژل صورت گرفت و محصـول بدسـت   گفته شده در 

  .آمده تعیین توالی شد
  

  )19(پرایمرهاي مورد استفاده براي ژن هاي مورد مطالعه: 1جدول 
توالی 

 فهد

 )3′به  5′﴿ توالی پرایمر ها
 

اندازه 
  محصول

جفت (
  )باز

tcdA F:AGATTCCTATATTTACATGACAATAT  
R:GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT  

 

     380 

tcdB F:GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 
R:ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT  

 

      163     

tpi F:AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA 
R:CATAATATTGGGTCTATTCCTA 

     215 

  
  
  

  Multiplex PCRمقادیر مورد نیاز جهت انجام واکنش : 2جدول 
  ترکیبات  مقادیر

17.5 µl DreamTaq™ PCR Master Mix (2X) 
1.25 µl F:tcdA (20 p.mol)  
1.25 µl  R: tcdA (20 p.mol)  
1.25 µl  F: tcdB (20 p.mol)  
1.25 µl  R: tcdB (20 p.mol)  
0.75 µl F: tpi (20 p.mol)  
 0.75 µl  R: tpi (20 p.mol) 

11 µl DNA  
35 µl Total Volum 
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ژن هاي یی دستگاه ترموسایکلر براي تکثیر برنامه ي دما: 3جدول 

tpi ،tcdA  وtcdB  
تعداد 
  چرخه

  چرخه  نام مرحله  دما  زمان

واسرشت   C◦95  دقیقه 5  بار 1
 اولیه

  اول

  
  

  بار 35

واسرشت   C◦95  ثانیه 40
  شدن

 
 دوم
 گسترش   C◦72  ثانیه 30  

 گسترش   C◦72  ثانیه 30
گسترش   C◦72  دقیقه 5  بار 1

  نهایی
  سوم

  
  افته ها ی

کودك سـرطانی تحـت شـیمی     105در این تحقیق، نمونه هاي مدفوع از 
کلستریدیوم دیفیسـیل، در  . درمانی جمع آوري و مورد بررسی قرار گرفت

 13ماهه تـا   2در کودکان سرطانی که در سنین بین %) 14/17(مورد  18
  . ساله بودند، تشخیص داده شد

مورد، باکتري به صورت  5ثبت، در کلستریدیوم دیفیسیل م از میان بیماران
 B و Aنفـر، هـر دو توکسـین     4(مـورد توکسـین زا    13غیر توکسـین زا ،  

)B+A+( ،1  نفر تنها توکسینA  (A+B-)نفر تنها توکسین  8 وB )B+A- (
تصویر باند هاي تشخیص داده شده از  .تشخیص داده شد) را تولید می کردند

مـورد سـویه    8از . داده شـده اسـت  ، نشـان  1سه ژن مورد مطالعه در شکل 
مورد در بیمارستان امام حسین و یک مورد  B+A- ،7کلستریدیوم دیفیسیل 

تعداد نمونه هاي جمع آوري  4در جدول . در بیمارستان محک جداسازي شد
شده از بیمارستان ها و تعداد سویه هاي کلستریدیوم دیفیسیل جدا شده از 

  .بیماران آورده شده است
  

  
  

در نمونه  tcdBوtpi ، tcdAهاي  از ژن Multiplex PCR: 1شکل
  هاي مورد بررسی

کلستریدیوم ( tpiژن : 2چاهک . )کنترل مثبت(سویه استاندارد : 1چاهک 
چاهک ). -B+A( tpiو  tcdBژن هاي : 3چاهک ). دیفیسیل غیر توکسین زا

جفت بازي  100مارکر :  5چاهک ). +tpi )B+Aو  tcdBژن هاي : 4
  ).-A+B( tpiو  tcdAژن هاي : 6چاهک ). ازفرمنت(

تعداد نمونه هاي جمع آوري شده از بیمارستان ها و تعداد : 4جدول 
  سویه هاي کلستریدیوم دیفیسیل جدا شده از بیماران 

A-B-A+B-  A-B+A+B+   کلستریدیوم
دیفیسیل 

  مثبت

تعداد نمونه 
  ها

بیمارستان 
  ها

  1بیمارستان   28  5  1  0  0  4

  2بیمارستان    48      9     1  7  1  0

  3بیمارستان   29  4  2  1  0  1

  جمع  105  18  4  8  1  5

  
 بحث

کلستریدیوم دیفیسیل، باکتري بی هوازي، گرم مثبت و اسپور داري است، 
از نمونـه هـاي مـدفوع اطفـال جداسـازي       1935که اولین بـار، در سـال   

دلیـل   بعد از شناسایی این باکتري به عنوان یـک پـاتوژن و بـه   ). 20(شد
اهمیت تشخیص کلینیکی آن، روش هاي متعددي بـراي تشـخیص ایـن    

ــت  ــرار گرف ــاکتري و توکســین هــاي آن مــورد اســتفاده ق و  George. ب
، براي جداسازي این بـاکتري از نمونـه مـدفوع،    1979همکارانش در سال 

 CCFA (Cycloserine Cefoxitinمحـیط کشـت انتخـابی بـه نـام      
Froctose Agar) ــدپیشــنهاد داد ــک روش  ). 21(ن ــا اینکــه کشــت ی ب

استاندارد طلایی براي تشخیص عوامل میکروبی می باشد، اما در این روش، 
امکان جداسازي سویه هاي توکسین زا از غیرتوکسین زا وجـود نداشـته و   

   .)22(روش هایی طولانی و وقت گیر تلقی می گردند
Persson  5بـا روش   2008و همکارانش در سالplexPCR ي ، ژن هـا

کلستریدیوم  tcdA ,tcdB, cdtA, cdtB, 16S rDNAتوکسین زاي 
دیفیسیل را به طور هم زمان مورد مطالعه قرار دادند و توانستند با طراحی 

مـورد   135جدایه کلستریدیوم دیفیسیل،  159پرایمرهاي اختصاصی، از 
همچنـین  ). 23(مورد غیر توکسـین زا تشـخیص دهنـد    24توکسین زا و 

Burgner کارانش در طی مطالعـه اي کـه بـر روي ایـن بـاکتري و      و هم
کلونیزاسیون آن بر کودکان سرطانی داشتند، گزارش دادندکه، کلستریدیوم 
دیفیسیل در کودکان سرطانی، به نظر نمی رسد توکسین زا باشد و ممکن 

  ). 24(است بخشی از فلور نرمال این کودکان قلمداد شود
و ژن هــاي  tpi، ژن 3plexPCRش در ایـن پـژوهش، بــا اسـتفاده از رو   

، از کلستریدیوم دیفیسیل، مورد بررسی قـرار گرفـت و   Bو  Aتوکسینی 
موردي کـه در آنهـا    18نتایج بدست آمده در این مطالعه نشان داد که از 

مـورد   5مورد توکسین زا و  13کلستریدیوم دیفیسیل تشخیص داده شد، 
د که اکثر سـویه هـایی کـه    همچنین نتایج نشان دا. غیر توکسین زا بودند

بـا ایـن   . توانایی ایجاد عفونت را دارند، هر دو توکسین را تولید می کننـد 
وجود در دهه اخیر، سویه هایی شناسایی شده اند که توانایی ایجاد کلنی و 

میـزان  ). A-B+)(7(را تولید می کننـد   Bعفونت را دارند و تنها توکسین 
هسـتند در جهـان متغیـر     -TcdAجداسازي و شناسایی جدایه هایی که 

در مطالعـات  % 56تا % 2/0از  -B+A دامنه ي شیوع سویه هاي). 25(است
و  Alfa). 27و  26(مختلف در آمریکا، اروپا و آسـیا گـزارش شـده اسـت    

توانستند بـا اسـتفاده از    اولین گروهی بودند که 1998همکارانش در سال 
PCR    بـه عنــوان یــک روش مولکـولی، ســویه هــايA-B+  را تشــخیص
و همکـارانش در مطالعـه اي کـه در سـال      Kuijperدر ادامه ). 12(دهند

سـویه  % 13انجام دادند، توانستند در بین نمونه هاي مورد مطالعه،  1998
  ). 28(را جدا سازي نمایند +A-Bهاي کلستریدیوم دیفیسیل 
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در کشور ژاپن انجام گرفت، شیوع این نوع  1998در مطالعه اي که در سال 

 همچنین ). 2(گزارش شد% 12سویه ها در بزرگسالان بدون علامت، 
Brazier و  )29(1999و همکارانش در سالKato  و همکارانش در سال

. مورد مطالعه قرار دادند کلستریدیوم دیفیسیل رامیزان شیوع  )30(2001
نتایج بدست آمده توسط این دو گروه نشان داد که در میان بیماران تحت 

از . می باشند -B+Aسویه ها به صورت درصد  6و  3بررسی، به ترتیب، 
را نشان می  -B+Aع سویه هاي جمله بررسی هایی که بالاترین میزان شیو

) 31(2002و همکارانش در سال  Samraدهد، مطالعه اي است که توسط 
این دو گروه . انجام دادند) 32(2003و گروهش در سال  Komatsuو 

در میان بیماران تحت بررسی را، به ترتیب  -B+Aمیزان شیوع سویه هاي 
ه اي که توسط همچنین در مطالع. درصد گزارش کردند 39و  56حدود 

Van den Berg  سال بر روي  4، به مدت 2004و همکارانش در سال
بیماران بستري شده در بیمارستان هاي آرژانتین انجام گرفت، نتایج این 

و % B+A- ،5/12میزان شیوع سویه هاي  2000گروه نشان داد که در سال 
اضر، در مطالعه ح. )33(رسیده است% 9/97این میزان به  2003در سال 

از نمونه هایی که کلستریدیوم دیفیسیل در آنها تشخیص داده % 53/61
بودند که حاکی از شیوع بالاي این سویه ها در میان بیماران  +A-Bشد، 

با توجه به نقش این سویه ها در ایجاد . تحت بررسی در این مطالعه دارد
اثرات عفونت هاي مرتبط با کلستریدیوم دیفیسیل و همچنین با توجه به 

جانبی شیمی درمانی که باعث نقص و ضعیف شدن سیستم ایمنی بیماران 
سرطانی می شوند و این افراد نسبت به انواع عفونت ها، به خصوص عفونت 
هاي کلستریدیومی حساس می باشند، بنابراین بیماران مذکور می توانند 

   .منبع بالقوه اي از سویه هاي کلستریدیوم دیفیسیل باشند
  

  گیري نتیجه
بر اساس اطلاعات به دست آمده، میزان شیوع سویه هاي توکسین زاي 

در این بررسی بیشتر . در حال افزایش است +A-Bکلستریدیوم دیفیسیل 
تولید می کردند، از میان نمونه هاي بیمارستانی  Bسویه هایی که توکسین 

. اپیدمی اسهال در بخش انکلوژي آن بیمارستان رخ داده بودبودند که 
می توان نتیجه گرفت که این میزان شیوع، تحت تاثیر این اپیدمی بنابراین 

در ضمن به نظر می رسد که روش تشخیصی سریع به منظور . باشد
شناسایی و تشخیص این باکتري در بیماران حساس، به منظور پیشگیري 

، روشی سریع Multiplex PCRاز ظهور علائم آن ضروري باشد و روش 
غربالگري ابتدایی و تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل و  و مفید براي

در نهایت پیشنهاد می شود که بررسی هاي . توکسین هاي آن است
بیشتري به منظور تشخیص حضور و میزان شیوع ژن هاي توکسین زاي 
این باکتري، در کودکان سرطانی که وارد فاز کولیت با غشاي کاذب شده 

  .ن آنتی بیوتیک هستند صورت گیرداند، مخصوصاً آنهایی که تحت درما
  

  تشکر و قدردانی
بدین وسیله از مسئولین بخش بیولوژي مولکولی انستیتو پاستور ایران به 

از . به عمل می آید خاطر تامین کلیه امکانات این تحقیق، تشکر و قدردانی
مسئولین بخش هاي انکولوژي بیمارستان هاي محک، امام حسین، مرکز 

ر تهیه ي نمونه هاي کلینیکی در این تحقیق همکاري طبی کودکان که د
دانشگاه (همچنین از جناب دکتر صادقی فر . داشتند، نیز تشکر می گردد

که در تهیه سویه استاندارد کلستریدیوم دیفیسیل با ) علوم پزشکی ایلام
 .این گروه همکاري داشتند نیز تشکر و قدر دانی می گردد
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