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 چکیده 
ژن شوند. های کلیه را شامل میهای جدا شده از سنگبیشترین باکتری های اشریشیا کلی و پروتئوس میرابیلیس،سویه سابقه و هدف:
16S rRNA  و ژنrecA  قرار می گیرد. هدف از این مطالعه، ایزوله و برای نشان دادن روابط تکاملی بین باکتری ها مورد استفاده

به روش نژاد مراجعه کننده به بیمارستان لبافیاز سنگ های شاخ گوزنی کلیه بیماران  شناسایی پروتئوس میرابیلیس و اشریشیا کلی
 است. در بین هر دو باکتری بوده rec Aو  16S rRNAو تعیین میزان تشابه توالی نوکلئوتیدی ژن های  بیوشیمیایی

نژاد دارای سنگ شاخ گوزنی کلیه نمونه های سنگ جمع بیمار مراجعه کننده به بخش جراحی کلیه بیمارستان لبافی 798: از کار روش
های رشد کرده آوری و قسمتی از آن جهت آنالیز جنس سنگ و قسمت دیگر جهت شناسایی باکتری ها بررسی شد. شناسایی باکتری

انجام گرفت و مقاومت آنتی بیوتیکی آنها بررسی شد. جهت بررسی ارتباط ژنتیکی  PCRی، بیوشیمیایی و های فنوتیپبر اساس تست
توالی یابی شد و درخت فیلوژنتیک توسط  recAو  16S rRNAهای های اشریشیا کلی و پروتئوس میرابیلیس شناسایی شده، ژنسویه

 برای آنها ترسیم شد. MEGA 4نرم افزار 
های سنگ از نظر کشت میکروبی مثبت بودند. بیشترین موارد نمونه %22زن بودند و  %1/41مرد و  %3/13بیمار،  798یان : از میافته ها

 %4/74استافیلوکوکوس اورئوس،  %1/73پروتئوس میرابیلیس،  %4/70اشریشیا کلی،  %0/44های باکتریایی شناسایی شده شامل گونه
در  16S rRNAستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس بودند. میزان تشابه توالی نوکلئوتیدی ژن ا %4/74استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس، 

برای  recAرا نشان داد. میزان تشابه توالی نوکلئوتیدی ژن  %41های پروتئوس میرابیلیس، و در سویه %41های اشریشیا کلی، سویه
رکیب سنگ که کشت باکتریایی مثبت داشتند، از جنس کلسیم داشتند. بیشترین ت %40های هر دو باکتری در تمام ژن ها تشابه سویه

 ( بود.%9/91اگزالات )
های اشریشیا کلی جهت بررسی ارتباط ژنتیکی سویه 16S rRNAنسبت به ژن  recA: نتایج این بررسی نشان داد که ژن نتیجه گیری

از ژن  16S rRNAت. و بهتر است به جای ژن و پروتئوس میرابیلیس در نمونه های سنگ کلیه مختصری مناسب تر و دقیق تر اس
recA .استفاده شود. که البته این امر به اطلاعات بیشتری نیاز دارد 

 ، سنگ کلیه، باکتری اشریشیا کلی، پروتئوس میرابیلیس16S rRNA، ژن recAواژگان کلیدی: ژن 
 

 مقدمه

 

عفونت دستگاه ادراری، یکی از شایعترین عفونت های 

در تمام گروههای سنی میباشد و ممکن است با باکتریایی 

علائم مختلفی، از باکتریوری بدون علامت، تا عفونت با اختلال 

عملکرد چندین عضو ادراری، بروز کند. عفونت ممکن است در 

قسمت های مختلف دستگاه ادراری، مثل: کلیه )آبسه کلیه و 

ات(، التهاب مثانه(، پروستات )التهاب پروستات و آبسه پروست

 (. 7مجاری ادرار )اورتریت( ظاهر شود)

سنگ شاخ گوزنی کلیه، تهدیدی بزرگ برای سلامت انسان به 

 اسنگ هعلت عفونت راجعه دستگاه ادراری می باشد، این 

  بخش اعظم سیستم جمع کننده مجاری ادراری را پر می کنند
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کالیس را درگیر می  حداقل یک و غالبا لگنچه، اینفاندیبول و

اثرات زیان بار این نوع سنگها، منشأ نگرانی حتی بعد از  .کنند

تند. اکثر سنگهای شاخ گوزنی، سنگهای ناشی عمل جراحی هس

( و یا sturviteاز عفونت بوده که جنس آنها استروویت )

 (. 3،4( می باشند)apatiteآپاتیت )

پروتئوس میرابیلیس از خانواده انتروباکتریاسه )باکتری روده  

ای( و یکی از مهمترین پاتوژن های مرتبط با عفونت ادراری 

لونفریت حاد، عفونت مثانه، سنگ های دارای عارضه مانند پی

کلیه و باکتریمی و همچنین در بیماران مبتلا به ناهنجاری 

های آناتومی، دارای نقص سیستم ایمنی و استفاده طولانی 

 (.2مدت از کاتتر می باشد)

اشریشیا کلی نیز شایع ترین باکتری های جدا شده از سنگ  

ری سنگهای شاخ می باشد. پتانسیل اشریشیا کلی در شکل گی

گوزنی و نقش آن در توسعه عفونت بعد از جراحی، به ویژه در 

بیماران مبتلا به سنگهای حاوی فسفات، اثبات شده است. 

 اشریشیا کلی همزمان با سایر باکتریها به عنوان عامل 

UTI عفونت مجرای ادراری( در سنگ شاخ گوزنی گزارش(

مل عفونت ادراری (. اشریشیا کلی،  شایع ترین عا9شده است)

 (. 1را شامل می شود) UTI درصد از عفونت های 08است و 

چون عفونت ادراری به احتمال زیاد میتواند موجب ایجاد 

سنگهای ادراری عفونی شود، بنابراین با شناخت نوع باکتریهای 

موجود در سنگ و با آزمایشهای مکرر ادرار و انتخاب آنتی 

بتوان از تشکیل سنگهای کلیه بیوتیک مناسب احتمال دارد که 

پیشگیری نمود. هدف اصلی این مطالعه، تعیین میزان تشابه 

سویه های  rec Aو  16S rRNAتوالی نوکلئوتیدی ژن های 

اشریشیا کلی و پروتئوس میرابیلیس به دست آمده از سنگ 

 .می باشد های شاخ گوزنی کلیه

 

 روش کار 

شاخ گوزنی که به بیمار دارای سنگ  798های سنگ از نمونه

بخش جراحی بیمارستان لبافی نژاد مراجعه کرده بودند جمع 

 PCNLهای شاخ گوزنی با روش جراحی آوری شد. سنگ

Percutaneous Nephrolithotomy) (  که توسط پزشک

از کلیه بیماران خارج شدند، به  متخصص اورولوژی

 های حاوی سرم فیزیولوژی استریل منتقل شدند.میکروتیوپ

های سنگ ابتدا توسط سرم فیزیولوژی شستشو داده نمونه

شدند و سپس در داخل هاون استریل ریخته و کاملاً خرد و له 

شدند. پودر سنگ بدست آمده به دو بخش تقسیم شد. یک 

 بخش آن جهت آنالیز ترکیبات سنگ در ظرف استریل 

 

براث کشت  BHIمیلی لیتر  9نگهداری و بخش دیگر آن در 

براث بر روی  BHIساعت، از محیط  42. بعد از داده شد

آگار کشت داده شد.  BHIهای بلادآگار، مک کانکی و محیط

ساعت، جواب کشت منفی  42براثی که بعد از  BHIهای نمونه

 14هایی که بعد از ساعت نگهداری و برای نمونه 14داشتند تا 

پودر ساعت همچنان از نظر رشد منفی بودند، دوباره مقداری از 

سنگ مرتبط به آنها را در مقداری سرم فیزیولوژی استریل حل 

کشت داده شد و از نظر  BACTECنموده و در یک ویال 

رشد بررسی شدند. باکتری ها به دنبال رنگ آمیزی گرم، کشت 

آگار و  BHIبر روی محیط های بلاد آگار، مک کانکی و 

آنالیز برای مشاهده مثبت بودن تست های افتراقی، تائید شدند. 

 .از کیت شرکت صبا استفاده شدجنس سنگ ها 

بیوتیک ها، طبق روش جهت تعیین حساسیت نسبت به آنتی

. ابتدا از (1)انجام شد CLSIانتشار از دیسک و استاندارد 

ساعته بر روی محیط  42های باکتریایی، کشت تازه ایزوله

BHI های رشد کرده در سرم آگار تهیه شد و سپس از کلنی

 CFU/ml 108 × 1.5)فیزیولوژی، غلظت نیم مک فارلند )

تهیه گردید و توسط سوآب استریل، از آن بر روی محیط مولر 

بیوتیکی آنتی هایهینتون آگار، کشت داده شد و سپس دیسک

ساعت در  42بر روی سطح پلیت قرار داده شد و پلیت به مدت 

نگهداری و قطر هاله عدم رشد توسط خط کش  C31°دمای 

 اندازه گرفته شد.

 Extraction DNAجهت استخراج ژنوم باکتریایی از کیت 

MBST  استفاده شد. واکنشPCR  49در حجم نهایی 

 PCR ،7میکرولیتر بافر  9/4میکرولیتر آب،  70میکرولیتر )

 Forward ،7میکرولیتر پرایمر  dNTP ،7میکرولیتر 

ژنوم و در  DNAمیکرولیتر از  Reverse ،7میکرولیتر پرایمر 

( انجام Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنزیم  9/8انتها 

دقیقه برای  4به مدت  DNAشد. واکنش دناتوراسیون اولیه 

، دناتوراسیون C049مای ( در د16S rRNAو  recAهر دو )

( 16S rRNAو  (recAثانیه برای هر دو  38ثانویه به مدت 

هدف  DNA، الحاق پرایمر ها به C042با قرار دادن در دمای 

به  16S rRNAبرای  C090و  recAبرای  C091در دماهای 

 C014ثانیه برای هر دو و توسعه پرایمرها در دمای  38مدت 

دقیقه و  1تکرار و سرانجام در  چرخه 38دقیقه در  7به مدت 

 برای هر دو واکنش صورت گرفت. C014دمای 
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 یافته ها

مراجعه مبتلا به سنگ شاخ گوزنی کلیه بیمار  798میان از 

 %3/13لبافی نژاد،  کننده به بخش جراحی کلیه بیمارستان

بیماران دارای  37%3و  زن بودند انبیمار %1/41مرد و  انبیمار

و  کارمند %1/78دار، خانه %1/48 کارگر، %1/41 های آزاد،شغل

   .بودند کشاورز 1/78%

 %4/70اشریشیا کلی،  %0/44باکتری های بدست آمده شامل 

 %4/74استافیلوکوکوس اورئوس،  %1/73پروتئوس میرابیلیس، 

 استافیلوکوکوس  %4/74استافیلوکوکوس ساپروفیتیکوس، 

 

 انتروباکترکلواکه، %1 میکروکوکوس لوتئوس، %1 اپیدرمیدیس،

 آئروژینوزا سودوموناس %9/2و  استرپتوکوکوس آگالاکتیه 9/2%

 %48)  بیشترین مقاومتدارای  ،های اشریشیا کلیسویهبودند. 

 های پروتئوسسویه، زوکسیمبیوتیک سفتینسبت به آنتی (

 بیوتیکنسبت به آنتی ( %99) میرابیلیس بیشترین مقاومت

 .بودند سفتریاکسون

بودند. مثبت  کشت از نظرسنگ های مورد مطالعه  22%

( %9179مربوط به کلسیم اگزالات )بیشترین ترکیب سنگ 

 (. 7)جدول بود
 

 آنالیز ترکیب سنگ های شاخ گوزنی -7جدول 

 

 

 هادر کل سنگ آنالیز ترکیبات سنگ

 تعداد )%(

 سنگ 798

 های با کشت مثبتسنگ

 تعداد )%(

 سنگ 11

 های با کشت منفیسنگ

 تعداد )%(

 سنگ 02

 (%2/79) 73 (%9/91) 30 (%3/93) 08 کلسیم اگزالات

 (%3/72)74 (%7/74) 0 (%3/79) 43 اسید اوریک

 (%74) 71 (%4/70) 74 (%3/73) 48 فسفات کلسیم

 (%9/79) 73 (%1/1) 9 (%78) 79 کلسیم اگزالات، فسفات

 (%3/72) 74 (%3) 4 (%1/2) 1 کلسیم اگزالات، اسید اوریک

کلسیم اگزالات، منیزیوم فسفات آمونیوم، 

 تریپل فسفات

9 (3/3%) 7(9/7%) 47 (49%) 

 

 

 

برای آنالیز  MEGA4براساس نتایج بدست آمده از نرم افزار 

-و ترسیم درخت فیلوژنتیک، سویه 16S rRNAهای ژن توالی

(. 7به دو شاخه یا گروه تقسیم شدند )شکل  اشریشیا کلیهای 

، 1، 9، 1، 7های شماره ، شامل سویهاشریشیا کلی هشت سویه

، 74سویه، شامل  1روه قرار داشتند و در یک گ 0و  3، 2، 4

-در گروه دیگر قرار داشتند و سویه 77و  78، 79، 4، 72، 73

 های در آنالیز توالی پروتئوس میرابیلیسهای 

 

 

 

 

 

 

 

سویه،  1و رسم درخت فیلوژنتیک تنها  16S rRNA ژن 

تشکیل یک گروه  78و  1، 4، 4، 74، 3های شماره شامل سویه

(. شش سویه  4نتیکی با هم داشتند)شکل دادند و تشابه ژ

هر یک به تنهایی در یک شاخه  پروتئوس میرابیلیسدیگر 

تشابه ژنتیکی بین  %41درخت فیلوژنتیک قرار گرفتند و 

 ها وجود داشت.سویه
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 .اشریشیا کلیهای سویه 16S RRNAدرخت فیلوژنتیک ژن  - 7شکل 

 

 

 

 

 

 .پروتئوس میرابیلیسهای سویه 16S RRNAدرخت فیلوژنتیک ژن  -4شکل 
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و ترسیم درخت فیلوژنتیک،  recAهای ژن در آنالیز توالی

ه تقسیم شدند به سه شاخه یا گرو اشریشیا کلیهای سویه

ها تشابه های موجود در هر یک از گروه(. سویه 3)شکل 

، شامل اشریشیا کلی ژنتیکی بالا را نشان دادند. شش سویه

 2در یک گروه و  0،  4، 73، 78، 1، 72های شماره سویه

سویه، شامل  9در گروه بعدی و  2، 4، 7، 3، شامل سویه

تند. و با ترسیم درخت در گروه دیگر قرار داش77، 9، 1، 74،79

های مشخص شد که سویه recAفیلوژنتیک برای ژن 

دهند. گروه اول گروه را تشکیل می 3 پروتئوس میرابیلیس

بود. گروه دوم شامل  7و  4، 3، 2، 9، 1، 77، 0سویه:  0شامل 

بود و گروه سوم تنها شامل سویه شماره  74و  4، 1های سویه

های هر دو باکتری بین سویه(. تشابه ژنتیکی 2بود)شکل  78

 بود. 40%

 

 

 

 

 

 

 اشریشیا کلیهای سویه recAدرخت فیلوژنتیک ژن  -3شکل 
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 های پروتئوس میرابیلیس.سویه recAدرخت فیلوژنتیک ژن  -2شکل 

 

 بحث 

کی در باکتری های جدا شده از بیماران یبیوتمقاومت آنتی

بیشتر دیده ، سنگ ساز کلیه که دارای عفونت ادراری هستند

گرفته از بیشترین نوع سنگ های ادراری نشات و  شودمی

که شامل:  استروویت بوده سنگ های عفونت های ادراری،

آنچه که باعث تمایز  .(0)باشندمنیزیم، آمونیوم، فسفات می

مطالعه حاضر از مطالعات سایر محققان شده است، مقایسه 

های و به دنبال آن آنالیز توالی 16S rRNAو  recAوجود ژن 

های این دو ژن به منظور نشان دادن ارتباط ژنتیکی سویه

بوده است. در مطالعه  پروتئوس میرابیلیسو  اشریشیا کلی

پروتئوس در مورد   recAن اخیر، درخت فیلوژنتیک برای ژ
ترسیم شد و نتایج نشان داد که  اشریشیا کلیو  میرابیلیس

ها تغییرات مختصری داشته )تمام توالی این ژن در بین سویه

داشتند(. میزان تشابه توالی نوکلئوتیدی ژن  %40ژن ها تشابه 

16S rRNA و در مورد  %41اشریشیاکلی های در مورد سویه

 را نشان داد. %41تشابه  میرابیلیس پروتئوسهای سویه

در کشور  4884در سال  Gutackerدر مطالعه ای که توسط 

 ژن سویس انجام شد، آنها نشان دادند که آنالیز و سکانس

recA  های روش فیلوژنتیک مناسبی برای بررسی ارتباط سویه

نتایج آنها با مطالعه باکتریایی بدست آمده از بیماران است، که 

 (.4داشت)همخوانی  حاضر

Mushtaq  در انگلیس  4877و همکارانش در سال در سال

جهت شناسایی و بررسی ارتباط   recAگزارش نمودند که ژن 

های بیمارستانی عامل عفونت اشریشیا کلیهای ژنتیکی سویه

(. در مطالعه حاضر نیز نتایج بررسی 78باشد)مفید می

 16S rRNAبه ژن نسبت  recAفیلوژنتیک نشان داد که ژن 

و  اشریشیا کلیهای جهت بررسی ارتباط ژنتیکی سویه

 در نمونه های سنگ کلیه مناسب تر است.  پروتئوس میرابیلیس

، recAنسبت به توالی ژن  16S rRNAدر حقیقت توالی ژن 

تغییرات ژنتیکی بیشتری در بین سویه ها داشت و به علاوه ژن 

16S rRNA و اختصاصی  در گونه های یک جنس مشترک

جنس است و برای شناسایی سویه های یک جنس حتما نیاز 

اختصاصی گونه است و  recAبه سکانس شدن دارد. اما ژن 

 نیازی به سکانس شدن ندارد.

Eisen  پروتئین 7449در سال و همکارانش ،RecA  را برای

و  recAsمقایسه  و مطالعات سیستماتیک مولکولی باکتری ها

16 SrRNAs ه های مشابه، مورد بررسی قرار دادند و از گون

را به طور خاص نشان  آنهانتایج، شباهت ها و تفاوت های بین 

برای نظام مولکولی  recA و برخی از ویژگی های مفیدند داد

نتایج آنها با نمودند که و مطالعات تکامل پروتئین نیز پیشنهاد 

 .(77)داشت مطابقت حاضرمطالعه 
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های سنگ کلیه از بیماران مرد نمونه %3/13حاضر، در مطالعه 

های سنگ از بیماران زن جدا شدند و از بین نمونه %1/41و 

موارد از نظر کشت  %22 ،نمونه سنگ کشت داده شده 798

در  Tavichakorntrakoolمیکروبی مثبت بودند. در مطالعه 

نمونه بیمار دارای سنگ  788در تایلند نیز از بین  4874سال 

مورد سنگ از نظر کشت میکروبی مثبت بودند که  %31 ،کلیه

ر مطالعه . همچنین دداشتهمخوانی  حاضرنتایج آنها با مطالعه 

( %94بیشتر موارد  سنگ کلیه ) حاضر،آنها مشابه مطالعه 

 .(0)ازبیماران مرد جدا سازی شده بود

های باکتریایی شناسایی بیشترین موارد گونهدر مطالعه حاضر، 

 ،%4/70 میرابیلیس پروتئوس، %0/44 اشریشیا کلیشده شامل 

استافیلوکوکوس ، %1/73 استافیلوکوکوس اورئوس
 %4/74 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسو  %4/74 پروفیتیکوسسا

 ،%1لوتئوس  میکروکوکوس بودند. باکتریهای دیگر نیز مانند

 و %9/2 استرپتوکوکوس آگالاکتیه ،%1 انتروباکترکلواکه

 جداسازیهای سنگ نمونه از %9/2 آئروژینوزا سودوموناس

 ،قدر عرا 4881قادر و همکارانش در سال  در مطالعه شدند.

شده شامل های باکتریایی شناسایی بیشترین گونه

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، %2/1استافیلوکوکوس اورئوس 

های بودند. سایر باکتری %0/3 پروتئوسهای و گونه 7/9%

 سراشیا مارسسنس، %1/4 کلی اشریشیاشناسایی شده شامل 

 %3/7 انتروکوکوس فکالیس، %3/7 اسینتوباکترهای ، گونه3/7%

بودند مطالعه قادر و همکارانش  %3/7 سودوموناس آئروژنوزاو 

باکتری غالب  هایگونهنشان داد که  حاضر،مطابق با مطالعه 

 استافیلوکوکوسهای شامل گونهادراری  هایجدا شده از سنگ
 اشریشیاو  پروتئوس، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس،  اورئوس

 .(74)دنباشمی کلی

 

 

 Tavichakorntrakoolدر مطالعه حاضر نیز مشابه مطالعه 

 و همکارانش Carmen R.P.Amaro، (0) و همکارانش

، بیشترین میرابیلیس پروتئوسو کلی اشریشیا(، دو گونه 73)

موارد جداسازی را از سنگ ادراری داشتند. با این وجود در 

، میرابیلیس پروتئوس و کلی اشریشیامطالعه حاضر بعد از 

 استافیلوکوکوس ،اورئوساستافیلوکوکوس های گونه

بیشترین  اپیدرمیدیس استافیلوکوکوسو  ساپروفیتیکوس

 کلبسیلاهای گونه، فراوانی را داشتند ولی در مطالعه آنها

(. در مطالعه حاضر بر خلاف 0،73)بیشترین فراوانی را داشتند

، سالمونلا، کلبسیلاهای ای از باکتریمطالعه آنها، هیچ گونه

 های سنگ ادراری جدا نشد.از نمونه انتروکوکوسو  اسینتوباکتر

ها دارای ترکیب نشان داد که بیشتر سنگحاضر در مطالعه 

( هستند و بعد از آن سنگ ها بیشتر %3/93گزالات )کلسیم ا

( %3/73( و فسفات کلسیم )%3/79دارای ترکیب اسید اوریک )

های کلیوی که از نظر کشت میکروبی مثبت بودند. در سنگ

ها دارای ترکیب کلسیم اگزالات بودند نیز بیشتر سنگ

و Al-Rasheed این نتایج با مطالعه . ( بودند9179%)

ها همخوانی داشته و در هر دو مطالعه بیشتر سنگهمکارانش 

 .(72)انددارای ترکیب کلسیم اگزالات بوده

 

 نتیجه گیری

های باکتریایی بیشترین گونهکه نتایج مطالعه حاضر نشان داد 

در نمونه سنگ شاخ گوزنی بیماران بیمارستان  شناسایی شده

باشند و می پروتئوس میرابیلیس و کلی شریشیاانژاد لبافی

دارای مقاومت بالای آنتی بیوتیکی و در نتیجه استقرار در 

های فیلوژنتیک های ادراری میشوند. همچنین بررسیسنگ

جهت  16S rRNAنسبت به ژن  recAنشان داد که ژن 

پروتئوس و  کلی اشریشیاهای بررسی ارتباط ژنتیکی سویه
 در نمونه های سنگ کلیه مناسب تر است. میرابیلیس
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