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Abstract
Background and Objective: Various infections and the formation of stones could be the cause for bile duct
obstruction of that sterile organ. Determination of pathogenesis factors and the bacteria involved in infections are
important in the prevention of disease, and cares needed following surgery. This study was done to determine the
bacteria in the gallbladder of patients with cholelithiasis and evaluation of pathogenic factors of the prevalent
isolated bacteria.

Methods: In this descriptive laboratory study, 35 samples of gallbladder tissues which contained gallstones were
collected under sterile conditions in “Department of General Surgery of Imam Khomeini Hospital”, Tehran, Iran
during 2016. The stone types were analyzed and decomposed by chemical procedures, and the bacteria existed in the
tissues were also identified using biochemical experiments. The tissues with negative results in microbiological
studies were looked for any contaminating bacteria, applying the DNA extracted from gallbladder tissue as a
template using F27 and R1492 as the primers for PCR (Polymerase Chain Reaction) amplification of 16SrRNA
gene. Those with the positive results of microbiological tests were subjected to the DNA sequencing following gel
purification and blasted against the NCBI gene database. The most frequently isolated bacteria were studied
according to the intensity of biofilm formation, using the microtitre plate method. CsgF and Ag43 (Flu), the genes
involved in the induction of such phenotype were also analyzed in this study. The antibiotic resistance assay of the
isolates was performed using disc diffusion procedure.

Results: Thirteen out of thirty five samples of post-surgery gallbladder tissues were found to be infected by
different bacteria, including: Klebsiella (3 cases), Escherichia coli (4 cases), Enterobacter (1 case), Staphylococcus
aureus (2 cases), Enterococci (2 cases), and Streptococcus (1 case). In 23 out of 35 samples (65.7%), no bacteria
could be isolated using microbiological methods. However, in seven out of 23 samples, the amplified 16SrRNA had
an indication of Klebsiella (6 cases) and Enterococcus (1 case) isolates. Therefore, the most prevalent genus in
gallbladder infections was Klebsiella (47.36%). Chemical analysis showed that the highly frequent compound of
gallstones (98%) were of cholesterol and bilirubin. Escherichia coli with fourcases were the highest culture growing
isolated bacteria, in all of which, the biofilm formation genes were present. In the two out of four Escherichia coli
isolates the intensity of biofilm formation was high. Although, in the remaining two isolates was medium. While,
they were found to be sensitive to the most of the antibiotics, they showed resistance to Tetracycline, Ciprofloxacin
and Ceftazidime in different ranges.

Conclusion: The present study provided evidence that non-cultural bacteria are hihly present in gallbladder
infections. The high potential of the commonly isolated bacteria in biofilm formation should be taken as a warning
to follow the precise protocol of antibiotic prescription for treatment of gallbladder infections.
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 ________________________________ ________________________________ _
چکیده

است.لیاسترارگانآندرصفراانیجرانسدادعواملازسنگلیتشکويصفراويمجارستمیسدرمختلفيهافونتعهدف:وزمینه
عیشـا يهاهیجدادرلمیوفیبدیتولیبررسويوصفراکلاتمشبهمبتلامارانیبيصفرادرموجوديهايباکترییشناسامنظوربهمطالعهنیا

شد.انجام
روش(بـه لیاسـتر طیشـرا درشـده يآورجمـع )صفرابافتوسنگ(نمونه35يرویشگاهیآزمایفیتوصمطالعهنیابررسی:روش

 ـيهاروشکمکهبهاسنگنوعشد.انجام1395سالاولماهششیطتهرانینیخماماممارستانیبیجراحبخشاز)یلاپاراسکوپ ییایمیش
 ـيهانمونهدرهايباکتريجستجويبرا.ندشدنییتعیمولکولوییایمیوشیبشاتیآزمابا استفاده ازهاکروبیمنوعو بافـت ازDNA،یمنف
Fو1492Rيهامریپراازاستفادهباوشدصیتخلصفراسهیک  ـالگو16SrRNAژنازياقطعهریتکثيبرا27 دريبـاکتر نـوع .گرفـت رارق

 ـترپلیتکـرو یمروشکمـک هبلمیوفیبدیتولشدتلحاظازهیجدانیترعیشاشد.نییتعNCBIیاطلاعاتبانککمکهبمثبتيهانمونه وتی
سـک یدروشزااستفادهباآنهایکیوتیبیآنتمقاومت.گرفتقراریبررسموردPCRروشهبCsgFوAg43(Flu)پیفنوتنیاریدرگيهاژن
د.یگردنییتعوژنیفید

 ـجدایـه 3شـامل يباکترانواعيدارانمونه13تعدادها:هیافت  ـیاشرجدایـه  4لا،یکلبس  ـکایش  ـ،یل جدایـه  2انتروبـاکتر، جدایـه  کی
ارد بااستفاده مودرصد7/65مورد نمونه صفرا، در23از ند.بوداسترپتوکوکوسجدایه کیوانتروکوكجدایه 2اورئوس،لوکوکوسیاستاف

 ـولایکلبسهیسوشششامليباکترهفتیول؛دیجدا نگرديباکترک،یولوژیکروبیاز روش کشت م  ـتکثازاسـتفاده بـا انتروکـوك کی ری
16SrRNAصـفرا سـه یکيهـا عفونتدرراسهمنیشتریبدرصد)36/47(لایکلبسگونهمجموعدر،نیبنابرا.ندشدییشناساترادفنییتعو

 ـ شد.دهیدسنگيحاويهانمونهدرصد98درینیروبیلیبویکلسترولباتیترک.دادنشان يهـا در عفونـت لایبا وجود آن که وفـور کلبس
 ـمـورد يهایکلایشیاشرهیکلبود.یکلایشیاشرکشتقابليباکترنیشتریب.بودهايباکترهیبقازشیبدرصد) 36/47(صفراسهیک یبررس

هـا يباکترنیابود.متوسطگریدمورددودرويقوآنهاازمورددودرلمیوفیبلیتشکشدتیول؛بودندلمیوفیبدجایاعامليهاژنيدارا
بـه ونـد دادنشـان رایمتفـاوت يهـا مقاومـت میدیزیسفتونیپروفلوکسازیسن،یکلیتتراسبهوبودندحساسهاکیوتیبیآنتاکثربهنسبت

بودند.ترمقاومتتراسیکلین
عیشـا يهـا يباکتردرلمیوفیبجادیايبالاییتواناد.ندارصفراسهیکيهاعفونتدریمهمسهمکشترقابلیغيهايباکترگیري:یجهنت

.دهدیمنشانراصفراسهیکيهاعفونتدریعفونيهالمیوفیبنیابردننیبازيبراهاکیوتیبیآنتزیتجودرمداقهيبرايهشدارجداشده
Polymerase Chain Reaction،لمیوفیب،اسهیآنتروباکتر،ويصفراسنگها:واژهکلید

 ________________________________ ________________________________ _
p_ehsani@yahoo.comالکترونیکیپست،یاحسانپرستودکتر:مسؤولنویسنده*

021-64112219تلفنران،یاپاستورتویانستیمولکوليولوژیببخش،69پلاكن،یفروردابانیختهران،:نشانی
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مقدمه
وجـود است.باکتريگونههرفاقدولیاسترسالمافراددرصفرا

کی ـوجـود ازاينشانهتواندیمانسانصفرايدرهاسمیکروارگانیم

سیازی ـتیلکولـه يمـار یببـا مـوارد اغلـب درکـه باشدینیبالمشکل
(Cholelithiasis)1(اســـتهمـــراه)صـــفرادرســـنگ(حضـــور.(

وهــامــاريیبنیــاجــادیادرلیــدخهــايســمیکروارگانیمییشناســا
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بـه یانیشـا کمـک توانـد یم ـآنهـا ییدارومقاومتتیوضعیابیارز
).2(دی ـنماآنهـا کنتـرل ای ـمـاري یبعوارضصیتشخيبراپزشکان
رانی ـادردارنـد. انـدوژن منشـا اغلـب صـفراوي مجاريهايعفونت

هـاي عفونـت جـاد یادرهـا بـاکتري نقشبارابطهدريادیزمطالعات
مطالعـات ازحاصـله جینتـا .اسـت نگرفتـه صـورت صفراويمجاري
نی ـابـروز درراگـوارش دسـتگاه فلـور ارتبـاط حـدودي تاموجود

يروبـر يباکتريهاهیلاحضور.دهدیمقرارتوجهموردهاماريیب
تی ـاهم،یـی زايمـار یبدرسـم ینرژیسراتاث ـويصـفراو يهاسنگ
عمومـاً .دهـد یم ـنشـان صـفرا سـه یکدررا)3(هـا سنگنیایبررس

حاصـل صفراويپسماندهايواملاحرسوبازصفراويهايسنگ
یکلسـترول وگمانتـه یپصفراويهايسنگدستهدوبهکهگردندیم

درصـد 50ازشیب ـازیکلسـترول هـاي سـنگ شـوند. یم ـبنديطبقه
کسیمـــاترهمـــراهبـــهیکلســـترولدراتـــهیهمنـــوهـــايســتال یکر
در).4(انـد افتـه یلیتشکمیکلسناتیروبیلیبهستهوینیکوپروتئیگل

هـاي نمـک ازبی ـترتبـه اهیس ـوايقهـوه گمانتـه یپهايسنگمقابل
ودکنجوگـه وصـفراوي دهايیاس ـکنژوگـه، ونیروبیلیبمییکلس
ورهی ـزنجبلنـد اشـباع چربدهايیاسوکلسترولازیمتفاوتریمقاد

هايسنگدرصد80حدود).4(اندشدهلیتشکمیکلسناتیروبیلیب
مربـوط آنهـا درصد20ویکلسترولنوعازعمدهطوربهصفراسهیک

درخصــوصبــهکــههســتند)گمانتــهیپ(ايرنگدانــههــايســنگبــه
اسـت ههمـرا صفراويستمیسعفونتبااغلبوبودهعیشاهاییایآس

)5.(
هايافتهیبراساسرانیادرصفراويهايسنگريیگشکلوعیش

حـدود دربـه ترتیـب  مـردان وزنـان درمتوسـط طـور بهیسونوگراف
مختلـف هـاي تی ـقومدریفراوان ـنی ـااسـت. درصد5ودرصد12

ت،یجنس ـسـن، همچـون خطـري عوامـل ریتـاث تحتوبودهمتفاوت
هــايمــاريیبخـون، یچربــ،یقچــابـارداري، ،یژنــهــايونیموتاس ـ

اکثــراً).6(اســتیکروبــیمهــايعفونــتودارومصــرفاي،نــهیزم
انسـداد بـا مـرتبط صـفرا کیسـه وصـفراوي مجـاري سیسـتم عفونت
يهـا روشتـرین شـایع ازیکـی اسـت. سـنگ علـت بهصفراجریان
جراحـان هـاي دغدغـه ازیکـی اسـت. صـفرا کیسـه برداشـتن درمان

آنازپیشـگیري هـاي راهوعمـل ازپـس نـت عفو،گـوارش دستگاه
ازپـس عفونـت میـزان برتواندمیصفرادرباکتريوجود).7(است

جراحــیازپــسامــرایــنحتــیوبگــذارداثــرجراحــیعمــل
یسکوپالاپارصورتدراگرچه.شودمیمشاهدهنیزلاپاراسکوپیک

امـا ؛اسـت بـاز جراحیازکمترجراحیمحلوزخمعفونتشانس
).8(استیکسانروشدوهردرآبسهشکیلت

نیهمچنوفلاژلهیمبریفیلیپشاملهايباکتريزايماریبعوامل
صـفرا سنگلیتشکبریمهماثرعواملنیاکهاستلمیوفیبلیتشک
يساختارها.استیمختلفمراحلشامللمیوفیبلیتشک.)6و3(دندار

یاگزوپلــویلــیپفــلاژل،،یکرلــنیپــروتئشــامليبــاکتریســطح
سـطح، بـه اتصـال درکـه یکرلنیپروتئاست.جملهآنازدیساکار
لیتشـک ییابتـدا مرحلـه درنیهمچن ـوگریکـد یبـه هـا سلولاتصال

يهــاهیســودر1980دهــهاواخــردربــارنیاولــ؛داردنقــشلمیوفیــب
درلمیوفی ـبيری ـگشکلدریکرلنیپروتئشدند.افتییلکایشیاشر
داردیاساس ـنقـش ومیموریفیسالمونلا تویلکایشیاشريباکتردو

فاقـد يهـا هیسـو بـه نسـبت یکرلنیپروتئکنندهدیتوليهاهیسو)9(
کـه يطـور هب ـدهنـد. یمنشانرالمیوفیبازیمتفاوتيمورفولوژ،آن
کننـد. یم ـجـاد یاصـاف لمیوفی ـبکی ـیکرلنیپروتئفاقديهاهیسو
لمیوفی ـبداخلدرگرادیسانترجهد37يدمادریکرلنیپروتئدیتول
تنهـا LBيهـا طیمح ـوآگاريهاتیپلدرکهیحالدردهد.یمرخ
شـش حـداقل ).9-12(شودیمدیتولگرادیسانتدرجه26يدمادر

يبـرا csgDEFGوcsgBAيهـا اپرونازشدهيبردارنسخهنیپروتئ
رواحـد یزcsgBAاپروناست.شدهشناختهیکرليهانیپروتئدیتول

اسـت. csgBوcsgAشـامل کـه کنـد یم ـدی ـتولرایاصـل يساختار
نقــشيبــاکترســطحدرcsgAيواحــدهاتجمــعدرcsgBنیپــروتئ
کنـد یم ـکـد یفرعنیپروتئچهارcsgDEFGاپرون).13-15(دارد

میتنظ ـکی ـCsgDدارنـد. یاساس ـنقشهانیپروتئنیاتجمعدرکه
،CsgEنقـش .شـود یم ـسـوب محcsgBAاپـرون يبـرا مثبتکننده
CsgFوCsgGاسـت مطـرح نیپـروتئ نی ـادیتولییابتدامراحلدر.
CsgFواتصالیاصلعامل،يباکتریخارجسطحدرگرفتنقراربا

اسـت CsgAوCsgBيهـا نیپروتئگرفتنقرارهميروآندنبالبه
درکه)16-18(کندیميبازیکرلنیپروتئتجمعدریمهمنقشو

.ردیگیمقراراستفادهموردحاضرلعهمطا
دراستشوندهالقاخودنیپروتئکیکهAg43یسطحنیادهس

وروپـــــاتوژنییکلـــــایشـــــیاشريهـــــاهیســـــوازدرصـــــد60
(Uropathogenic E.coli)شودیمافتی.Ag43 ژنتوسـطflu کـد

وگـردد یم ـگریکدیبههايباکتراتصالسببعیماطیمحدروشده
بـر لمیوفیبلیتشکدرنیادهسنیاشیافزانقشیژگیونیمهلیدلبه

يهـا هیسـو .اسـت قرارگرفتـه یابی ـارزمـورد جامـد يهاطیمحيرو
نشـان خـود ازلمیوفی ـبلیتشـک دریکم ـقدرتنیادهسنیاموتانت

دربلکـه سطحبههايباکتراتصالدرتنهانهAg43نیبنابراند.دهیم
مطالعـات درنیهمچن ـ).20و19(کندیمفایانقشگریکدیبهاتصال

IBC (Inter Bacterial Communication)توســطشــدهلیتشــک
شـده دهی ـدیموشيهامدلمثانهدروروپاتوژنییاکلیاشرشيباکتر
رزندهیغوزندهسطحدوهربهاتصالدرکینوعیلیپهمانند.است
اثـرات لمقاب ـدرژنیآنت ـنی ـاداشتنواسطهبهلمیوفیبوشتهدانقش

).21(کندیممحافظتخودازیخارجکنندهدیاکسعوامل
هـا بیوتیـک آنتـی نقـش هنـوز حـاد سیسـتیت کلهموارددرماندر

دربیوتیـک آنتیکهاستشدهثابتاما؛نشدهمشخصکاملطوربه
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توصـیه  وبـوده مفیـد ایمنـی نقـص مواردمسن،افرادبدحال،بیماران
یـک تجـویز پایـه بـر تجربـی درمـان حاضـر حـال در.)22(شودمی

نظیـر لاکتامـاز بتـا کننـده مهـار همـراه هب ـ/لاکتـام بتـا بیوتیـک آنتی
غیربیمارســتانیعفونــتدرتازوباکتــامیــاســولباکتام-ســیلینآمپــی
چهـارم یـا سـوم نسـل ازیجـایگزین بـه ،ازی ـنصـورت درامـا ؛است

صـورت درهاتمقاومنیا).5(گرددمیاستفادهنیزهانیسفالوسپور
بـار نیچنـد لمیوفی ـبجـاد یاجملـه ازتهیس ـیپاتوژنگریدعواملوجود

.ابدیشیافزاتواندیم
هـا يبـاکتر ییشناسـا يبـرا یمختلفیپیفنوتویپیژنوتيهاروش

کـار بهیراختصاصیغویاختصاصيهاطیمحيروبرکشتازجمله
لــفمختيهــانژيروبــریمولکــوليهــاروشنیهمچنــورودیمــ

يهـا ژنجملـه ازیبـوزوم یر16SrRNA.گـردد یمانجامهايباکتر
ازهـدف نیشـتر یبحاضـر حـال دراست.هايباکتردریبررسمورد
ازاستفاده.استییایباکترياکولوژدرمطالعاتدر،ژننیایبررس

، نیـز ژنـوم دریکپ ـری ـمتغتعـداد وجـود باهايباکترتنوعلیدلبهآن
درآنترادفنیچندکهاستباز1542يداراژننیا.داردکاربرد

بـا کـه اسـت دادهنشـان مطالعـات .استشدهحفاظتهايباکترنیب
تــرادفســهیمقاوتــرادفنیــیتعوژننیــامختلــفقطعــاتریــتکث

جـنس وگونهبهتوانیمNCBIدرموجودکتابخانهباآمدهدستبه
ــاکتر ــتيبـ ــتیدسـ ــایپرااز.افـ ــفيمرهـ ــرامختلـ ــتکثيبـ ریـ

16SrRNAآنهـا نیتـر لی ـطوازیک ـی.گرددیماستفادهیبوزومیر،
نی ـاژنازباز1542ازباز1465کهاست1492Rو27Fيمرهایپرا

RNAصیتشـخ شـات یاسـتفاده در آزما يبـرا و دهـد یم ـپوششرا
است.در مطالعات مختلف مناسب يباکتر

يصـفرا درموجـود يهـا يبـاکتر ییشناسـا منظوربهمطالعهاین
حضوردرلمیوفیبدیتولیبررسويوصفرامشکلاتبهمبتلامارانیب

fluيهاژن (Ag43) CsgFشد.انجامعیشايهاهیجدادر
بررسیروش

بافـت وسنگ(نمونه35رويیشگاهیآزماتوصیفیمطالعهاین
از)یلاپاراسکوپروش(بهاستریلشرایطدرشدهآوريجمع)صفرا
سـال اولششـماه طـی تهـران ین ـیخمامـام مارستانبیجراحیبخش
.شدانجام1395

تویانسـت (IR.REC.1394.50)اخـلاق کمیتـه تاییـد مـورد مطالعه
شــرکتیکتب ـنامـه تیرضـا مـاران یبازگرفـت. قـرار رانی ـاپاسـتور 
شد.افتیدرمطالعهدرآگاهانه

وصـفراوي سنگدارايبیمارانشاملمطالعهبهورودمعیارهاي
ــمعلا ــکمیدردی ــیش ــود.آنازناش ــینب ــارانیهمچن ــهبیم درک

،AST،ALTدارايوندنداشتيکبدکارکرداختلالات،شاتیزماآ
مطالعهبهورودعدممعیاربودند.بالایینیروبیلیآلکالن فسفاتاز و ب

شدنبیهوشازمانعکهبودعروقیوقلبیمشکلاتبابیمارانشامل

يماریبنوعاطلاعاتبهمربوطپرسشنامهماریبهريبراشد.میآنان
يبـردار نمونـه ازپـس هـا نمونـه د. ش ـلیتکمیمصرفکیوتیبیآنتو
قـرار TSBطیمح ـيحـاو 50فالکونداخلدرلیاسترکاملاًطوربه

د.یگردمنتقلرانیپاستوراتویانستبهخیيرووشدداده
طـور بهصفراسهیکوسنگشاملهانمونه:یکروبیمتیهونییتع

ــاملاً ــتک ــمتدولیراس ــدقس ــ.ش ــمتکی ــلدرقس ــداخ طیمح
Thio glycolateشرکت(ازDifco quelab( داخـل وشـد گذاشـته

سـاعت 48تاروزشبانهکیمدتبهگرادیسانتدرجه37انکوباتور
گـراد یسـانت درجـه 70یمنف ـيدمادرگریدقسمتودیگردانکوبه

طیمحـــدرونصـــفنگســـازقطعـــهکیـــشـــد.ينگهـــدار
Thio glycolateشـات یآزمايبـرا گریدقسمتکیوشدهدادقرار

ــهییایمیوشــیب ــرايمرکــزشــگاهیآزماب نمــکجــنسصیتشــخيب
طیمحداخلدرهانمونهکهروزدوتاساعت24ازبعد.شدفرستاده

Thio glycolateيهـا طیمح ـيروبـر ند؛شدانکوبهBlood Agarو
MacConkey AgarوLB Agarشرکت(ازMERKکشـت آلمان(

ــلیآئروفکــرویمرجــاداخــلدروشــدندداده ــهکی شــمعمــراههب
ــاتوردرســاعت48یالــ24مــدتبــهوندشــدگذاشــته قــرارانکوب
کی ـازوشـد هی ـتهریاسـم ند؛کردرشدکهییهايباکترازگرفتند.

صیتشـخ يهـا تسـت کمکبهسپسوگرميزیآمرنگتکیکلن
دادهصیتشـخ هاي مورد مطالعه، باکتريییایمیوشیبلحاظازیقافترا

يدمـا درنمونـه کییکلنهرازمثبت،کشتبايهانمونهاز شدند.
شد.ينگهدارگرادیسانتدرجه80یمنف

بـه نسـبت یکیوتیبیآنتتیحساسآزمون:یکیوتیبیآنتتیحساس
،نیســـفازول،اکســـونیسفتر،میسفکســـشـــاملکیـــوتیبینتـــآ14

،نیکاس ـیآم،نیسیجنتاما،نیپروفلوکساسیس،نیلیسیمپآ،میدیسفتاز
،کـــلیکلرامفن،میسفوتاکســـ،نیکلیتتراســـا،ازترونـــام،پـــنمیمـــیا
ــامبـــاتـــوامنیلیپراســـیپ ــامتازوباکتـ ــیتعشـــد.انجـ تیحساســـنیـ
ینیبـال يهاشگاهیآزمااستاندارديراهنماازاستفادهباهاکیوتیبینتآ
طیمح ـدرRoscoشـرکت محصولسکیدشارانتروشکمکباو

يریگاندازهرشدعدميهاهالهوشدجامانآگارنتونیهمولرکشت
د.یگردسهیمقاهاکیوتیبیآنتاستانداردجدولباو

 ـتکثوDNAصیتخل ییشناسـا نظـور مبـه :یبـوزوم یر16SrRNAری
ای ـويهـواز یب ـيهـا يبـاکتر ،کشـت رقابـل یغيهـا يباکترحضور
DNAصیتخل ـییایباکترماندهیاقبDNAيمبنـا بـر صـفرا سـه یکاز

kiaتی ـکدسـتورالعمل  spin pcr template purification kit cat no:K1014-100

کمـک بـه یبـوزوم یر16SrRNAهـدف یژنهیناحسپس.شدانجام
ــطPCR(Polymerase Chain Reaction)روش ــایپراتوس يمره

1492R27وF23(ک)ی(جدولشدریتکث.(
انـدازه بـه وشـد تکه و خـورد تکهصفراسهیکبافتازگرم100

مقطـر آببدونبارکیشد.ختهیرياشهیشدیبآنحجمسومکی
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.شـد ورتکـس لیاسـتر مقطـر آبتریلیلیمکیبابارکیولیاستر
بهآنبهوشدبرداشتهفوژیسانترازپسییروعیماازتریکرولیم200

Catمیزوزیلتریکرولیمکیاندازه No:MR7735)(سپ ـشد.افزوده
ــاز ــاعتمین ــریکرولیم10س proteinaseت kــداضــافه ــدداًوش مج

بافرتوسطشستشوشد.ختهیرستونيروییروعیما.شدوژیفیسانتر
IRBدو)(بافرومرتبهWB)بافرتوسطسپس.شدانجاممرتبه)کی
EB،DNAوص،خلــــنیــــیتعازپــــسشــــد.خــــارجســــتوناز

اسـتفاده بـا 16SrRNAژنریتکثشیآزمايبراآنازتریلکرویم4از
1492و27Fيمرهایپرااز Rواکنش.شداستفادهPCRری ـتکثيبرا

اپنـدرف کریترموسـا دسـتگاه درتـر یکرولیم20یینهاحجمبایتوال
ونیدناتوراس ـطیشـرا شـامل ییدماچرخهبرنامه.دیگردانجامآلمان

ــاول ــادرهی ــهگــرادیســانتدرجــه94يدم ســپس،قــهیدق5مــدتب
ــهگــرادیســانتدرجــه94يدمــا(درلکیســ30 ــثان30مــدتب وهی
انجـام )قهیدقکیدرجه72وهیثان30مدتبهگرادیسانتدرجه56

گـراد یسـانت درجـه 72دریینهـا يسازلیطوقهیدق10انیپادرشد.
مورددرصدکیارزآگژليروافتهیرینکثيهامحصول.شدانجام

.گرفتندقرارمطالعه
تی ـکتوسـط ژلازDNAریتکثبهمربوطندابيجداسازازپس

)Gel Extraction kitcat no:k0691ــرکتاز ــازشــ فرمنتــ
k0691Fermentas(سـپس شـد. فرسـتاده تـرادف نیـی تعيبرانمونه

د.شدنییشناساهايباکترBLASTبرنامهتوسط
وکربناتحضور:صفراسهیکسنگيهاتتسانجامويسازآماده
دسـتورالعمل کمـک بـه دیریس ـیگليتـر وم،کلسـترول یکلسفسـفات 
پاسـتور تویانستیمیوشیببخشتوسطآزمونپارستیکدرموجود

شدانجامریزروشبه
پـودر گـرم یل ـیم3فـالکن هردروشدندپودرهاوندرهاسنگ

.شـد اضـافه HCL(1N)رت ـیلیل ـیم3کـدام هربهوشدختهیرسنگ
هـا نمونـه شـد. رسـانده تـر یلیل ـیم10حجـم بـه DDWتوسـط سپس

بـه گـراد یسـانت درجه100يدمابايماربنداخلوشدندورتکس
درغلظـت نیـی تعيبراهانمونهسپس.شدندگذاشتهقهیدق60مدت

Techniconمشخصـات (بـا زریآنـالا اتودسـتگاه داخـل  RA-1000(
ومیزی ـمنکربنـات شـامل سـنگ متشـکله موادیباق.شدنددادهقرار

يمرکـز يولوژیپـاتوب شـگاه یزماآتوسـط نیروبیلیبومیمنزفسفات

ند.شدییشناسا
E.coliيهـا يباکتريروبرتستنیا:لمیوفیبصیتشخيهاتست

طیمح ـدرراتـک يهـا یکلـون د.ش ـانجـام هـا نمونـه ازشـده زولهیا
LB Brothرقـت ازتریکرولیم100م.یدادکشتساعت16مدتبه

.شـد اضـافه )ییچهارتايهانمونه(چاهکهربهشبانهکشت100/1
تـر یکرولیم125سـپس .شـد ختـه یردورهـا چاهـک اتی ـمحتوسپس

15مـدت بـه وشـد اضـافه چاهکهربهدرصدکیولهیوستالیکر
وشدروغوطهآبتشتداخلتیپل.شدانکوبهاتاقيدمادرقهیدق

نی ـابـار چهـار یالسهد.یگردخارجهاچاهکازیاضافآبسپس
وارونـه صـورت بـه راتی ـکروپلیمسـاعت چنديبرا.شدتکرارکار
درصد80محلولازتریکرولیم200سپس.شودخشکتامیدادقرار

.شـد اضافهقهیدق15مدتهبچاهکهربهاستوندرصد20واتانول
ازاسـتفاده بـا nm560مـوج ولط ـبـا دیجدچاهکبهانتقالازپس

).24(شدخوانده)ELISAreader)Bio-TEKدستگاه
 ـارزيبـرا E.Coliيهـا نمونـه ژنومصیتخل يهـا ژنحضـور یابی

.شـد انجاميباکترژنومصیتخليباکترشبانهکشتازپس:لمیوفیب
بـه Resuspensionمحلولازتریکرولیم250زانیمبهخلاصهطوربه

محلـول ازتریکرولیم250ورتکسازبعد.شداضافهيرباکترسوب
Lysis350نمـودن اضـافه ازپس.شدورتکسشدتبهوشداضافه

ازیـی روعیمـا وشـد وژیسـانترف Neutralizationمحلـول تریکرولیم
بـافر بـا سـتون يشستشـو بـار دوازپس.شدگذراندهصیتخلستون

.شدجداستونازالوشنبافرتوسطيباکترژنومشستشو
مــریپراازاسـتفاده بـا لمیوفیــبجـاد یايهـا ژنیتــوالری ـتکثيبـرا 

flu (Ag PCRواکـنش درشـده خـالص DNAوک)ی(جدول(43

درجـه 94يدمـا درهیاولونیدناتوراسشاملآنبرنامهشد.دادهقرار
94(شـامل کلیس ـ30یط ـيسازلیطوقه،یدق3مدتبهگرادیسانت

مـدت بـه گـراد یسانتدرجه55وهیثان90مدتبهادگریسانتدرجه
شـد. انجام)گرادیسانتدرجه 72درقهیدقکیبعدمرحلهوهیثان45

مـدت بـه گـراد یسـانت درجـه 72يدمـا دریینهايسازلیطوسپس
ژليروافتهیریتکثيهامحصولسپسشد.انجامهیثان15وقهیدق2

.گرفتندقرارمطالعهمورددرصدکیآگارز
ک).یــ(جــدولشــداســتفادهآنيهــامریپراازCsgFژنيبــرا

بـه گـراد یسـانت درجـه 94يدمـا درهیاولونیدناتوراسطیشراتحت

PCRاستفادهمورديمرهایپرامشخصات:1جدول

مرهایپراطولوترادفهاژننام
بازهایتوال(bp)محصولطول

16SrRNA130027F: 5’ AGAGCCCGATCMTGGCTCAG

1492 R:5’ CAGGAAACAGCTATGAC

Ag43 (flu)3000Flu f: 5’-GGGTAAAGCTGATAATGTCG-3

Flu R: 5’-GTTGCTGAGTGAGTGTGC-3

Csg F418CsgF-6: 5’-GATTGTTAACCGACCATACC-3

CsgF-17: 5’-GCAGGTAAGTGCGTCAAATC-3
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درجــه94شــاملکلیســ30یطــيســازلیــطوقــه،یدقکیــمــدت
هی ـثان30مدتبهگرادیسانتدرجه55وهیثان30مدتبهگرادیسانت

هیثان30مدتبهگرادیسانتدرجه72دریینهايسازلیطومرحلهو
ری ـتکثموردياقهیدق5گرادیسانتدرجه72کلیسکیتینهادرو

کیآگارزژليروافتهیریتکثيهامحصولسپس.شدنددادهقرار
.گرفتندقرارمطالعهمورددرصد

هایافته
یسـن نیانگی ـمبـا زنانبهمتعلقنمونه25مطالعه،موردنمونه35از

بـود سال3/49یسننیانگیمبامردانبهمتعلقنمونه10وسال8/43
10یسنمحدودهوبودموجودنمونه23درصفراسنگ).2(جدول

نیـی تعسال55-60ماریب6وسال45-55ماریب7،سال35-45ماریب
تنهاوندبودنیروبیلیبوکلستروليداراهاسنگازدرصد98شد.

ازشیب ـنیروب ـیل ـیبيحـاو يهـا سـنگ سـال 55-60یسنگروهدر
ونـد بودمختلـف بـات یترکيداراهـا سـنگ .شـد مشاهدهکلسترول

5تعدادد.بو35-45یسنگروهبهمتعلقسنگموردوتنوعنیشتریب
سـنگ بـه هنـوز کهندبودییهاستالیکرصورتبههاسنگازنمونه

لیتشـک مـواد یرس ـبريبـرا آنریمقادجهینتدروبودندنشدهلیتبد
ک).ینمودار(نشدندآوردهکینموداردرونبودیکافدهنده
سهیکمزمننهیزمباحادالتهابگروهدودرمارانیبعمدهطوربه
مجبـور آنعـدم وسـنگ وجودباصفراسهیکمزمنالتهابوصفرا

همـه يبراصفراسهیکيپاتولوژیبررسبودند.شدهیجراحعملبه

مارانیبهمهيصفرادرمزمنالتهابیکلطوربه.شدانجامماریب35
نـد. بودزی ـنصـفرا سنگبهمبتلا)درصد65(ماریب23وشدمشاهده

بود.زنانبهمتعلقمورد)18(سنگيحاويهانمونهشتریب
درصد)2/34(ماریب12درصفراسهیحادکالتهاببه دلیلمراجعه

زی ـنصفراسهیکمزمنالتهابودوجيپاتولوژازپسکهشدمشاهده
حـاد التهـاب يدارازناندریسننیانگیمیکلطورهببود.شدهثبت

درشـد. نیـی تعسـال 7/41مـزمن التهابفقطموارددروسال8/47
.)2جدول(شدنییتعسال52و50بیترتبهزینمردان

ازدهشجدايهاسنگییایمیوشیبمشخصاتی فراون:1نمودار
(سال)سنبرحسبصفراسنگبهمبتلامارانیب

نمونـه 13ونشـد دهی ـديبـاکتر رشـد ،صـفرا سهیکنمونه22در
لیباس ـدرصـد) 69(نمونهنهانیمنیااز.بوديباکترحضورباهمراه

د. ن ـبودمثبـت گـرم یکوکس ـ)درصـد 30(نمونـه چهـار ویمنفگرم

يوصفرامشکلاتبهمبتلامارانیبسنوتیجنسبرحسبصفراکیسهپاتولوژينتایج:2جدول
(سال)سننیانگیمتیجنسيپاتولوژجینتا

مردانزنانمردانتعدادزنانتعداد
223950صفراسهیکمزمنالتهابنهیزمباحادالتهاب

618/4750سنگحضورومزمنالتهابنهیبازمصفراسهیکحادالتهاب
534645صفراسهیکمزمنالتهاب

1247/4152سنگباصفراسهیکمزمنالتهاب
25108/433/49کلجمع

اصفرسنگبهمبتلامارانیبازشدهجدایاکلیشیاشرتهیسیپاتوژنعواملیبررس:3جدول
شماره
لمیوفیبدیتوليهاژنحضورلمیوفیبدیتول(سال)سنجنسنمونه

Ag43(Flu)&CsgF
مقاومتکیوتیبیآنت

+يقو50زن1

نیکلیتتراس
میدیازیسفت

نیپروفلوکساسیس

ممقاو
يمرز

حساس

+يقو50مرد2

نیکلیتتراس
میدیازیسفت

نیپروفلوکساسیس

يمرز
مقاوم
مقاوم

+متوسط50زن3

نیکلیتتراس
میدیازیسفت

نیپروفلوکساسیس

مقاوم
يمرز

حساس

+متوسط52زن4

نیکلیتتراس
میدیازیسفت

نیپروفلوکساسیس

مقاوم
يمرز

حساس
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نمونـه دودروشـد جـدا يبـاکتر نوعکیفقطنمونه11ازعلاوه به
ازدوهـر درشـت وزی ـریکلننوعدوماریبازآمدهدستبهيصفرا
سـه لایکلبس ـیکلطوربه.شدمشاهدهکشتطیمحيروبرلایکلبس
دو مـورد  ،انتروبـاکتر مـورد کی ـمـورد، چهـار یکل ـایشیاشر،مورد

اسـترپتوکوك یـک مـورد  وکـوك لویاسـتاف دو مـورد انتروکوك،
نمونـه نـه ،سـنگ نمونـه 23زاکردند.رشدکشتيهاطیمحيبررو
بود.مورد)سه(لایکلبسآناننیترعیشاکهندبوديباکتريدارا

مـورد ؛نکـرد رشـد آنهـا دريبـاکتر چیهکهییصفرايهانمونه
شـده جداDNAيروبرکهيطوربهند.گرفتقراریمولکولیبررس

نـک یتککمـک هب ـ16SrRNAژنحضوريبراجستجوافتب22از
PCRشـد. یتـوال نیـی تعرشدهیتکثمحصولنمونههفتوشدانجام
لایکلبسهیسوپنجوSp.L3لایکلبسشامللایکلبسنمونهششتعداد
strainمـورد کی ـهی ـپنومون NRC strainمـورد چهـار و37 YkA2

هیســــورهیــ ـهآنتروکوکـــوس مـــورد کیــ ـنیهمچنــ ـنـــد. بود
strain SNNU0221شد.نییتع

يبـاکتر عنـوان هب ـیکل ـایشیاشرتیاهملیدلبههايباکترانیماز
عواملنیات.گرفقراریبررسموردآنمختلفعواملطلبفرصت

جـاد یايهـا ژنحضـور یبررسلم،یوفیبجادیاشدتوییتواناشامل
).3(جدولندبودهاکیوتیبیآنتبامقاومتولمیوفیبکننده

بودنـد؛ لمیوفی ـبدی ـتوليهـا ژنيدارایکلایشیاشريباکترچهار
اکثـر بـه آنهابود.متفاوتآنهادرلمیوفیبدیتولشدتوییتوانایول

ــ ــوتیبیآنت ــاکی ــهازه ــجمل ــونیسفتر،میسفکس ــفازول،اکس ن،یس
،میسفوتاکس،ازترونام،پنمیمیا،نیکاسیآم،نیسیجنتاما،نیلیسیمپآ

يالگـو بودنـد. سـاس حتازوباکتـام بـا تـوام نیلیپراس ـیپ،کلیکلرامفن
زی ـننیکلیتتراس ـن،یپروفلوکسـاز یسم،یدیسـفتاز يبـرا آنهـا مقاومت
ــودمتفــاوت ــراًوب ــهاکث ــدمقــاومنیکلیتتراســب ــهمقاومــتوبودن ب

).3(جدولبوددیشدایومتوسطایمیدیسفتاز
بحث

روبینی در ترکیبات کلسترولی و بیلیبا توجه به نتایج این مطالعه،
وفور کلبسـیلا بـیش از   وهاي حاوي سنگ دیده شددرصد نمونه98

تعیـین  ها بود. بیشترین باکتري قابل کشت اشریشـیا کلـی   بقیه باکتري
هاي عامـل ایجـاد   هاي مورد بررسی داراي ژنکلیه اشریشیا کلیشد.

بیوفیلم بودند؛ ولی شدت تشکیل بیوفیلم در دو مورد از آنها قـوي و  
ــود. ا  ــاکتريدر دو مــورد دیگــر متوســط ب ــن ب ــر  ی ــه اکث هــا نســبت ب

تر بودند.تتراسیکلین مقاومو به بودندحساسهاکیوتیبآنتی
)6(تاس ـمردانازشتریبزناندرصفراوييهاسنگبروززانیم

ديییتامردان)درنمونه5وزناندرنمونه18(حاضرمطالعهجینتاو
ريی ـگشـکل وعیش2001سالدرمسرتمطالعهدربود.افتهینیابر

طـور بـه یسـونوگراف هايافتهیبراساسرانیادرصفراويهايسنگ
درصـد 5ودرصـد 12حـدود دربی ـترتبهمردانوزناندرمتوسط

درهمکـاران وReshetnikovهمطالعدرنیهمچن).22(شدگزارش
زناندرصفراويسنگبالاترشیوعنیزروسیهسیبريدر2002سال

شیب ـیکمکه)25(شدهددانشانر)براب9/4(یسونوگرافبررسیدر
اسـت برابر)54/3(حاضرمطالعهتوسطشدهگزارشمواردنسبتاز
اسـت یوپی ـاتکشـور در2004سالدرErsumoمطالعهبهکینزدو

گـزارش مـردان برابـر 03/3زناندرصفراويهايسنگفراوانیکه
وبـود سـال 42یـان مبتلاسنیمیانگینErsumoمطالعهدر). 26(دش

شیافـزا بـا وداشتندقرار50يبالاسنیگروهدرمبتلایاندرصد80
نتـایج ). 26د (دانشـان شیافـزا صـفراوي هـاي سنگبروززانیمسن

طــوربــهصــفراويهــايســنگشــیوعکــهدادنشــانمســرتمطالعــه
60ازشیبسال،50يبالازنانوسال60بالايمرداندرايفزاینده

تعـداد نیشـتر یبحاضـر مطالعـه درکـه یحـال در).22(شودیمبرابر
نیـی تعسـال 50يبـالا مرداندرویسالگ50ازشیپزناندرسنگ

سـن کـاهش ارتبـاط ودروندرشتریبمداقهيبرايازیندیشاکهشد
باشد.صفراسنگجادیاهمراههب

وکلســـتروليداراهـــاســـنگدرصـــد98حاضـــرمطالعـــهدر
سـال 35-45یسـن گروهدرسنگموردنیشتریبوندبودنیروبیلیب

بــهنســبتینــیروبیلــیبویکلســتروليهــاســنگکــهشــدمشــاهده
سـال درو همکـاران Stewartمطالعـه دربود.شتریبگریديهاسنگ
نـوع ازدرصـد 26ویکلسـترول نـوع ازهاسنگازدرصد2007،46

هـاي سـنگ زانی ـمحاضـر مطالعـه هماننـد کـه بودنـد یرکلسترولیغ
دادنشـان گـر یديهـا گسـن بـه نسـبت رابالاتريدرصدیکلسترول

)27.(
بــهتــوانیمــيصــفراويهــاســنگآورنــدهوجــودبــهعوامــلاز
ــاکتر ــهدر.کــرداشــارههــايب ــه35ازحاضــرمطالع ــه23نمون نمون

وجـود )درصـد 56(نمونه13درکهبودسنگباهمراه)درصد63(
از.شداثباتمورد)(چهارPCRو)موردنه(کشتروشباباکتري

کـه شـد جداPCRروشهبلایکلبسموردسهسنگبدونيهانمونه
توسـط شـده انجـام مشـابه مطالعـه درنـد. بودهی ـپنومونگونـه سههر

Swidsinskiکشـت يبـاکتر يحـاو هانمونهدرصد58همکاران،و
کی ـنزدصـد) در56(حاضـر مطالعـه جینتـا بـا که)28(ندبودمثبت
است.
حال،دب ـبیمـاران دربیوتیـک آنتـی زیتجـو بـه ازی ـنکـه یحالدر

نقــشاســت؛مهــمفیــدایکتــروایمنــینقــصمــوارد،ســالمند
ــی ــکآنت ــابیوتی ــدره ــدنیمنف ــواردش ــتم ــلکش ــونعوام یعف

نظـر  بـه ت.اس ـنشـده مشـخص کامـل طـور بـه هنوزحادسیستیتکله
بیوتیک قبـل از عمـل نیـز    رسد که در مطالعه حاضر مصرف آنتیمی

از بیماران شده است.بعضیهاي کشت نمونهباعث منفی شدن نتایج
شـامل ینزولبیترتهايباکتروعیشهمکارانوShenمطالعهدر
داشـت لایکلبس ـوتروباکتریسسودوموناس،،یکلایشیاشرهايگونه
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لا،یکلبســهــايگونــهشــاملینزولــبیــترتحاضــرمطالعــهدر).29(
استرپتوکوكوآنتروباکترانتروکوك،،لوکوكیاستاف،یاکلیشیراش

اشرشـیاکلی هـاي کترياب ـهمکـاران ونیالـد تـاج مطالعـه دربودند.
18(پنومونیـه کلبسیلا،درصد)7/19(انتروکوکوس،درصد)4/34(

در).30(شـدند نییتعدرصد)18(ائروژینوزاسودوموناسودرصد)
نیب ـ(دریکل ـایش ـیاشرخصـوص بـه هایمنفگرمفوقمطالعهسههر

بود.موجودباکترينیترعیشاکشت)قابليهايباکتر
توسـط لمیوفی ـبجادیانهیزمدريامطالعهما،يجستجوبهتوجهبا

انجاميصفراويهايماریببهانیمبتلايصفراسهیکدریکلایشیاشر
صـفرا ازشـده جدایاکلیشیاشرموردچهارمطالعهنیادربود.نشده
دیــتولشــدتوییتوانــایولــبودنــد؛لمیوفیــبدیــتوليهــاژنيدارا

ــب ــالمیوفیـ ــود.متفـــاوتدرآنهـ ــرمطالعـــهدربـ درصـــد100حاضـ
کـه در مطالعـه   یدر حـال .بودنـد لمیوفیبجادیابهقادرهایاکلیشیاشر

زولـه یا130از،يادراريهـا عفونـت يتاجبخش و همکـاران بـر رو  
کـه )31(تندداش ـرالمیوفی ـبجادیاییتواناددرص3/61یکلایشیاشر

مـورد يهـا زولـه یاتعـداد ایويماریبنوعدرتفاوتعلتبهتواندیم
.باشدشیآزما

دی ـتولیولاست؛موجودهايباکتراکثردرلمیوفیبدیتوليهاژن
رابطـه يبـاکتر تهیس ـینژپاتوباوداردیمختلفدرجاتلمیوفیبیپیفنوت

يهـا يمـار یببـه مبـتلا مـاران یبدرلمیوفی ـبدی ـتول.)21(داردمیمستق
يهـا ژنهایکلایشیاشرهمهدرکهدادنشانمطالعهنیادريصفراو

AgوCsgFیکرلرولانسیو وانواعتیکمواستداشتهوجود43
درامـر نی ـاسـت. ینمـرتبط ژندونیاحضوربهتنهالمیوفیبتیفیک

نیبــدرکــهيطــوربــه.شــددادهنشــانهمکــارانویتقدســمطالعــه
ولمیوفی ـبدی ـتولشـدت نیب ـيارابطـه O157ری ـغیکل ـایش ـیاشر74

).32(نداشتوجودAg43ژنحضور

130يروبـر همکـاران وتاجبخشتوسطزینلمیوفیبانواعدیتول
انواعهالمیوفیبکلدر.گرفتقراریبررسموردیکلایشیاشرزولهیا

ــو ــد75/18يق ــط،درص ــد25متوس ــعودرص ــد25/56فیض درص
50دريقـو دی ـتولشـدت زینحاضرمطالعهرد).31(گزارش شدند

،درصـد اخـتلاف نیاوبودموارددرصد50درزینمتوسطودرصد
تعـداد ای ـويمـار یبنـوع درتفـاوت علـت هب ـتواندیممطالعهدودر

ایش ـیاشرتیحساس ـحاضرمطالعهدر.باشدشیآزمامورديهازولهیا
نیکلیتتراس ـونیپروفلوکسـاز یسازری ـغبـه هـا کیوتیبیآنتبههایکل
همکـاران وتـاجبخش مطالعـه درمقاومتباسهیمقادرکهشددهید
.بودمتفاوت)31(

يصفراويهاسنگجادیعامل ايهايباکترتر شاید بررسی دقیق
عفونـت مـزمن   جادیاز ايریشگیبه پيکمک موثر، نوع سنگنیزو 

جینتـا نیهمچن ـنشود.جادیايترگستردهيهايماریبتا متعاقباًنموده
انـواع  یکیوتی ـبیآنت ـيهـا توانـد در درمـان  یم ـلمیوفیبجادیایبررس

از آن کاربرد داشته باشد.يریشگیو پيماریمزمن ب
گیرينتیجه

سـهم کشـت، غیرقابلهايباکتريکهدادنشانمطالعهنیاجینتا
بیـوفیلم ایجادبالايتواناییدارند.صفراسهکیهايعفونتدرمهمی

ــاکتريدر ــر تجــویمبنــهشــداريجداشــدهشــایعهــايب ــدقزیب قی
سهیکيهادر عفونتیعفونيهالمیوفیتقابل با بيها براکیوتیبیآنت

است.صفرا
قدردانیوتشکر

يولــوژیببخــش)862(شــمارهمصــوبطــرحجــهینتمقالــهنیــا
پاسـتور انسـتیتو بود و با حمایـت مـالی   رانیاپاستورتویانستیمولکول

بیمارستانجراحیبخشکارکنانازلهیوسنیبدبه انجام رسید. ایران
گردد.یمتشکرتهرانینیخمامام
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