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  چکیده

ر با توجه به این حاض یهدر مطالع. اکتسابی در ایران استای هتناشی از اشرشیاکلی یکی از شایع ترین عفون ادراریعفونت دستگاه 

،  باشدمیاپیتلیال ای هلدر این ارگانیسم عامل مهمی در پاتوژنیسیته و بویژه اتصال به سلو papGفرضیه که ژن ویرولانس 

هدف از این . مفید هستند، و در برخی موارد درمانی دارندنقش مهمی در بدن  اهکاز پروبیوتیی اهعنوان دستهبا هسلاکتوباسیلو

جداسازی شده  اشرشیاکلی یوروپاتوژنای ههبرروی انواع سوی PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئیبررسی مولکولی فعالیت ، مطالعه

 ایهتاز نمونه ادرار بیماران مبتلا به عفونت ادراری جدا شده و با تس E. coliسویه مورد نظر . باشدمیاز عفونت ادراری  PCRبا روش 

، جداسازی شده مثبتای هپبا ژنوتایایی ههسپس گون ،شدبررسی   PCRبا روش papGسویه مورد نظر . است شدهافتراقی شناسایی 

میکروبی اثر ضدشد. بررسی ، مایعسازی و انتشار دیسک در محیط به روش رقت لاکتوباسیلوس کازئیو اثر ضد میکروبی 

 مارانیشده از ادرار ب جدا ینمونه باکتر 40که از  شد یبررس سیلینآمپی کیوتیبیآنتدر باکتری اشرشیاکلی در  لاکتوباسیلوس کازئی

 cm  9با ابعاد هاله عدم رشد  صورتبه 10تا 1از رقت  یکیوتیبیتست آنت جینتا ن،یگرفته شده است. همچن یمبتلا به عفونت ادرار

 هیوس نیدر مورد ا یکیوتیب یتنمورد نظر مقاوم نشده و درمان آ کیوتیبیآنتجدا شده به  یکترنشان داده که با جینتا نی. امشاهده شد

 .شودیم یبوده و باعث بهبود عفونت ادرار ینقش درمان یبکار رفته، دارا کیوتیپروب نی.همچن دهدیمجواب 

 لوسیلاکتوباس ،ی، عفونت دستگاه ادارار papG رولانسیژن و ،کیوتی، پروب (E.coli) یاکلی، اشرشسیلینآمپی واژگان کلیدی:

 کیوروپاتوژنی، یکیوتیبیمقاومت آنت ،یکازئ
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 مقدمه

 یباکتر ینوع، Coli. Eطور اختصارهب 2یکلایشاشر

که  ستا اسهیاز خانواده انتروباکتر یهوازریغ یگرم منف

 شتریب. در جانوران خونگرم و خونسرد وجود دارد عیشا طوربه

(.باکتری 1)هستند ررضیب یکلایشاشر یاههیسو

Escherichia coli اما  ی از فلور طبیعی روده است،ئجز

ایجاد  ها،برخی مواقع این باکتری با تهاجم به سایر بافت

 O157: H7مانند  اهپیاز سروت یبرخ (.2ند)کبیماری می

مهماشرشیاکلی . وندشیو اسهال م ییغذا تیموجب مسمو

 % 90که حدود  باشدمی یعامل عفونت دستگاه ادرار نیتر

یدر زنان جوان را به خود اختصاص م یادرار یاهتعفون

ترین عفونتیکی از شایع عفونت مجاری ادراری .(3)هدد

و  ی استباکتریای های باکتریایی است و دومین عفونت شایع

 به باشد.از علل عمده مراجعه بیماران به بیمارستان ها می

یلیون نفر به عفونت ادراری م 150که سالیانه در آمریکا طوری

(. 4میلیون دلار صرف درمان آن شده است) 6و سالیانه  مبتلا

 یزا در مقابل داروهایماریبای هیتوجه به مقاومت باکتر با

ت غلبه بر مقاوم اهنآ یدرمانای ههاز را یکی یکیوتیبیآنت

 کیوتیپروب تیفعال یبررس (.5)است ی آنهاکیوتیبیآنت

مورد  یخصوص در عفونت ادراربه یباکتر یهابرگونه

قرار نگرفته است و استفاده از  قیو تحق یبررس

 دواریام ینیگزی( جاکیوتیزنده )پروب یهاسمیکروارگانیم

اه مکرر دستگ یهاو درمان عفونت یریشگیپ یکننده برا

 (. 4) باشدیم یادرار

ای ههاز دغدغ یکیا هیباکتر عیوس فیبا توجه به ط

ضرر یو ب دینوع مف افتنیا هتسیولوژیکروبیو ما هتسیولوژیب

 یکی است که آن دیزا و مفیمارینوع ب ییو شناساا هیباکتر

با  در این پژوهش باشد.این پژوهش نیز می یاصل اهدافاز 

ورد با استفاده از ژن م یاکلیاشرش یدر باکتر قیانجام تحق

. (2شده است) یزا بودن آن بررسیماریزان بیم (papG)نظر

ای هتبه درمان عفون یابیدست قیتحق نیدر ا یهدف اصل

کیوتیبیمقاوم آن به آنتای ههو گون E.coliاز  یناش یادرار

 ایهای زندهها میکروارگانیسمپروبیوتیک.(6) استا ه

لامتی س اثرات مفیدی بر ،توسط میزبان طی مصرفهستند که 

                                                           
2 Escherichia coli 

 های مقاوم در بینشیوع سویه دلیلبهامروزه  دارند.میزبان 

دنبال راه همحققین ب ،عوامل ایجاد کننده عفونت ادراری

ز ها استفاده ا. یکی از این راههستند یجایگزین و موثرتر

ها ها در پیشگیری و درمان برخی عفونتپروبیوتیک

در ا هناثرات و رفتار آ قیدق ییشناسا ،نیاربناب .(7است)

بیش از  .اشدبیم ارزشمند اریارتقاء سلامت جامعه بس یراستا

راتیو و ساول یک میلیون نفر، از بیماری التهابی روده، کولیت

ای ههگونبا توجه به وجود  .برندرنج میبیماری کرون 

در .لیاشرشیاک یباکتر زایبیماری و زاغیربیماریمختلف 

توسط  یادیز قاتیتحق ،خصوص در انسانجانوران به

جام ان یباکتر نیدر مورد ا ییو دارو یمحققان حوزه پزشک

یمارینوع ب ییضرر و شناسایو ب دینوع مف افتنیو  شده است

لدانشمندان در سا یاصلای ههاز دغدغ یکیآن  مضرزا و 

 صیتشخ مختلفای هشبا رواین مسئله . باشدمی ریاخای ه

ای هشاز جمله رو مختلفای ههگون یولوژیب ییشناسا و

ه شد یبررس ژنوم یتوال صیتشخای هشو رو یکشت سلول

ای ههز گونیتما افتنیدر ی اهگسترد قاتیتحق. (6-8)است

 یاما بررس. انجام شده است آنها تیو نوع فعال یباکتر نیا

در درمان  یمختلف باکترای ههگون کیوتیپروب تیفعال

و  یکمتر مورد بررس یخصوص عفونت ادراربها هتعفون

 نیا عیبا توجه به گستره وس .(6) قرار گرفته است قیتحق

بر  کیوتیربپ تیفعال یمولکول یبه بررس نهیزم نیدر ا یباکتر

 یهاعفونتاز  PCRجداشده با روش  پاتوژن هیسو یرو

  .(3) استپرداخته شده  یو کشت سلول یادرار

 هامواد و روش

مطالعه تجربی حاضر دارای کد اخلاق به شماره 

IR.IAU.CTB.REC.1401.017 .برای مطالعه  می باشد

ی ادراری از آزمایشگاه بیمارستان ناجا امام نمونه 40حاضر، 

آوری شد. سپس سجاد)ع( بخش میکروبیولوژی جمع

ای هآوری شده از نظر ویژگیهای باکتریایی جمعکلونی

فنوتیپی کلونی )رنگ کلونی، شکل کلنی و... ( ارزیابی 

نگ در رهای صورتی های گرم منفی با کلونیشدند و باسیل

ر این های غیر تخمیری دمحیط کشت مکانکی آگار )باکتری

ی هایی که دارای جلارنگ می باشند( و نیز کلونیمحیط بی
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 هایعنوان سویهبودند، به EMB در محیط 3فلزی

. برای حصول اطمینان از شدندانتخاب  E. Coli 4یوروپاتوژن

رد موهای بیوشیمیایی ذیل در ها، تستصحت انتخاب کلونی

صورت جداگانه انجام های مورد نظر بههر یک از کلونی

 : شدند

تست باکتری از نظر  برای TSI ها در محیطکشت کلونی (1

و  H2S تخمیر قندها )گلوکز، لاکتوز، سوکروز(، تولید

 تولید گاز

 تست مصرف سیترات در محیط سیمون سیترات  (2

 SIM در محیط (Motility)تست تحرک باکتری  (3

 با استفاده از معرف کواکستست اندول  (4

 (VP)پروسکوئر -ووگزوتست(MR)تست متیل رد  (5

 تست اوره آز (6

که E. coli ایزولۀ یوروپاتوژن  40در نهایت تعداد 

های ها در مورد هر یک از تستواکنش مربوط به آن

های سوش عنوان، به(1)جدولبودندمذکور به شرح زیر 

انجام تحقیقات انتخاب شده و برای  E. coli یوروپاتوژن

 .E های بالینی نگهداری ایزوله . بعدی نگهداری شدند

coliاین صورت انجام شده که ابتدا مقادیر مناسب و  به

های باکتریایی را در کنار شعله و با کافی از کلونی

حیط م . سپس، دراستفاده از آنس استریل برداشته شد

رشد ها قادرند . این محیطشدند، تلقیح TSBنگهدارنده 

ها را به مدت طولانی تأمین کنند. بعد از تلقیح سوش

و  شدگلیسرول به محیط اضافه  %15باکتری به نسبت 

نمونه ادراری انتقال داده شد.  -C 70° ها به فریزرنمونه

)آگار ( کشت خطی داده و در  EMBروی محیط کشت 

های افتراقی ریخته شد تا با بررسی جلاء فلزی به لوله

 های آمادهپی برده شود. سپس روی پلیت E. coliوجود 

،کشت خطی داده اهعدد( روی پلیت 40ها )شده از نمونه

 h و دشبه انکوباتور منتقل  اهاز کشت، نمونه پس. شد

از  h 24 از پس. شدداده ها برای تشکیل کلنیزمان  24

  .دشو به یخچال غیر استریل منتقل  شدانکوباتور خارج 

 تشخیصی باکتری هایتست .1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
3 Methalic Sheen 4 Escherichia coli europathogenI 

 TSI تست
 

 اسید/اسید

 --+/ تولیدگاز

H2S 
-- 

 -- مصرف سیترات

 --+/ تحرک باکتری

 + اندول

 + متیل رد

 - وژز پروسکوئر

 - اوره آز
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شکیل ت یهایو کلن ساخته شدمحیط کشت مایع در ادامه کار

محیط کشت جامد در محیط کشت مایع هینتون  شده روی

هینتون محیط کشت  gr 39/3 ابتدا. شد داده براث کشت

آب  cc 30 و در شدوزن  به عنوان محیط کشت مغذیبراث 

ریخته  15از این محلول در فالکون  cc 5مقدار  .شدمقطر حل 

به شیک انکواتور  h 24خانه گذاری شد. پس از شد و گرم

 یهرحلمدر  خانه گذاری شد.نیز در آنجا گرم h 24منتقل و 

، DNA استخراج . پس ازاست شدانجام   DNAبعد استخراج 

طراحی . شد انجامطراحی پرایمر اختصاصی  PCR انجام برای

واند منجر به عدم تکثیر قطعه مورد نظر تیم پرایمر نامناسب

و یا از سوی دیگر منجر  PCR تولید کم محصول، PCRدر

در این  .شود  PCRبه تولید غیر اختصاصی محصولات

پرایمر ابتدا توالی ژن مورد مطالعه به برای طراحی  پژوهش

دست هتوالی اسیدنوکلئیک بای هکز بانا FASTA فرمت

 تفادهسابا  پژوهشتمامی پرایمرهای استفاده شده در این . مدآ

تخصیص  برای. طراحی شده است Gene runnerاز نرم افزار 

توالی فوق در پایگاه اطلاعاتی ، پرایمرهای طراحی شده دادن

NCBI ،BLAST ،  و واکنش  انیشده و میزان همپوشبررسی

 سنتزسپس . شدبررسی ا همو ارگانیسا هنمتقاطع سایر ژ

نش مخلوط واک. شدسفارش داده  پیشگام شرکت به مریپرا

آب دوبار ،  (Forward و Revers) مریپرا شامل

هدف  DNA تیو در نها Master Mix،  (DDW)ریتقط

 همورد نظر ب های نمونه انجام مراحل کاراضافه شد و برای 

ام انج یبرامثبت و منفی گذاشته شد.  های همراه کنترل

 Master Mix، µlاز µl 5/12 وبیکروتیمراحل کار در هر م

 µl و Forwardو  Reverseای هرمیاز هر کدام از پرا 5/0

2DNA  ۀنمون(Template مورد نظر وارد )لازم به ذکر . شد

مورد نظر  های نمونه ،PCR هایاز تست یسراست که در هر 

از نبود  نانی)جهت اطم یکنترل مثبت و کنترل منف به علاوه

. شدداده  PCRمجهول ای ههدرتست( به همراه نمون یآلودگ

 یهاDNA مجهول و یهاDNA یحاو PCR مخلوط ،سپس

 نیا .شدند قرار داده کلریدر داخل دستگاه ترموسا، کنترل

تا به حجم مورد نظر  اندشدهمخلوط  ایگونهبه  ریمقاد

داخل ارلن ریخته  ،ml 50 مقدار، از تهیه بافر پس. رسیدند

 gr 1 ابتدا، بعد از تهیه بافر. شد دهقرار دا هیترو روی  هشد

  TBE )مایکرولیتر( بافر µl  40 و سپس شدهوزن پودر آگارز 

1X در ادامه کار پودر آگارز و بافر . شدگیری در ارلن اندازه

 ز رویاارلن . شد دادهو روی هیتر قرار  شد درون بشر ریخته

. رسید C 45-40° حدود دمای به سپس وشده شعله برداشته 

سپس دو . اضافه شد  Safe Stainبه آن  µl 1 سپس به مقدار

کناری ای هب)سینی مخصوص ژل( با قال Trayطرف 

در محل مخصوص خود قرار ا ههمخصوص بسته شد و شان

بالاتر است( و  Trayاز سطح  mm 1 )شانه حدود. داده شد

ه شد ب ژل به آرامی و با دقت داخل سینی مخصوص ریخته

طور یکنواخت )با و ژل به ،نشودحبابی تشکیل طوری که 

سینی را . شدپخش  Tray( در سطح mm 4 ضخامت حدود

 ارمقد. داده شد قراربه همراه ژل در داخل تانک الکتروفورز 

µl 7 و µl 1 آرامی به مخلوط کرده و با هم  را بافر مخصوص

 دستگاه .شد یقتزر آگارز ژل هایچاهک داخل در و با دقت

و رسیدن  min 45 تنظیم نموده بعد از گذشت 85را در ولتاز 

 و ها به نزدیکی چاهک دوم جریان الکتریسیته قطع شدنمونه

دستگاه  UVبا استفاده از نور  سپس، ژل ژل برداشته شد.

.در چاهک اول بررسی شد  DNAهای ترانس لومیناتور باند

  .هم مارک قرار داده شد

ی انستیتو باز بانک میکرو کازئی لوسیلاکتوباسسوش 

 براث MRSکشت طیمح هیاز ته پس .پاستور ایران تهیه شد

 ml مورد نظر در یباکتر، هطبق دستورالعمل شرکت سازند

 h 48 سپس به مدت .شد حیتلق عیما MRSکشت  طیمح 20

از  پس. قرار گرفت C 37° یو در دما یهوازیب طیدر شرا

 مدت هب rpm 510 کشت با دورطیمح، یرشد کامل باکتر

min 2 آوریجمعدست آمده هو سوپرناتانت ب شد وژیفیسانتر 

از  ،در سوپرناتانت یاز عدم حضور باکتر نانیاطم یبرا. شد

 نیاستفاده شد و سوپرناتانت از ا mµ 24/0 یسر سرنگ لتریف

 .عبور داده شد لتریف

-Double Positivموردنظر)ای هیاز باکتر تدابدر ا

Double Negativeبراث  نتونیکشت مولر هطی( در مح

رم در س یاز هر باکتر یسپس مقدار. شد هیکشت تازه ته

 هیته OD=0. 1برابر با  یتا کدورت شدحل  لیاستر یولوژیزیف

ترق ،گرید سویاز . مک فارلند است میشود که برابر با ن

( با % 10 و5/12، 15، 20، 25از سوپرناتانت ) یمختلفای ه

 هیته ml 1 براث در حجم نتونیکشت مولر ه طیاستفاده از مح
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موجود  یاز باکتر یحجما ههاز نمون کیدر انتها به هر . شد

 510برابر با ا هیباکتر زانیکه م شداضافه  یولوژیزیدر سرم ف

 نیهمچن. داده شدندقرار  C 37° یدر دما و بود ml در یباکتر

( و یکشت به همراه باکتر طیگروه کنترل مثبت )مح کی

کشت و ماده مورد تست( در  طی)مح یگروه کنترل منف کی

شد و  یبررسا هیکدورت باکتر h 24بعد از . شد نظر گرفته

 یراب شدمشاهده ن یآن کدورت رشد باکترکه در ایی ههنمون

یسنجش تاثیر مواد بر روی رشد باکتر .شدثبت  MIC نییتع

 . اشدبیم میکروبیولوژیای هنیکی از مهمترین آزموا ه

 باکتریالآنتی تاثیر، اهیباکتر رشد از ممانعت، تاثیرات

آنتیای هودار در تاثیر این عمده طوربه که ودشیم نامیده

 برای بیوگرامآنتیای هنآزمو از. شده است مشاهده بیوتیک

ت روتین در صور به، اهکبیوتیآنتی بخشی اثر بررسی

ود تا اثر بخششیم میکروبیولوژی استفادهای ههآزمایشگا

آنالیز آنتی .شودبیوتیک برای باکتری انتخاب ترین آنتی

کبیوتیمطالعه میزان اثربخشی آنتی ،باکتریالگرام یا آنتیوبی

یا سایر ترکیبات ضدمیکروبی برای جلوگیری از رشد ا ه

ای هشوان با استفاده از روتیم این توانایی را. استا هیباکتر

سازی در لوله یا کشت میکرواروگانیسم در پلیت مطالعه رقت

کتریال بر پایه دو اصطلاح میکروببا یمبانی آنت. کرد

غلظتی از یک ، MI منظور از :اشدبیم MBCو MIC شناسی

واند رشد باکتری را در محیط تیم باکتریال است کهآنتی

حداقل غلظتی از ، MBC اصطلاح .دآزمایشگاهی مهارکن

، این مرحلهدر . ردبیم را از بینا هیکه باکتر دارو است

 اشرشیاکلی بالینیهای حساسیت میکروبی هر یک از ایزوله

ز ا پس. است شدهارزیابی  سیلینآمپی به آنتی بیوتیک نسبت

لاکتوباسیلوس ساعته باکتری  48تهیه سوپرناتانت کشت 

از  (8/1،  4/1،  2/1،  1) هایاز رقت µl 40، کازئی

 خالی بیوگرامآنتی مخصوصهای سوپرناتانت به دیسک

سیلین با بیوتیک آمپیهمچنین یک دیسک آنتی. شداضافه 

عنوان کنترل و این دیسک به در دیسک تهیه شد gµ 4 غلظت

تون در محیط کشت مولر هین ،مثبت در نظر گرفته شد. سپس

 OD= 0.1آگار از باکتری تازه کشت داده شده )با کدورت 

صورت انبوه ولوژی استریل( با سوآپ استریل بهدر سرم فیزی

به نمونه مورد غشته های آکشت داده شد. سپس دیسک

های مناسب در محیط آگار یلین با فاصلهسآزمایش و آمپی

انکوبه  C 37°ر در انکوباتور h 24 و به مدت نددقرار داده ش

د. ششدند. قطر هاله عدم رشد توسط خط کش اندازه گیری 

های ها، وجود و یا عدم وجود ژنتحلیل دادهودر مورد تجزیه

ه مبتلایان ب جدا شده از اشرشیاکلیهای مورد نظر در نمونه

بیمارستان امام  عفونت ادراری مراجعه کننده به آزمایشگاه

ر روی و اثر پروبیوتیک ب سجاد )ع( ناجا بخش میکروبیولوژی

شد.. ی آماری استفاده هااز آزمونیزوله شده باکتریهای ا

 Pismافـزارنـرم test-t هـای آمـاری ازارزیـابی برای

Graphpad   صورت هـا بهو تمـامی داده شداسـتفاده  6نسخه

ویه در سویه بالینی و س. و به دو با یکدیگر مقایسـه شـدندد

، درحضور پادزیست )بـاکتری اشرشیاکلیاستاندارد 

ر هاله عدم قطپروبیوتیک( نسبت بـه عـدم حضـور پادزیسـت 

. ایــن موضـوع در حـالی مـیشدمشـاهده داری رشد معنی

های بالینی داری در میان تمامی سویهباشــد کـه تفـاوت معنی

در مقایسه بـا سویه استاندارد مشاهده نشد و این تفـاوت تنهـا 

چندسویه بالینی نسبت به گروه استاندارد مشاهده شد  در میـان

های بالینی های میان سویهتواند با تفاوتکه این موضوع می

.باشد مرتبطها در برخی از ویژگی

 PCRمورد استفاده در  یپرایمرها مشخصات .2جدول ٍ ٍ 

 

 

 

                                                           
 (Base pair: جفت باز( 1

(3'به  5') یتوال نام پرایمر bp) اندازه 
1) 

papG 
F: CTACTATAGTTCATGCTCAGGTC 

470 bp 
R: CTGACATCCTCCAACATTATCGA 
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 شگاهیمراجعه کننده به آزما یمبتلا به عفونت ادرار مارانیاطلاعات مرتبط با ب .3جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نمونه کنترل متبت 3، نمونه کنترل منفی؛ چاهک 2؛ چاهک papG، نمونه مثبت برای ژن 1 چاهک :PCRنتایج  .1شکل

 

  نتایج

ایزوله بررسی  40 تعداد 1400تا بهمن  1399اسفند از         

با استفاده از  اشرشیاکلی ایزوله 40 شده و از این تعداد،

گیری مستمر در ه است. نمونهجدا شدهای بیوشیمیایی تست

سجاد )ع( ناجا  آزمایشگاه بیمارستان امام طی چند ماه از

دراری ابیماران مبتلا به عفونت مجاری ، بخش میکروبیولوژی

 (3)جدول ه است شدمراجعه کننده انجام 

 یباکتر ییشناسا

 یارهیواکنش زنج شیاز آزمادر این پژوهش 

مورد نظر  یهاحضور ژن ییشناسا ی( براPCR)مرازیپل

 یبرا زین یاز روش کشت سلول ،نیهمچن .استفاده شده است

 مرهایو مشخصات پرا یتوالاستفاده شده است.  جینتا دییتا

دست آمده به یمورد نظر با استفاده از مقالات و متون علم

 هشداستفاده  مرازیپل یارهیها در واکنش زنجاست و از آن

 یمرهایپرا Master Mixالگو و  DNAبا استفاده از  است.

forward و reveres  با کمک دستگاهPCR  ییبرنامه دماو با 

و سپس با روش  شده ریمورد نظر تکث یمناسب توال

. است ه شدهها پرداختآن ییآگار به شناساو ژل  الکتروفورز

 جنسیت
 درصد 23 مرد

 درصد 77 زن

 

 وضعیت بیماران

 درصد 71 مراجعه کننده دارای بیماری

 درصد 29 مراجعه کننده بدون علائم بیماری

 

 سن بیماران

سال 40زیر   درصد 37 

سال 40بالای   درصد 63 
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استفاده شده  ازیدر صورت ن زین NCBI یژن کاز اطلاعات بان

 است.

 های مولکولینتایج آزمایش

های اشرشیا کلی با تکنیک در سویه  papG وجود ژن

PCR سوش استاندار . (1)شکل بررسی شدE. coli کنترل(

کنترل مثبت در نظر گرفته  عنوانبهATCC25922 (تمثب

اشرشیاکلی  سویه 40 نشان داد که ازPCR نتایج  .شده است

در  ژل آگارز  papGژن  PCRسویه پس از  8 ،ایزوله شده

 اند.باند واضح نشان داده

 های پروبیوتیکباکتریآزمون کشت نتایج 

 نینگایمک، یوتیپروب یهایکشت کامل باکتر در آزمون

توسط  وروپاتوژنی یاکلیشقطرهاله عدم رشد اشر

 mm شاهد ی، اما بر رو بود mm 9 1کازئی لوسیلاکتوباس

 ئیازک لوسیلاکتوباس یکروبیاثر ضد من، یهمچن .بود 19

 لکام که از کشت یدر حالت وروپاتوژنی یاکلیاشرش یبررو

تراز حالت به مراتب کم، شدهاستفاده  کیوتیپروب یهایباکتر

اثر  ی. در آزمون بررسه استبود اهوگرامیب یمشابه در آنت

 ها درکدورت لوله یبررسسوپرناتانت،  یکروبیمضد

ه است ک هنشان داد یاکلیاشرش کیوروپاتوژنی یهانمونه

حداقل غلظت مهارکننده رشد سوپرناتانت  نیانگیم

شاهد  یبر رواین مقدار اما  است. 9لوس کمتر از یلاکتوباس

. بررسی نتایج حاصل از این مطالعه نشان است 19از  شتریب

 کروبییاثر ضد م ،سکیکه در روش انتشار د است هداد

 در .ها در سطح معناداری به رقت وابسته استکیوتیپروب

د ، قطر هاله عدم رشکیوتیپروبرقت های بالاتر باکتری 

 .(5جدول )کوچکتر شده است

 

 

 2MBC و MIC هایدست آمده تستهدرصد نتایج ب .4جدول 

 

 

 

 

 

 mm به رشد عدم هاله قطر. 5 جدول 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

                                                           
1 Lactobacillus casei 2MIC و MBC  تعیین آزمون آنتی بیوگرام  

+                + -                - 

MIC MBC MIC MBC 

12.5% 25% 12.5% 20% 

12.5% 25% 12.5% 20% 

15% 20% 12.5% 25% 

12.5% 25% 10% 25% 

12.5% 25% 12.5% 25% 

مپی سیلینآ 1/8 1/4 1/2 1 نمونه  

1 10 5 0 0 20 

2 9 6 0 0 20 

3 9 0 0 0 18 

4 9 0 0 0 19 

5 9 0 0 0 19 
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 های عدم رشدو هاله سویه برروی پروبیوتیک مهارکنندگی فعالیت نتایج. 2شکل 

 

 MBC-MICهای نتایج تست

های مختلفی از  رقتکه شامل  MIC-MBC در روش تست

تهیه شده از ( %10و  %5/12، %15، %20، %25سوپرناتانت )

ها  صورت مستقیم از این رقت بودند، بهباکتری پروبیوتیک 

 یکازئ سلویلاکتوباسو سویه  شدبرای انجام تست استفاده 

که با غلظت معادل نیم مک فارلند تهیه شـده بودند بعد از 

 (.4)جدول شدند  ساعت انکوباسیون بررسـی 24حدود 

 نتایج تست حساسیت آنتی بیوتیکی

 گزارش تست دیسک دیفیوژن

شـود اثر مهاری  مـی مشـاهده 2درشکل همانطور که 

به همراه نمونه جدا شده از بیمار  5بر روی  E.coli با کتری

در  gµ 4یک دیسک آنتی بیوتیک آمپی سیلین با غلظت 

دیسک تهیه شده و این دیسک به عنوان کنترل مثبت در نظر 

 گرفته شده است. 

مـورد ت جداگانـه قطره هاله عدم رشد ایجاد شده به صور

 mm 10-0گیری قرار گرفت که در رنـج  بررسی و اندازه

سپس قطر هاله عدم رشد توسط خط کش اندازه  شد.گزارش 

 قابل مشاهده است. 5جدول گیری شدند که در 

 گیرینتیجهو بحث

دست آمده از این مطالعه در مورد هبا توجه به نتایج ب

 هک گرفت نتیجه توانمی طور این نظر، مورد هایژنشیوع 

 یادرار یمبتلا به عفونت مجار مارانیب نبی در هاژن این شیوع

 صیتشخ یابزار کارآمد برا کی PCR و روش باشدیبالا م

در  یرارعفونت اد ییزایماریعوامل ب ییو شناسا عیسر

یآنت نتریمطالعه موثر نیحال در ا نیاست. در ع یاکلیاشرش

اما  باشد،یپنم م یمیمورد مطالعه ا یهازولهیا هیعل کیوتبی

 کیوتبییآنت نیاز حد، مقاومت به ا شیب زیدر صورت تجو

از نظر  یممکن است رخ بدهد. عفونت دستگاه ادرار زین

ظر قرار دارد از ن ومدر مرتبه د ،یپس از عفونت تنفس وع،یش

بزرگسال به پزشک، در مرتبه اول قرار دارد با توجه  ینمراجع

 اریو عوارض بس یبه عفونت ادرار یبه سهولت ابتلا

 مانیعفونت خون، زا ه،یکل یی: نارسالیخطرناک آن از قب

و درمان ممکن است  صیزودرس که در صورت عدم تشخ

 ،یو درمان عفونت ادرار صیتشخ تیاهم فتد،یاتفاق ب

از جمله  یاز امراض عفون یاریدر بس .شودیمشخص م

ز درمان به لازم است پزشک قبل از آغا یعفونت ادرار

عامل  تیحساس نییتع نیعامل عفونت و همچن یشناخت قطع

. دیمبادرت نما ،یکیوتبییآنتموجود به عوامل  ییایباکتر

 یهاهیسودر  papG ژن بررسی بیانپژوهش  نیهدف از ا

 عفونت هاینمونه جدا شده از O157: H7 یاکلیاشرش

د محدو دلیلبه مراجعه کننده بوده است. مارانیدر ب یادرار

نمی هانمونه یرگیدر اندازه تمحدودی و هابودن تعداد نمونه

د راستفاده ک عیوس یآمار یرگیجهینت کی یاز آن برا توان

ز ا یناش ریعوارض و مرگ و مبا در نظر گرفتن  و همچنین
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مردم اغلب  هاروسوی و ها، مخمر زایماریب هاییباکتر

وجود در حال  نی. با اهستند یعموم هایکروبینگران م

 یکه باکتر دهدیاز شواهد نشان م ایحاضر مجموعه

طبق  (.9به سلامت انسان کمک کند ) تواندیم کیوتیپروب

از  ی، مانند برخ ییغذا هایشده مکمل جامان قاتیتحق

 یاریسکنترل ب یمعتبر برا نهیگز کی، به عنوان هاکیوتیپروب

 یبرا یادیتلاش ز نیبنابرا (.10اند)ظاهر شده هایماریاز ب

 هاکیوتیمانند پروب یعیو طب خطریب هایکیوتبییآنت افتنی

(.در حال حاضر استفاده از 11در حال انجام است )

در برابر  یمناسب نیگزیبه عنوان جا هاکیوتیپروب

و  کیوتیب یمقاوم در برابر آنت هایسمیکروارگانیم

و  شوندیم ییکه سبب فساد مواد غذا هاییسمیکروارگانیم

موارد عنوان شده  یالبته در برخ (.12در نظر گرفته شده است)

 یکشت حاو هایطیمح نیکه ا یفقط در صورت ،است

قرار داشته  یخاص pH در ایباشند و  ظیلغ کیوتیپروب یباکتر

(. 13آن را مشاهده کرد ) یاثر مهار توانمیباشند، 

ر از د کیوتیبر اتصال پروب یادیاثر ز pHمانند  ییفاکتورها

 (.14)بردن هاله رشد دارند  نیب

اثر مهاری  یرو در پژوهش حاضر به بررس نیا از

های هیو سو یلکایبر روی باکتری اشرش کیوتیباکتری پروب

عنوان به یکیوتبییآنتپرداخته شـده است ، مقاومت  ینیبال

 افتهی شمشکل در حال رشد در سراسر جهان گستر کی

 نیا ییتوانا ک،یوتیپروب یهایمهم باکتر یژگیاست. و

 یاهسمیکروارگانیتعداد م شیزافمهار ا برای هایباکتر

. ها استآن ییزایماریمهار قدرت ب زیو ن زایماریب

با  لوس،یجنس لاکتوباس لیاز قب کیلاکتدیاس یهایباکتر

 یهاسمیمکان یریکارگبه زیو ن یکروبیمضد یهاعامل دیتول

راستا  نیدر ا یموثر اریعملکرد بس یدارامختلف، 

عفونت  یموثر بر رو هاییباکتر گریاز د (.15)تندهس

 لوسیسلاکتوبا توانیم یاکلیاشرش یاز باکتر یناش یادرار
ا به نام برد که  قادرند برا  یکازئ لوسیلاکتوباس و 1پلانتاروم

 یکل ایاشرش یبا باکتر یریدام انداختن و تجمع پذ

ن در آ لمیوفیب لیمانع تشک کاهش اتصال واوروپاتوژن سبب 

 (.16) شوند یشگاهیآزما طیشرا

                                                           
1 Lactiplantibacillus plantarum 

دست آمده شامل هب هاییباکتر نتریعمدهاز بین 

 سودوموناس، ،رتروباکتیس ،انتروباکتر ،لایکلبس، یاکلیاشرش

جدا شده،  هاییاکثر باکتر رسدیبه نظر مها، لوکوکیاستاف

مقاومت  و تیحساس یفراوان زانیبدن بودند و م یعیفلور طب

از جمله  جیرا هایکیوتبییبه آنت نسبت یباکتر

یباکتر،  % 49 ی این است کهدهنده نشان موکسازولیکوتر

 تواندیمقاومت م نای که اندذکر شده به آن مقاوم شده های

به عنوان  نیپروفلوکساسیس نیباشد و همچن یاکتساب ای یذات

 یدر باکتر % 82 تیبا درصد حساس کیوتیبیآنت نتریموثر

E.coli  هنوز هم نقش  هاکیوتبییآنت نیکرد که ا یمعرف

در دهه گذشته  (.17) دارند هادر درمان عفونت ییبسزا

 و یجداساز رویبر ایدر مناطق مختلف دن یادیمطالعات ز

مختلف  یهابا روش یعوامل عفونت ادرار یفراوان یبررس

شده  ماانج یملکول تیهو نییتع ایکشت و  یهااز جمله روش

 .است

و در تحقیقی به بررسی  (1395)علیشاه و همکاران 

و   papGای هنیوتیکی و ردیابی ژبیمقاومت آنتارزیابی 

papC   در باکتری اشرشیاکلی جداشده از بیماران مبتلا به

 توصیفی مقطعی پژوهشدر این . پرداختندعفونت ادراری 

ونت دستگاه ادراری مراجعه کننده به به عف ودک مبتلاک 50

و پس از جداسازی باکتری و  آوریجمعمرکز طبی تهران 

ای هنو حضور ژ انجام شد لازمای هنآزمو DNA استخراج

. شدبررسی  هچند گان PCRبه روش  PapC  و  papGکلاس 

 I سکلا  papGو  papCای هنمطالعه نشان داد ژ این نتایج

 یفیمبریه در اشرشیاکل  papکدکننده ادهسینرین ژن تعشای، 

ایج علت تفاوت نت. جداشده از عفونت دستگاه ادراری هستند

این پژوهش با سایر مطالعات به دلیل تنوع منطقه جغرافیایی 

به ( 1392)محمد حسن شیرازی و همکاران . (18) اشدبیم

و  اشرشیاکلی یوروپاتوژن  PapGبررسی کلونینگ ژن 

، ژناشرشیاکلی یوروپاتو. بررسی تنوع توالی آن پرداختند

با وجود آنتی. ندباشهای ادراری میپاتوژن غالب در عفونت

های دخالت کننده در های مختلف باکتریها و توکسینژن

های ناشی از یکی از عوامل مهم در عفونت، ایجاد عفونت

 باکتری چسبیدن، های گرم منفیاشرشیاکلی و سایر باکتری
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 ،بنابراین مهار اتصال باکتری، باشدبه سطح سلول میزبان می

، کهبا توجه به این. راهکاری مناسب جهت مهار عفونت میباشد

، دکنعمل می عامل چسبندگیبه عنوان   PapGپروتئین 

های بالینی یک بین سویه   papGترمینال   Nی بنابراین ناحیه

توان از آن برای طراحی می کهتوالی حفاظت شده است 

 . (19) کردواکسن علیه عفونت ادراری استفاده 

 یدر پژوهش( 1394)و همکاران  علیرضا مهریاری

  papGژن   IIIو  I ،IIای هسشناسایی و تعیین فراوانی کلا

جدا شده از بیماران مبتلا به   Escherichia coliباکتری 

 یهنمون 55، پژوهشکه در این ، عفونت ادراری پرداختند

از ، ادراری افراد مبتلا به عفونت دستگاه ادراری

پس از . وری شدآعای بالینی شهر تهران جمههآزمایشگا

 papGای هنحضور ژ،  DNAجداسازی باکتری و استخراج 

I  ،papG II  و papG III   با استفاده از روشMultiplex 

PCR   که ژن  نتایج نشان داد. شدندبررسیpapG II  

  P یهفیمبری  papGنوع  ادهسین یهرین ژن کد کنندتعشای

جدا شده از عفونت دستگاه ادراری در شهر  اشرشیاکلی در

واند اطلاعات با ارزشی را در تیم، این مسأله. تهران است

ناسی عفونت دستگاه ادراری و راهکارهای درمانی شبآسی

به  (1395) افسانه شعبان و همکاران .( 2)کندفراهم ، پیش رو

  papG نای انتروپاتوژن دارای ژهپبررسی فراوانی سروتای

در اشرشیاکلی جداسازی شده از ادرار و خون بیماران بستری 

ن و فراوانی ژ انجام شد بادآمای شهرستان خرهندر بیمارستا

PapG  به روشMultiplex PCR  در طی این  شد.بررسی

اشرشیاکلی در   papG (IIو  (III بررسی حضور ژن

.  انتروپاتوژن جداسازی شده از ادرار و خون مشاهده شد

های های انتروپاتوژن نیز قادرند مانند سویه، سویهبنابراین

ایجاد منجر به  Pو فیمبریه  papGیوروپاتوژن دارای ژن 

 .(20)شوندسمی های ادراری و سپتیعفونت

بهینهپژوهشی به در ( 1395)فاطمه اشرفی و همکاران 

در سویه  PapG. AcmAسازی بیان تولید پروتئین نوترکیب 

سازی و نتایج نشان داد که کلون. بیانی اشرشیاکلی پرداختند

اده استف ،همچنین. اشدبیم قابل انجام  AcmA. PapGبیان ژن 

از منبع کربن گلوکز درترکیب محیط کشت پیچیده نسبت به 

                                                           
1 Antagonist 

تخلیص و با در نهایت . داردبیان بهتری   LBمحیط کشت 

نوان وان از آن به عتیم، زایی پروتئین نوترکیبارزیابی ایمنی

محمد حسن  .(21)کردیک کاندیدای واکسن استفاده 

  PapGبه بررسی کلونینگ ژن  (1392) شیرازی و همکاران

 .اشرشیاکلی یوروپاتوژن و بررسی تنوع توالی آن پرداختند

 هایعفونتپاتوژن غالب در ، اشرشیاکلی یوروپاتوژن

های مختلف ها و توکسینژنآنتی با وجود. باشدمیادراری 

یکی از عوامل ، های دخالت کننده در ایجاد عفونتباکتری

های های ناشی از اشرشیاکلی و سایر باکتریمهم در عفونت

، باشدچسبیدن باکتری به سطح سلول میزبان می، گرم منفی

مناسب جهت مهار  راهکاری، بنابراین مهار اتصال باکتری

به عنوان   PapGپروتئین ، با توجه به اینکه. باشد عفونت می

کاندیدی مناسب برای تهیه واکسن ، دکنادهسین عمل می

 .است

های بالینی در بین سویه  PapGترمینال ژن Nناحیۀ 

توان از آن برای طراحی یک توالی حفاظت شده است و می

و  جانیف. (19)کردواکسن علیه عفونت ادراری استفاده 

 یمولکول تیفعال یبه بررس پژوهشیدر  (2018)همکاران 

 و چند رهیتک زنج کیوتیپروبای ههمختلف گونای ههگون

ای ههگون دیمقاومت شد .پرداختند لیاکیشاشر رهیزنج

سبب شده  اهکیوتیبیآنت از یاریبس به E. coli  یزایماریب

رار مورد توجه محققان ق اریبس یباکتر نیا نهیدر زم مطالعات

 زا و مقاومیماریب ایههمقابله باگونای ههز راا یکی .ردیبگ

E.coli نیهدف از ا. است کیوتیپروبای ههستفاده از گونا 

با  1یستیگونیآنتعوامل  تیفعال یابیو ارز یبررس پژوهش

 رهید زنجچن و رهیتک زنج کیوتیمحصولات پروب استفاده از

و  فالاگاس. (22) است E. coli  یکینیکلای هنپاتوژ هیبرعل

ای هیباکتر ریتاث یبه بررس پژوهشیدر  (2006) همکاران

در زنان  یادرارای هتاز عفون یریدر جلوگ کیوتیپروب

از  یادیتعداد ز یادرار یمکرر مجارای هتعفون. پرداختند

کیوتیاستفاده از پروب. ندکیم زنان در سراسر جهان را مبتلا

از ابتلا به  یریشگیپ یبرا، اهلیخصوص لاکتوباس به، اه

 که ییاز آنجا. در نظر گرفته شده است یادرارای هتعفون

 سالم تسلط ائسهیدر زنان  زا بیماریفلور بر ا هلیلاکتوباس

ت که تح، یفلور ادرار میشده است که ترم شنهادیپ، دارند
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در برابر ا هلیبا استفاده از لاکتوباس، استا هنپاتوژ سلطه

در زنان سالم و زنان مبتلا به . ندشو افظتمح عفونت ادراری

های  آزمایش بسیاری از جملهمطالعات  ی،عفونت ادرار

 یثربخشا و بررسی یابیارز یبرا حیوانی و میکروبیولوژیکی

. انجام شده استا هنروپاتوژیودر برابر ا هکیوتیپروب یمنیو ا

ای ههاز گون یبرخ یبرای اهکنند گرمدلی اههافتیآنها  شتریب

 نیدر ب دیرسبه نظر می .داشتندا هلیخاص لاکتوباس

 Lactobacillus rhamnosus ،های مورد مطالعهلیلاکتوباس

GR-1 و L. reuteri RC-  پیشتر)که L. fermentum RC-14 

 .L. مؤثرتر است UTIاز  یریجلوگ ید( براشیم دهینام

Casei shirota وL. crispatus CTV-05 یدر برخ زین 

 .L رسدبه نظر نمی .نداهخود را نشان داد یمطالعات اثربخش

rhamnosus GG به  یادرار یهااز عفونت یریشگیدر پ

شواهد حاصل از مطالعات موجود . دنهمان اندازه مؤثر باش

از  یریشگیپ یوانند براتیا مهکیوتیکه پروب داده شده نشان

 ،نیهمچن. باشند دیزنان مف رمکرر د یعفونت ادرار

 یشتریب قاتیتحق، حالنیبا ا. دارند یخوب یمنیمشخصات ا

در  (2004) و همکاران گرازدانوف .(8)است ازیمورد ن

 کیوتیپروب یکیساختار ژنت زیو آنال یبه بررس پژوهشی

 نیدر اا هنآ. پرداختند 1917 سلین رهیزنج یاکلیشاشر

زا یماریبای ههگونمختلف کروموزوم ای هتقسمپژوهش 

و  tRNA زیآنالای هشبا رورا   E. coli یزایماریب ریو غ

با روش  DNA یو بررس( GEIs)ژنوم  ریجزا یبررس

شواهد حاصل از . مطالعه کردند DNA/DNA نویداسیبریه

مختلف جذب آهن،  یهاستمیس که دادنشان  لعهمطااین 

ن ای زیآمتیموفق یبقا به توانندمیها و پروتئازها، چسبنده

ه احتمال بکه کنند،  کمکروده انسان سویه پروبیوتیک در 

 کیوتیپروبتوسط این سویه از   E. coliاز بین رفتن  سبب ادیز

 .(7)شودمی

 یهایکه موجب رشد باکتر هاکیوتیمصرف پروب

 شوندیمضر م یهاکروبیم ییزایماریکاهش ب ایروده  دیمف

 یشگوار ستمیسلامت سویژه سلامت بدن و به نیدر تضم

طور گوارش به ستمیاز آنجا که س. است ریچشم گ اریبس

 دیتولبا  هاکیوتیدارد، پروب ریبدن تاث یمنیا ستمیس بر میمستق

بدن  یمنیا ستمیس تیموجب تقو هاتیلنفوس شتریهر چه ب

. کنندیم یریجلوگ یعفون یهایماریو از بروز ب شوندمی

مواد  رفتن جذب نیباعث کاهش و از ب هاکیوتیمصرف پروب

. علاوه شودیروده م قیاز طر اتیموجود در لبن یزایآلرژ

ا ، شمار نوزادان مبتلا به اگزممختلف یهاطبق پژوهش ،نیارب

 یکه مادرانشان در دوران باردار یدر کودکان یآلرژ زیو ن

 ریاز سا یریطور چشمگمصرف کردند به کیوتیپروب

در این مقاله به آن که  مطالعاتی جینتا .تر استکودکان کم

هار م ییتوانا کیوتپروبیکـه  دهدمیشده است، نشان اشاره 

 یراز جملـــه باکت ،زایمـــاریهـای برشـد بـاکتری

 یکازئ لوسیلاکتوباس کیوتیپروب ند.را دار یاکلیاشرش
 .داشته است یباکتر هیسو نیا یرو یمثبت ریاستفاده شده تاث

های رایج و بیوتیکهای اخیر مقاومت نسبت به آنتیدر سال

های هـای عفونی به یکی از چالشمؤثر در درمـان بیمـاری

یمقاومت در مقابل آنت جادیا. (23مهم تبدیل شده است)

از موارد در  یاریجهت مهم است که در بس نیاز ا هاکیوتبی

 یالزام کیوتبییکه درمان با آنت ینو زما یماریهنگام بروز ب

میمقاوم شده به درمان پاسخ ن هایسمیکروارگانیاست، م

(. یکی از مهمترین نتایج تحقیق ذکر شده در این 24دهند)

باکتری مورد بررسی به داروی  تا کنونمقاله این است که 

بیوتیک بکار رفته بیوتیک مقاوم نشده است و آنتیآنتی

یک کار و پروبیوتتوانسته هاله رشد باکتری را از میان بردارد 

بیوتیک افزایی روی آنتینیز اثرات همپژوهش شده در این 

دهنده این است که  که نشان داشته استکار رفته هب

هایی توانایی جایگزینی با آنتیمکانیسمالقای  باها پروبیوتیک

 ها را خواهند داشت. بیوتیک

 سپاسگزاری

 دکترو خانم  یاندوهجرد یدکتر رودابه بهزادخانم از 

در  انشای بدلیل همکاری شایسته یمیابراه یآبادتاج میمر

 . سپاسگذارمپیشبرد این پژوهش 
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Abstract 
Escherichia coli  induced urinary tract infection urinary tract infections is a prevalent acquired 

infection in Iran. The papG virulence gene plays a crucial role in the pathogenesis of E. coli, particularly 

in binding to epithelial cells.  In addition, as a group of probiotics, lactobacilli have an important role in 

the body and are therapeutically benefits in some cases. This study aimes to molecularly investigate the 

effect of Lactobacillus casei PTCC 1608 on different strains of uropathogenic E. coli  isolated from urinary 

infection through PCR. The desired strain of E. coli was isolated from patients with urinary tract infections 

and investigated through differentiation methods. The papG gene of the desired strain was evaluated 

through PCR and then strains with positive genotypes were isolated and the antibacterial effect of 

Lactobacillus casei was evaluated through dilution and disc diffusion methods in a liquid medium. The 

antibacterial effect of Lactobacillus casei on antibiotic-resistant uropathogenic E. coli was studies. From a 

total of 40 samples isolated from the urine of patients with urinary tract infections, the results of MIC-

MBC were either positive or negative. The antibiotic sensitivity test at the dilution of 1 to 10 showed an 

inhibition zone of 9 cm. These results indicated that the isolated bacterium was not resistant to ampicillin 

and the antibiotic did not lose its therapeutic effect. Moreover, the probiotic used has a therapeutic role 

and can improve urinary infections. 
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