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  جداسازي و شناسايي باكتري بورخولدريا سپاسيه از 
  ترشحات تنفسي بيماران سيستيك فيبروزيس
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  چكيده
 ،يكي از اين عوامل .يك اختلال شايع وراثتي و اتوزومي مغلوب است ،بيماري سيستيك فيبروزيس :زمينه و هدف

بورخولدريا سپاسيه است كه انتقال آن از طريق استفاده از لوازم مشترك در بخش بستري بيماران سيستيك فيبروزيس در 
باكتري بورخولدريا سپاسيه از ترشحات تنفسي بيماران و شناسايي جداسازي  اين مطالعه،هدف . گيرد مارستان صورت ميبي

  .بيمارستان مسيح دانشوري استمراجعه كننده به سيستيك فيبروزيس 
نمونه ترشحات ريوي مراجعين بيمارستان مسيح دانشوري كه مبتلا به  100تعداد مطالعه توصيفي  يك در :روش بررسي

يا (BCSA ار وـكي آگـمك كان محيط كشتدو روي  ها بر نمونه. آوري شد سيستيك فيبروزيس بودند، جمع
 Burkholderia cepacia selective agar( ساعته در دماي   48پس از يك دوره انكوباسيون . تلقيح شدندCo35، هاي  كلني

 تست حركت واندول،آگار، محيط سيمون سيترات،  TSI جدا و با استفاده از تست هاي فنوتيپي و بيوشيميايي مشكوك
MR_VPتخمير –، اكسيداسيون)OF( آزمون لايزين، –اورنيتين  –، آزمون دكربوكسيلاسيون آرژينين Dnase و مقاومت به ،

  .پلي ميكسين شناسايي شدند
اده با استفايزوله به عنوان بورخولدريا سپاسيه  مورد 5ترشحات مورد بررسي، تعداد  نمونه 100در اين پژوهش از : ها يافته

  .اگرچه نمونه مثبتي توسط محيط كشت افتراقي مك كانكي آگار بدست نيامد .شناسايي گرديدهاي بيوشيميايي  از آزمون
جهت جداسازي بورخولدريا سپاسيه در بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس، بكار گيري محيط كشت  :گيري نتيجه

هاي سيستيك  در عفونت بورخولدريا سپاسيه% 5وجود همچنين . از اهميت خاصي برخوردار است BCSAاختصاصي 
تر در تشخيص اين  هاي حساس هاي كشت اختصاصي و روش فيبروزيس در اين مطالعه، بيانگر نياز به استفاده از محيط

 . باكتري دارد

 ترشحات تنفسيبورخولدريا سپاسيه، سيستيك فيبروزيس،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
 بورخولدريا سپاسيه يك باسيل گرم منفي با      
  اين باكتري، اولين .استميكرومتر  6/1×2/3ابعاد 

  
واحد  ،دانشگاه آزاد اسلاميدانشكده علوم پايه، كارشناس ارشد ميكروبيولوژي،  1

  علوم و تحقيقات كردستان، سنندج، ايران
دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم  گروه ميكروبيولوژي و ايمونولوژي، انشيارد 2

مركز تحقيقات ميكروبيولوژي مواد غذايي، دانشگاه علوم و عضو  پزشكي البرز
 ايران تهران، پزشكي تهران،

مركز ، بخش ميكروب شناسي، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشتاستاد  3
 ايران تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران،، ييتحقيقات ميكروبيولوژي مواد غذا

  
 Walter)توسط والتر بورخولدر 1949بار در سال 

Bulkholder) به عنوان عامل  در دانشگاه كورنل
ف ـاز كشــه پيـشـي ريـايـريـاكتـيدگي بـوسـپ
ك ـ، يهـيـاسـا سپــدريـولـورخــب. )1(دـش
 روف، هوازي و شيميوارگانوتريـري غير تخميـتـاكـب
)Chemoorganotroph( ،اي ـه در دمـد  بهينـبا رش

°C 35–30 اين باكتري در اوايل قرن . باشد مي

 : نويسنده مسئول * 

  ؛  دكتر محمد مهدي سلطان دلال
مواد  مركز تحقيقات ميكروبيولوژي

 دانشگاه علوم پزشكي تهران غذايي

Email : 
Soltanda@sina.tums.ac.ir 

  مقاله پژوهشي



   
 

  انو همكار سلين تلفيان  
  

 
1394مرداد و شهريور  3شماره   9دوره ) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران   

  
                                                                                            

و  يك عامل بيماريزاي انساني،هفدهم، به عنوان 
هاي تنفسي و  همچنين عامل برخي از بيماري

هاي ادراري و عامل تشديد كننده  هاي لوله عفونت
ايمني، عفونت در بيماران مبتلا به نقص سيستم 

. گرانولوماتوز مزمن و سيستيك فيبروزيس مطرح شد
به عنوان عاملي نيز باكتري مزبور در قرن هجدهم، 

براي تهديد زندگي در بيماران سيستيك فيبروزيس 
مرگ و مير در حدود بروز كه منجر به  معرفي گرديد

اين باكتري قادر به ). 2و3(شد در اين بيماران مي% 80
اي مرطوب مانند خاك، آب، ه رشد در اكثر محيط

هاي ضد عفوني  محلولو هاي بيمارستاني،  محيط
  .باشد كننده مي

يك اختلال ، بيماري سيستيك فيبروزيس      
پيدا منوژنيك است كه به صورت چند سيستمي تظاهر 

نشانه ها در  نخستين علائم ومعمول،  بطور. )4(كند مي
در نيز د موار% 5در  ، امادوران كودكي ظاهر مي شوند

اين بيماري با . )5و6(يابند تظاهر ميدوران بزرگسالي 
شود  عفونت مزمن باكتريال مجاري هوايي مشخص مي

كه منجر به برونشكتازي، نارسايي بخش درون ريز 
اي، فعايت غير طبيعي  پانكراس و اختلال كاركرد روده

تناسلي - و اختلال كاركرد ادراري ،غدد عرق
و همكاران،  Henry 1999در سال ). 7و8(شود مي

هاي كشت بورخولدريا سپاسيه را مورد بررسي  محيط
 BCSA(قرار دادند و نتيجه حاكي از آن بود كه محيط

بر ساير ) Burkholderia cepacia selective agar يا
ها از نظر رشد اين باكتري و مهار رشد ساير  محيط
اين لذا، ). 9(هاي دستگاه تنفس ارجحيت دارد باكتري

بورخولدريا شناسايي و تعيين فراواني هدف با طالعه م
 سيستيكمبتلا به در بيماران با روش كشت سپاسيه 

فيبروزيس مراجعه كننده به بيمارستان مسيح دانشوري 
  .انجام شد

  

  بررسي روش
ماه در سال  8طي و در در يك مطالعه توصيفي       
به نمونه ترشحات ريوي از مراجعين  100 ،1391
سال  2غالباً كودكان زير رستان مسيح دانشوري كه بيما
 .مبتلا به سيستيك فيبروزيس بودند، جمع آوري شدو 

 ATCC 25416استاندارد  در تمام مراحل از سوش
 خريداري شده از شركت ويژن بورخولدريا سپاسيه

  .پارس جهت كنترل مثبت استفاده گرديد
مراجعين به پس از دريافت هر نمونه از       

با هدف احياي مجدد  يمارستان مسيح دانشوريب
 براث در محيطها  نمونههاي موجود در آن،  باكتري

)BHI  ياBrain Heart Infusion Broth( شت داده ك
توسط لوپ  ،ساعت انكوباسيون 24و پس از  ندشد

ز سوسپانسيون ميكروبي حاصل سوآپ ايك  ،استريل
محيط محيط افتراقي مك كانكي آگار و روي 

كشت  BCSA بورخولدريا سپاسيا آگار يا تصاصياخ
پس از  ،در ادامه. ساعت انكوبه شد 48و به مدت 
هاي  و انجام آزمونبررسي فنوتيپي  ،انكوباسيون

شامل رنگ آميزي گرم و تست تشخيص اوليه، 
باكتري ها به در اين دو آزمون، . اكسيداز انجام گرديد

اكسيداز كه تست شكل باسيل و كوكوباسيل گرم منفي 
هاي افتراقي انتخاب  ، جهت انجام آزمونآنها مثبت بود

 آگار، TSIها شامل كشت در محيط  اين آزمون. شدند
، محيط سيمون سيترات، تست حركت ،)KIA(كليگلر
 ووژس پروسكوئر و) MR(تست متيل رد ،اندول

)VP(رـخميـت –يونـاي اكسيداسـه ونـ، آزم)OF( ،
مقاومت  و لايزين، نيتيناور ،دكربوكسيلاسيون آرژينين

با توجه به آماده بودن اين . )3و9(بود به پلي ميكسين
تهيه شده از (ها به صورت پودرهاي تجاري محيط
از روز قبل طبق دستور العمل  ،)Merck شركت

  ).1شكل (سازنده تهيه شد
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  هاي افتراقي جهت جداسازي بورخولدريا سپاسيه آزمون: 1شكل
  

 ها يافته

ز ، اBCSAاستفاده از محيط كشت اختصاصي با       
ايزوله به عنوان  5نمونه ترشحات مورد بررسي،  100

  اي ـه آزمـونفاده از ـا استـبه ـاسيـا سپـدريـولـورخـب

  
، اما هيچ نمونه مثبتي شناسايي گرديدبيوشيميايي 

توسط محيط كشت افتراقي مك كانكي آگار بدست 
  .نيامد

  
 

  
  

  )سمت چپ(و در محيط مك كانكي آگار) سمت راست(BCSAط لدريا سپاسيه در محيكلني بورخو :2شكل 
 

      
 48پس از هاي بورخولدريا سپاسيه  ويژگي كلني      

 ،2در اين محيط مطابق شكل ساعت انكوباسيون 
هاي محدب درشت با حاشيه مضرسي، كرم تا  كلني

اگرچه رشد اين باكتري روي . استخاكستري رنگ 
ر اختصاصي مك كانكي آگار بر خلاف محيط غي

، بسيار كند رشد و همچنين BCSAمحيط اختصاصي 
ساعت انكوباسيون  48-  72سخت رشد بوده و نياز به 

ها در محيط مك كانكي آگار مطابق  ويژگي كلني. دارد
، بسيار ريز سوزني با حاشيه چين خورده و 2شكل 

  .باشد خشك مي
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  انجام گرفته روي سوش استاندارد كمپلكس بورخولدريا سپاسيه هاي بيوشيميايي آزمون :1 جدول
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  بحث
 سيستيك بيماران در سپاسيه بورخولدريا عفونت      

 و بوده آئروژينوزا سودوموناس همانند، فيبروزيس

 افزايش با همراه علامت بدون كلونيزاسيون شامل

 با فواصلي در كه است هومورال ايمني پاسخ يكنواخت

 هرچند. تاس اههمر ريوي حاد بيماري از زودهايي اپي

 سپاسيه بورخولدريا آئروژينوزا، سودوموناس برخلاف

 و شده كلونيزه بيماران در موقت صورت به اغلب

 اسـونـودومـس ديـدرص 80 فراواني هـب اهـهيچگ

 درصد 20 حدود ميانگين طور به. رسند نمي آئروژينوزا

 بورخولدريا با فيبروزيس سيستيك به مبتلا بيماران از

  ).2و10(اند نيزه شدهسپاسيه كلو
 هـشب ايـه مـيسـانـرگا تاكسونوميك پيچيدگي      

 مورد و فراگير روش يك فقدان و سپاسيه بورخولدريا

 ها، رگانيسما اين دقيق و سريع شناسايي براي اجماع

 هاي جنبه از بسياري روي بر مطالعه تا است شده سبب

 اهميت شناسايي همچنين و ها باكتري اين مفيد

 روبرو مشكل با مجموعه اين مختلف هاي سويه

 .)3(شود

هنري و همكاران اولين بار فرمول  1996در سال       
نتايج . را طراحي كردند BCSAمحيط كشت انتخابي 

ها نشان داد كه اين محيط خاصيت مهاركنندگي  بررسي
هاي غيرمجموعه بورخولدريا  بيشتري برروي باكتري

  ن ـتري روي ايـاكـن بـايد ـت رشـرعـسپاسيه دارد و س

  
 OFPBL( هايي همچون ر از محيطـراتب بيشتـمحيط به م

 )Lactose -Bacitracin-Fermentation Polymyxin-Oxidation يا

در ). 9(است )Agar Cepacia Pseudomonasيا  (PCAو
سويه جدا شده توسط محيط  5مطالعه حاضر هر 

جدا شد و از محيط كشت  BCSAكشت انتخابي 
هاي ريز  تراقي مك كانكي آگار عليرغم مشاهده كلنياف

. لاكتوز منفي، بور خولدريا سپاسيه شناسايي نگرديد
بيمار مبتلا  113و همكاران،  Wright 2001در سال 

به سيستيك فيبروزيس را با استفاده از محيط كشت 
مورد مطالعه قرار دادند كه در  BCSA انتخابي 
بورخولدريا سپاسيه  از نظر%) 6/35(مورد 53مجموع 

و  Wrightبرخلاف نتايج پژوهش ). 11(مثبت شدند
هاي مطالعه حاضر  همكاران ميزان جداسازي از نمونه

 .بود% 5بسيار كمتر و تنها 

جداسازي كمپلكس بورخولدريا سپاسيه از       
در  و همكاران ط ارمبيماران سيستيك فيبروزيس توس

جداسازي  آنها به عنوان .صورت گرفت 2004سال 
هاي بورخولدريا سپاسيه را در محيط  اوليه، نمونه

كشت دادند و براي تشخيص از  BCSAانتخابي 
نمونه  53از . بيوشيميايي استفاده كردند هاي آزمون

هاي  آزموننمونه بورخولدريا سپاسيه توسط  5تنفسي، 
نتايج حاصل از اين . مورد تأييد قرار گرفت مزبور

تواند به عنوان محيط  مي BCSAه مطالعه نشان داد ك
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هاي بالا براي جداسازي اوليه و  انتخابي با ويژگي
شناسايي باكتري كمپلكس بورخولدريا سپاسيه استفاده 

  .هاي ما همخواني دارد ، كه نتايج آن با يافته)12(ودش
 2009- 2010و همكاران در سال  فرد فروزش      

ران نمونه خلط توسط سوآب از حلق بيما 27تعداد 
ي بيمارستان الزهرا در مبتلا به سيستيك فيبروزيس

%) 26(نمونه 7 از. را مورد بررسي قرار دادنداصفهان 
باكتري پسودوموناس آئروژينوزا جدا گرديد، اما 

مقايسه . )13(جداسازي نشد سپاسيهبورخولدريا 
هاي ما با نتايج فروزش فرد و همكاران تفاوت  يافته

زيرا علاوه بر جداسازي  قابل توجهي را نشان داد،
بورخولدريا ، %40باكتري پسودوموناس به ميزان 

  ).14(جدا گرديد% 5هم به ميزان  سپاسيه
تا  2004هاي  خان بابايي و همكاران در طي سال      
تنوع ميكروبي خلط بيماران سيستيك  2009

نمونه  129آنها . فيبروزيس را مورد بررسي قرار دادند
ك فيبروزيس بيمارستان كودكان خلط بيماران سيستي

 در اين مطالعه. كردندمفيد تهران را جمع آوري 
خلط بيماران سيستيك  در باكتري بورخولدريا

، كه با نتايج مطالعه حاضر )15(جدا نگرديدفيبروزيس 
  .مغايرت دارد

و همكاران تعداد  Da Silva Filhoدر مطالعه       
نمونه خلط و ترشحات حلقي بيماران مبتلا به  106

مورد  PCRتكنيك  با استفاده از سيستيك فيبروزيس
نتايج بدست آمده حاكي از . رسي قرار گرفتبر

آئروژينوزا، ها به پسودوموناس  نمونه% 56آلودگي 
به % 7/2، و كمپلكس بورخولدريا سپاسيهبه % 3/4

هاي مطالعه حاضر  يافته). 16(استنوترفورموناس بود
در  Silva Filho Daنتايج بدست آمده از مطالعه 

آئروژينوزا و  خصوص جداسازي سودوموناس

از بيماران مبتلا به  سيهاكمپلكس بورخولدريا سپ
  ).16(سيستيك فيبروزيس مشابهت دارد

  

    نتيجه گيري
تشخيص بورخولدريا  در حال حاضر در كشور      

 هاي روتين كشت در سپاسيه با تكيه بر روش
تشخيص فنوتيپي صورت هاي غير اختصاصي و  محيط
صرفنظر از زمان زيادي كه صرف انجام اين  .گيرد مي

تكنيكي در  شود، خطاهاي فردي و ها مي روش
تواند بر پيچيدگي  تشخيص وجود دارد كه خود مي

انتقال باكتري  درمان، افزايش مدت بستري فرد بيمار و
نتايج بدست آمده نشان  .از فردي به فرد ديگر بيفزايد

نمونه ترشح ريوي بيماران سيستيك  100ز داد كه ا
 هاي بورخولدريا سپاسيه به روش 5فيبروزيس، 

صاصي ـيط اختـبا استفاده از مح فنوتيپي و بيوشيميايي
 BCSA به دليل پيچيدگي  اگرچه. ناسايي شدش

، رگانيسماتاكسونوميك و شناسايي نادرست اين 
روش  به عنوان PCRاستفاده از تكنيك مولكولي 

  .شود پيشنهاد ميتر براي شناسايي اين باكتري  دقيق
  

 قدرداني و تشكر

اين مقاله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه       
علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران به 

 .باشد مي 5/1390/ 3مورخ   11966شماره قرارداد 
 پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي معاونت از بدينوسيله

 و تشكر كمال نمودند تقبل را طرح هاي هزينه كه تهران
 زحمات از بدينوسيلههمچنين . داريم را قدرداني

 جهت ريوي مسيح دانشوريپرسنل بيمارستان 

  .شود مي تشكر و تقدير برداري نمونه در همكاري
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Abstract 
 
Background and Aim: Cystic fibrosis is a common hereditary and autosomal 
disorder. One of the factors in cystic fibrosis is Burkholderia cepacia which can be 
transmitted through the sharing of admitted patients with hospitalized patients.  
Purpose of this study, was isolation and identification of Burkholderia cepacia from 
respiratory secretions from Masih Daneshvari Hospital cystic fibrosis patient. 
Materials and Methods: In this study, during 8 months from 2011 till 
2012, 100 cases of pulmonary secretions were collected in Masih Daneshvari 
hospital patients. The specimens were cultured on both MacConkey agar and 
Burkholderia cepacia selective agar (BCSA) medium. After an incubation of 48 
hours at 35°C, suspected colonies were isolated and by using of phenotypic and 
biochemical tests like TSI agar, simmons citrate medium, indol and motility, MR-
VP, oxidation - fermentation (OF), arginine- ornithine - lysine decarboxylase test, 
Dnase test, and polymyxin resistance were identified. 
Results: Using BCSA medium and biochemical tests led to isolation and 
identification of five Burkholderia cepacia strains from 100 respiratory samples. 
However, using Mac Conkey no Burkholderia cepacia was detected. 
Conclusion: Our results clearly indicate the use of BCSA medium as a specific 
medium for isolation of Burkholderia cepacia in cystic fibrosis patients. So, 
presence of 5% Burkholderia cepacia in cystic fibrosis infections suggests 
detecting this bacterium, in a specific and sensitive culture medium. 
Key words: Burkholderia Cepacia, Cystic Fibrosis, Respiratory Secretions 

 
 
 
 

Received : May 2015 
Accepted : Aug 2015 

* Corresponding Author:  
Soltan Dallal MM; 
E -mail: 
Soltanda@sina.tums.ac.ir 

255 


