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 دهیچک
یکی از مسائل مهم در کنترل عفونت کلستریدیوم  یعتشخیص دقیق و سرهوازی اجباری است. م دیفیسیل باسیل گرم مثبت، بیوکلستریدی :زمینه و هدف

و بررسی  ای پلیمراز در تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل از بیماران مبتلابه اسهالمطالعه حاضر باهدف مقایسه دو روش کشت و واکنش زنجیره. دیفیسیل است

 است. هادر این نمونه Bو  Aهای توکسین

هوازی یبو در شرایط کشت  CCFAسرعت روی محیط ها بهآوری گردید. همه نمونههای قم جمعبیماران بستری در بیمارستان ازنه نمو 68 ها:مواد و روش

به کار  باکتریجهت تشخیص قطعی cdd3  بر روی ژن PCRو سپس انجام  DNAموردنظر جهت استخراج  هاییازاین اقدامات، باکترشدند. پس یگرما گذار

 .جفت باز گرفته شود 272و  473بایستی قطعاتی با طول  Bو  Aهای و برای توکسین است 622bpآن  PCRگرفته شد؛ محصول 

کشت مثبت  11شده، نمونه مدفوع استفاده 68های مختلف بسیار متفاوت است. از مجموع های کلستریدیوم دیفیسیل بر روی محیطپرگنهرفولوژی وم :نتایج

مورد توکسین  3و  Aمورد دارای توکسین  4مورد دارای هر دو توکسین و  6در  مثبت بودند که cdd3ایزوله کلستریدیوم دیفیسیل ازنظر ژن  16ت آمد. به دس

B  ی مورد انتظار دارا بودند.هاژنرا برای اساس 

ی هاروشاز  استفاده منظور پیشگیری از شیوع بالای این باکتری،به .استبرای این باکتری  gold standardعنوان روش روش سیتوتوکسیتی به گیری:نتیجه

دیوم دیفیسیل است این روش در یبرای تشخیص سریع باکتری کلستر مناسب روشیی کشت هاروشدر مقایسه با  PCRکه تکنیک  استشناسایی بسیار مهم 

 اختصاصیت بالایی برخورداراست. از ینشده و همچنزمان کمتری انجام

 

 B و Aین توکس ،دیفیسیل یدیومکلستر ،3cddژن  ،PCR ،اسهال کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 مقدمه
سال قبل در طی مطالعه  43دیوم دیفیسیل اولین بار یکلستر

عنوان یک یک نوزاد، شناخته شد که آن را به یاروده هاییباکتر

 هوازییاسپور و ب یدکنندهتول ک،نیتوکسیکوژ باسیل گرم مثبت،

 2-7با طول حدود  وتعریف کردند. اندازه آن نسبتاً بزرگ 

باکتری به علت جداسازی سخت در آزمایشگاه  ینا متر است.یلیم

 (.1-2) شده است یگذاربا این عنوان نام

با ایجاد حالت اسپور باکتری به رویشی و  ین باکترآلودگی ای

سین در سیستم گوارشی، به ایجاد حالت بدون علامت کتولید تو

نوع  2. این باکتری نمایدیتا اسهال شدید آبی در بیماران بروز م

که با واکنش منوگلیکوزیلاسیون سبب  کندیسین تولید مکتو

 یماریب گردد.یتخریب اتصالات بین سلولی در بدن انسان م

یکی  ینچنو همبوده عفونی  هاییماریب ترینیجاسهال یکی از را

از معـضلات بهداشـتی بیشتر کشورهای جهان سوم است. که 

توسط کلستریدیوم دیفیسیل، علت  یجادشدهاسهال ا بینیندرا

 (.3مهم اسـهال بیمارستانی است )
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تباط با دیوم دیفیسیل بدون اریامروزه بیماری ناشی از کلستر

خصوص در در حال افزایش است، به درمانییمیو ش بیوتیکیآنت

به پیدایش یقاً دق توانیعلت را نم ی وبستر یربیماران سرپایی و غ

ها اجازه که به آن هایییژگیهای جدیدی از باکتری با وسوش

ربط داد  دهدیطبیعی را م هاییکلونیزه شدن در حضور باکتر

 توانندیهستند که م بیوتیکیو یا اینکه فاکتورهایی جدا از آنت

اسهال به (. 4قرار دهند ) یرطبیعی روده را تحت تأث هاییباکتر

دیوم دیفیسیل از یو ناشی از کلستر بیوتیکیدنبال مصرف آنت

عوارض درمان با ترکیبات آنتی میکروبیال است و در بین حدود 

دیوم یکلستر بینین. که دراافتدیاتفاق ماز بیماران  25-5%

از تمام موارد اسهال مرتبط با مصرف  %15-25دیفیسیل مسئول 

 2است که اکثراً در بیماران سنین بالاتر و معمولاً  بیوتیکیآنت

  (.5افتد )یاتفاق م بیوتیکیهفته بعد از قطع درمان با آنت

بیماری شک  دیوم دیفیسیل را باید دریبیماری ناشی از کلستر

مصرف کرده و اکنون  بیوتیکیگذشته آنت ماه 2 یکرد که در ط

ساعت بستری در بیمارستان  72مبتلابه اسهال شده و یا بعد از 

بررسی توکسین و یا کشت  مبتلابه اسهال شود. در اکثر مواقع،

 یطور مؤثربه دیوم دیفیسیل در یک نمونه مدفوع،یکلستر

ندوسکوپی آو گاهی اوقات نیاز به انجام کند یتشخیص را معلوم م

 (.6-7) است و یا تکرار تست

است  Gold Standardتشخیص  یروش سیتوتوکسیسیتی، برا

تشخیصی از روش آنزیم ایمونواسی که  یولی اکثر لابراتوارها

هرچند  .کنندیاستفاده م با روش قبلی مطابقت دارد، یخوببه

(. 7شود )ینتیجه منفی توکسین باعث رد تشخیص آن نم

 %50رفته، کمتر از کاربسته به نوع روش به حساسیت این روش

 %90متغیر است ولی اختصاصیت این روش بالای  %93تا بالای 

دیوم یبرای جداسازی کلستر تواندیاست. کشت مدفوع هم م

دیفیسیل استفاده شود ولی وجود ارگانیسم در کشت مدفوع لزوماً 

بالغین  %4در آن زمان نیست زیرا بالای بیماری به معنی وجود 

عنوان میکروفلور طبیعی ل این ارگانیسم بهحام توانندیسالم م

های مدفوعی خت بارنگ گرم در نمونهشنا .(8روده خود باشند )

 تواندیدیوم دیفیسیل میدر تشخیص بیماری ارزشی ندارد. کلستر

کشت غیر هوازی از مدفوع جدا شود اما این روش برای  یلهوسبه

 3تا  2تشخیص کلینیکی بسیار نادر است زیرا برای کامل شدن 

توکسیژنیک را از  هاییههمچنین سو روز وقت نیاز است و

غیر  هاییهسو(. 9-10دهد )یغیر توکسیژنیک تمیز نم هاییهسو

ا توجه به ب توکسیژنیک با بیماری کلینیکی ارتباطی ندارند

آزمایشگاهی برای تشخیص  ی، دیگر متدهاشدهیابیمطالعات ارز

این روش  زنجیره پلی مرازی است. یهایا واکنش PCRبیماری، 

رود یدیوم دیفیسیل به کار میبرای تشخیص سریع باکتری کلستر

 وکند یباکتری را ازلحاظ کمی ارزیابی م ،PCRتکنیک . (11)

پاتوژن از  هاییمایز باکتربرای تشخیص اولیه و برای ت

. این شوداستفاده  تواندیغیر پاتوژن از این روش م هاییباکتر

به کارشناسان تکنیکی نیاز دارد  تست حساسیت بالایی دارد و

این مطالعه باهدف مقایسه دو روش کشت و واکنش (. 12)

ای پلیمراز در تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل از بیماران زنجیره

و هدف  عنوان ژنبه cdd3که در این بررسی از ژن سهال مبتلابه ا

های اپیدمیولوژی استفاده یبررسدر تشخیص این باکتری در 

در این  Bو  Aهای همچنین بررسی توکسین شود،یم

یک عنوان به PCRاستفاده از تکنیک  با جداشدههای یباکتر

 شناسایی حساس و دقیق باکتری در این بیماران است. روش
 

  هامواد و روش
( cross sectionalعنوان یک مطالعه مقطعی )این تحقیق به

نمونه مدفوع بیماران بستری  68این بخش از مطالعه در  است؛ که

 یریگهای قم در داخل ظرف مخصوص نمونهدر بیمارستان

ها یا ساعت به مرکز منتقل شدند. نمونه 2حداکثر ظرف مدت 

گرفتند و یا اینکه در آزمایشگاه جهت سریعاً مورد آزمایش قرار 

گراد درجه سانتی 4های مدفوع، در یخچال با دمای کشت نمونه

کشت  CCFAسرعت روی محیط ها بهشدند. همه نمونهنگهداری 

 داده شدند.

تریدیوم دیفیسیل باکتری اسپوردار است، با توجه به اینکه کلس

های مدفوع جهت کاهش میزان آلودگی فلور باکتریایی در نمونه

توان استفاده نمود که شامل استفاده از حرارت از دو روش می

دقیقه( و استفاده  30گراد به مدت درجه سانتی 55-60)دمای 

 است. در این مطالعه در یک (آلمان شرکت مرک،از متانول )

 )شرکت مرک، BHI Broth یطمیکرولیتر مح 500 یشآزمالوله

عنوان یک محیط غنی کننده و در عصاره مخمر بهی آلمان( حاو

. دو سواپ از مدفوع شدمیکرو لیتر متانول ریخته  500لوله دیگر 

شده و سپس ها قرار دادهشده، سپس هرکدام در لولهگرفته

عصاره حاوی  BHI Broth یطمحدر لوله . سواپ شدندورتکس 

ثانیه و سواپ موجود در لوله حاوی الکل پس  30مخمر پس از 

 هاییاز یک دقیقه )جهت دادن شوک الکلی به سایر باکتر

موجود در مدفوع( روی محیط کلستریدیوم دیفیسل آگار یا 
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(CCFA)Cefoxitin cycloserine fructose agar شرکت مرک(-

 ( کشت داده شدند.آلمان

و سپری شدن  CCFAها بر روی محیطکشت نمونهپس از 

هوازی حاوی گاز یبهوازی در جار یبدر شرایط  دوره انکوباسیون

های پرگنهبه مشاهده و بررسی  (،آلمان )شرکت مرک، Aپک نوع 

های پرگنهشد. مشکوک به کلستریدیوم دیفیسیل پرداخته 

ا به رنگ سفید ت CCFAکلستریدیوم دیفیسیل بر روی محیط 

 mmصورت محدب، گرد با حاشیه کاملاً مضرس و با قطر زرد، به

های کلستریدیوم پرگنههستند. مرفولوژی  یترؤقابل 3-1

های مختلف بسیار متفاوت است. در دیفیسیل بر روی محیط

و بعد از  کردهیههای مشکوک، لام تهپرگنهمرحله اول از 

به توضیح است  گرفتند. لازمقرار  یگرم، موردبررس یزیآمرنگ

باشد، کلستریدیوم  شدهیهکه اگر محیط کشت باکتری تازه ته

شود؛ اما گاهی صورت باسیل گرم مثبت مشاهده میدیفیسیل به

رسد. صورت گرم منفی به نظر میهای کهنه باکتری بهدر کشت

صورت اگر در طول انکوباسیون اسپور تشکیل شود، اسپورها به

تر زدیک به انتهای باکتری و اندکی بزرگای شفاف، نبیضی با هاله

شوند. یکی دیگر از مشخصات اولیه در از عرض باکتری دیده می

بوده که بویی شبیه به  پرگنهتشخیص مقدماتی باکتری بوی 

ای به اسطبل اسب دارند. این مشخصه ویژه به علت تولید ماده

 مشخصه UVکرزول است. تولید فلورسانس در مقابل نور  p–نام 

های کلستریدیوم دیفیسیل پرگنهدیگری است که در تشخیص 

کننده است. کلستریدیوم دیفیسیل در شرایط هوازی قادر کمک

 .یستبه رشد ن

 DNAهای موردنظر جهت استخراج پرگنهازاین اقدامات، پس

جهت تشخیص قطعی cdd3  بر روی ژن PCRو سپس انجام 

کلستریدیوم دیفیسیل به کار گرفته شد. پس از تشخیص قطعی 

 DNAهای باکتری برای استخراج پرگنهکلستریدیوم دیفیسیل، 

استفاده  شرکت سیناکلون استخراج DNPبا استفاده از کیت 

، ابتدا مخلوط واکنش در یک PCR. برای انجام هر واکنش گردید

صورت که مقادیر لازم  ینبه اتهیه شد.  میکرولیتر 25حجم 

میکرولیتر از پرایمر  1میکرولیتر از مخلوط واکنش و  5/12

 5/5و  DNAمیکرولیتر از  5( و 1جلویی و عقبی )در جدول 

؛ آماده گردیدها برای هر واکنش در تعداد نمونهمیکرولیتر از آب 

که یکی برای کنترل مثبت و دومی کنترل منفی که  نمونه 2و 

، شود تهیه گردیدی، حجم معادل آن آب اضافه مDNAبجای 

که  است PCRکنترل منفی برای چک کردن عدم آلودگی مواد 

برای  PCR. شرایط انجام انجام شد هاتستدر هر واکنش کنار 

که در این  Bو  Aی توکسین هاژن (.13مشابه است ) cdd3 ژن

های مثبت انجام گردید پرایمرهای این آزمایش بر روی نمونه

در بانک اطلاعاتی  هاژنبا استفاده از توالی ثبت شد، این  هاژن

NCBI افزارنرمآوری گردید و سپس در جمع CLC sequence 

Viewer  ی ژن براها زیر هم قرار گرفت یتوالاین  9ویرایش

سکانس از بانک  B 25ی توکسین سکانس و برا A 32توکسین 

نواحی ثابت هر  بر اساساستخراج شد سپس  NCBIاطلاعاتی 

های موردنظر انتخاب و سپس برای بررسی یتوال هاژنیک از این 

بررسی گردید که  Primer Blastاختصاصیت پرایمرها در بخش 

شود. طبق پرایمرهای یمی موردنظر متصل هاژنفقط به 

جفت باز و  473قطعه موردنظر  Aکسین شده برای تویطراح

جدول دهد )یمجفت باز را تکثیر  272قطعه  Bبرای توکسین 

1.) 

   

 پرایمرهای مورداستفاده در این مطالعه -1جدول 

reference 
PCR 

product 
length TM sequence Primer 

name 

14 622 bp 
25 bp 55 TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA cdd3F 

23bp 55 GGCTATTACACGTAATCCAGATA cdd3R 

This study 473bp 
21bp 52 GGACTAGACCGTTGGGAAATG tcdAF 

18bp 52 GTGGAGCGAGCTTCTGGC tcdAR 

This study 272bp 
23bp 52 GAAACTAAAAAAGCATGCAAAGG tcdBF 

22bp 52 CCCTCAAAATTCTCATCCAAAG tcdBR 
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 cdd3جهت ژن  PCRانجام 
PCR  ژن برایcdd3  انجام  واکنش میکرولیتر محلول 25در

عنوان شد. این ژن جهت تعیین هویت کلستریدیوم دیفیسیل به

و دارای وزن  شودیشناسایی م هایهشده در تمام سویک ژن حفظ

622bp  است. واکنشPCR  ژنcdd3  5درجه  95در شرایط 

دقیقه  1درجه  72دقیقه، 1درجه  55دقیقه،  1درجه  95دقیقه، 

 س از انجامپها نمونه دقیقه انجام شد. 5درجه پایانی  72و 

 درصد برده شد. 1برای مشاهده بر روی چاهک ژل آگارز  واکنش

 tcdAجهت ژن  PCRنجام ا  

کلستریدیوم دیفیسیل در  Aتوکسین این ژن جهت تعیین 

 باز جفت 473 اندازهو دارای  شودیشناسایی م هایهتمام سو

دقیقه،  4درجه  95در شرایط  A توکسینژن  PCRاست. واکنش 

 72و ثانیه  40درجه  72،ثانیه 40درجه  52، ثانیه 40درجه  95

 واکنش س از انجامپها دقیقه انجام شد. نمونه 5درجه پایانی 

 درصد برده شد. 5/1برای مشاهده بر روی چاهک ژل آگارز 

 tcdBجهت ژن  PCRانجام 

کلستریدیوم  Bژن توکسین جهت تعیین  tcdBاز ژن 

و دارای  شودیم استفاده ی این باکتریهاسویهدر دیفیسیل 

در  B توکسینژن  PCRاست. واکنش  جفت باز 272 اندازه

 40درجه  52، ثانیه 40درجه  95دقیقه،  4درجه  95شرایط 

دقیقه انجام شد.  5درجه پایانی  72و ثانیه  40درجه  72،ثانیه

برای مشاهده بر روی چاهک ژل  واکنش س از انجامپها نمونه

 درصد برده شد. 2آگارز 
 

 نتایج
و سپری شدن  CCFA ها بر روی محیطپس از کشت نمونه

مشکوک به  هایپرگنهدوره انکوباسیون به مشاهده و بررسی 

شده از های استفادهشد. نمونهکلستریدیوم دیفیسیل پرداخته 

افراد بستری در بیمارستان و یا افرادی بودند که جهت تشخیص 

شده بودند. این افراد کلستریدیوم دیفیسیل به مرکز ارجاع داده

های باکتری پرگنهشواهد و زمینه ابتلا به این باکتری را داشتند. 

صورت محدب، به رنگ سفید تا زرد، به CCFAبر روی محیط 

هستند.  یترؤقابل mm 3-1گرد با حاشیه کاملاً مضرس و با قطر 

های های کلستریدیوم دیفیسیل بر روی محیطپرگنهرفولوژی وم

های مشکوک، پرگنهمختلف بسیار متفاوت است. در مرحله اول از 

گرفتند. قرار  یگرم، موردبررس یزیآمو بعد از رنگ کردهیهلام ته

یکی دیگر از مشخصات اولیه در تشخیص مقدماتی باکتری بوی 

بوده که بویی شبیه به اسطبل اسب دارند. این مشخصه  پرگنه

 68کرزول است. از مجموع  p–ای به نام ویژه به علت تولید ماده

 کشت مثبت به دست آمد. 11شده، نمونه مدفوع استفاده

 PCRنتایج   
ژن  PCRدر هر دو بخش بررسی اپیدمیولوژی و ژنوتیپی، 

cdd3 شده یآورجمعنمونه  68بین از ینگذاشته شد. درا

درصد(  24) نمونه cdd3 16کلستریدیوم دیفیسیل ازنظر ژن 

مثبت بودند. این ژن جهت تعیین هویت کلستریدیوم دیفیسیل 

و  شودی، شناسایی مهایهشده در تمام سوعنوان یک ژن حفظبه

است  جفت باز نوکلئوتید 622 قطعهآن دارای  PCRمحصول 

 
 : کنترل منفیNC: نمونه Sو  مثبتباز کنترل  100از چپ سایز مارکر  cdd3برای ژن  PCRنتایج تکثیر توالی توسط  -1شکل 
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 5نمونه ) 4 جداشدههای در نمونه Aی توکسین ( برا1)شکل 

 شکلدرصد( ) 4نمونه ) B 3( و برای توکسین 2 شکلدرصد()

 ( مثبت بودند.درصد 8نمونه برای هر دو توکسین ) 6 ( و3

 

 بحث 
شده اسهال و ییشناساین عامل ترمهمکلستریدیوم دیفیسیل 

بیوتیک و عامل یآنتکولیت غشای کاذب وابسته به مصرف 

ی هاتستبیماری نازوکومیال است که این باکتری توسط 

ی روتین آزمایشگاهی قابل هاتستو  هاکشتسرولوژی و محیط 

(. تظاهرات بالینی آن متفاوت است از 13هستند )جداسازی 

بیماری بدون علائم تا مگاکولون سمی است. این ارگانیسم در 

کند. این باکتری در یمی ایجاد ابالقوههای کشت مغزی توکسین

و  1960است. در دهه  شدهمشاهدهمدفوع نوزادان سالم هم 

کاذب به مشکل مهم بالینی تبدیل گردید،  کولیت غشای 1970

توانند عفونت کلستریدیوم یمها بیوتیکیآنتیباً همه تقر

و های با طیف بیوتیکیآنتآورند ولی  به وجوددیفیسیل را 

 tcdAژن بر اساس  Aجهت توکسین  PCRنتایج 

 
و   9، 8، 7و  4، 3، 2، 1های شماره نمونه: کنترل منفی، NCباز  100از چپ سایز مارکر  tcdAبرای ژن  PCRنتایج تکثیر توالی توسط  -2شکل

 باشند.منفی می 6و  5های نمونهمثبت برای این ژن و  10

 

 tcdBژن بر اساس  Bبرای توکسین  PCRنتایج 

 
 3، 2های نمونه منفی نمونه: کنترل منفی، شماره یک NCباز  100از چپ سایز مارکر  tcdBبرای ژن  PCRنتایج تکثیر توالی توسط  -3 شکل

 باشند.برای این ژن مثبت می

 

 

473 bp 
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 10در یباً تقر ای مثل لینکومایسین، کلیندامایسینگسترده

درصد کولیت غشای  1آورده و  به وجوددرصد بیماران اسهال 

درصد شدید است و  5تا  1ب ایجاد نموده است. بیماری در کاذ

یدادهای زیر در کولیت روشود. یمبه کولکتومی یا مرگ منجر 

، کلوندهد، تخریب فلورای نرمال باکتری یمغشای کاذب رخ 

کلونی سازی با باکتری کلستریدیوم دیفیسیل و ترشح 

انسان کلون  زنند.یمآسیب  و التهابهایی که به مخاط توکسین

باکتری  1210نوع باکتری است و مدفوع نرمال حاوی  500حاوی 

ی توسط فولادی و همکاران در سال امطالعهدر هر گرم است در 

نمونه از مراکز  136درصد از  2/2های بیماران از نمونه 2014

ICU های مدفوع با روش شده بود این باکتری از نمونهیآورجمع

PCR ( 14جدا شد). ی انتقال بیماری از طریق دهان هااهر– 

 گرمابهمقاومدهد. کلستریدیوم دیفیسیل اسپورهای یممدفوع رخ 

آورد. یمماه تا چند سال دوام  تا چنددر محیط  که کندیمتولید 

ماند و در روده به شکل یماسپورها در محیط اسیدی معده زنده 

بیمارستان ی با کلستریدیوم در آلودگ شود.یمزایشی تبدیل 

توان از زمین بیمارستان، یمین ارگانیسم را ا خیلی شایع است.

ی هااتاقدر  جدا کرد مخصوصاًتخت خواب و اثاثیه بیمارستان 

یی که بیماران مبتلابه عفونت کلستریدیوم هابخشبیمارستان یا 

پزشکی با دستان، زیر  کارکناندیفیسیل در آن بستری هستند. 

ی مختلف هامکانها این باکتری را در وسکوپانگشتر و یا در استئ

ی کلن نادر است. کارکنانی حاملین مدفوعی در ول کنندیمحمل 

سازی در نوزادان شایع است ولی در نوزادان بیماری بدون علائم 

رغم اینکه میزان سیتوتوکسین مدفوع نوزادان مشابه یعل است

 (.15هستند )ی است که به کولیت شدید دچار سالانبزرگ

کلستریدیوم دیفیسیل باعث بروز اختلالات گوارشی و کولیت 

گردد. جایگاه استقرار باکتری که توأم می بیوتیکیوابسته به آنت

یی دستگاه گوارش های انتهابا بروز علائم بیماری است، در قسمت

عنوان تواند بهاست. عفونت ناشی از کلستریدیوم دیفیسیل می

در مراکزی که  یژهوها بهیک مشکل عمده در بعضی از بیمارستان

بوده و یا بیماران نیاز به بستری  درمانییمیهای شدارای بخش

. فاکتورهای مستعد کننده در ابتلا به استطولانی دارند، مطرح 

CDAD  ای، استفاده از های زمینهسن بالا، بیماریشامل

 (.16) استو مدت طولانی بستری در بیمارستان  هابیوتیکیآنت

هرچند درگذشته اعتقاد بر این بود که منشأ این ارگانیسم داخلی 

در  CDADهای متعددی از )اندوژن( است، اما شیوع اپیدمی

م سایر دهد که منشأ ارگانیسهای مختلف نشان میبیمارستان

بیماران، کارکنان بیمارستان و یا محیط بیمارستان است و 

شده که این عفونت یک عفونت بیمارستانی است اثبات یخوببه

دهد که پس از هفته چهارم برخی مطالعات نشان می (.17)

بستری در بیمارستان از مدفوع بیش از نیمی از بیماران، 

ر برخی مطالعات کلستریدیوم دیفیسیل قابل جداسازی است. د

های بیمارستانی اسهال %20گزارش گردیده است که بیش از 

 (.18ناشی از کلستریدیوم دیفیسیل است )

عنوان یک پاتوژن و به دلیل اهمیت بعد از جداسازی باکتری به

های زیادی برای شناسایی آن یکتکنزایی این باکتری یماریب

با  1979ر در سال ی کشت برای اولین باهاروشبکار گرفته شد. 

عنوان شد و به بکار گرفته CCFAاستفاده از محیط کشت 

آید اما در این تکنیک یم حساببهاستاندارد برای این باکتری 

های توکسین زا از غیر توکسین زا وجود یهسوامکان جداسازی 

-20باشند )یم برزمانیر و گوقتهای سنتی بسیار ندارد و روش

 نمونه 98ی توسط اصلانی و همکاران بر روی امطالعه(. در 19

مدفوع بیماران مشکوک به عفونت کلستریدیوم دیفیسیل در 

یط ها پس از جداسازی بر روی محهای تهران نمونهبیمارستان

CCFA  ها جداسازی شد و با پرایمرهای یباکترکشت داده و

استفاده شد که از  Bو  Aهای عمومی و اختصاصی برای توکسین

 شد کهسویه توکسین زا تشخیص داده  15نمونه مثبت  39

سویه دارای  2ها هر دو توکسین و درصد نمونه 2/12بین ینازا

در این (. 21-22بود ) Bسویه دارای توکسین  1و  Aتوکسین 

مطالعه جهت تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل از کشت ارگانیسم 

یا ژن  cdd3ژن  PCRو سپس انجام  CCFAروی محیط 

Universal  جهت تشخیص کلستریدیوم دیفیسیل استفاده شد و

. گردیدبا این شرایط، نتیجه قطعی در تشخیص باکتری محرز 

 یهای ژنبرا PCRتوکسیژنیک،  هاییهسپس جهت تعیین سو

روشی برای تشخیص سریع باکتری  PCR .توکسین گذاشته شد

شده کلستردیوم دیفیسیل است این روش در زمان کمتری انجام

. با استفاده از است اختصاصیت بالایی برخوردار همچنین از و

نمونه جداسازی شد این  11نمونه مدفوع  68ی کشت از هاروش

نمونه دارای ژن  PCR ،16ک در حالی است که با استفاده از تکنی

حضور  بر اساسمربوط به این باکتری بودند در این بررسی 

قرار گرفتند و  موردمطالعهنیز باکتری  Bو  Aی توکسین هاژن

پرایمرهای اختصاصی طراحی گردید و در  هاژنبرای هر یک از 

و  Bباکتری توکسین  3و  Aباکتری توکسین  4ها جدایه

  .را دارا بودند B و A باکتری ژن هر دو توکسین 6بین ینازا
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PCRآزمایشگاهی است هاییکدر تکن قویتست عنوان یک به 

 ،رودیپاتوژنیک متنوع به کار م هاییسمکه برای تشخیص ارگان

 هاییهتشخیص سریع سو برای تائید اولیه و کهیطوربه

 یهاعفونت مدیریت بهینه بیماران دچار تولیدکننده توکسین و

دیوم دیفیسیل و همچنین برای جداسازی یوابسته به کلستر

تکنیک استفاده  این غیر پاتوژن از هاییهپاتوژن از سو هاییهسو

 .شودیم
 

 گیرینتیجه
شده در مقایسه با مطالعات قبلی اختصاصیت بالای نتایج حاصل

سویی نتایج این مطالعه نشان داد  از و را نشان داد PCRواکنش 

عنوان یک روش استاندارد با حاضر به یهااز روش توانیکه م

ناشی  هال مزمنـاسالا جهت تشخیص ـحساسیت و اختصاصیت ب

 های این باکتریو حضور توکسین از کلستردیوم دیفیسیل

 استفاده نمود.
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Abstract 
 

Background & Objective: Clostridium difficile is an obligate anaerobic, gram positive bacillus. The 

purpose of this study was to compare PCR technique and bacterial culture to assess the prevalence 

of Clostridium difficile infection in the samples of watery diarrhea. 

Materials & Methods: This cross-sectional qualitative study was performed on 68 samples of watery 

diarrhea in Qom province hospitals. All samples were cultured in the specialized CCFA Agar 

medium. Specific primers were applied for the PCR assay based on cdd3 gene. Based on this primer, 

PCR product for this gene must be 622bp.toxin A & B diagnosis based on specific primers and product 

must be 473 and 272 bp 

Results: In this study, the optimized PCR technique was determined to be bacterium in 16 samples. 

But bacteria diagnosis in 11 samples by culture method. 6 samples had toxin A and B, 4samples had 

toxin A and 3 samples had toxin B. 

Conclusion: Cytotoxicity method is gold standard for clostridium difficile. Diagnosis of these 

bacteria is very important and PCR was found as an applicable, sensitive, and quick technique for 

the detection of Clostridium difficile in compromise culture medium method. 
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