موضوع: بررسی باکتری های احیاء کننده سولفات در عفونت های روده بزرگ و آپاندیسیت
رشته
زیست شناسی  گرایش: میکروبیولوژی
بیان مسأله
باکتري​هاي احيا کننده سولفات SRB به طور وسيعي در اقيانوس، آب​هاي شيرين، لجن​ها پراکنده​اند. اين باکتري​ها از سولفات به عنوان پذيرنده نهايي الکترون استفاده و سولفيد هيدروژن توليد مي​نمايند. تا اکنون 14 جنس از اين گروه باکتري​ها شناخته شده که به جز دسولفونما ويبرو تمامي آن​ها گرم منفي مي​باشند. يک جنس از اين باکتري​ها به نام دسولفوويبرو مي​تواند در هنگام تکثير فعال خود بيش از 10 گرم در ليتر سولفيد هيدروژن توليد نمايد (آبیارد 1382، 12-11؛ ;Geneva 2001, 157 Collette 1999, 198 ). 
باکتري​هاي SRB نقش مهمي را در شروع التهاب يا التهاب​هاي دائمي از قبيل بيماري​هاي دندان
 ايفا     مي​کنند (;Langendijk 2000, 943-950 loubinoux et al 2003, 1304-1306 ). Desulphovibrio spp از آبسه​هاي شکمي و آبسه​هاي مغزي و همچنين از خون و ادرار نيز جدا شده​اند (Collette 1999, 198). باکتري​هاي SRB انرژي مورد نياز خود را از احياي سولفات بدست مي​آورند اين باکتري​ها به دليل توليدH2s  که بجز ترکيبات سيتوتونيک
 مهم است و يک عامل خورنده
 مي​باشد (Barton 2007, 1-523) و در مجاري دستگاه گوارش (دهان و روده) انسان و حيوانات وجود دارند. يکي از آرکي متانوژنيک (متانوژن) به نام متانو بروي باکتراسميتي
 در عفونت​هاي انساني يافت شده است (Worden and Smelly 1996, 157-171 ) مهم ترين باکتري​هاي احياکننده سولفات شناسايي شده در فلور روده عبارتند از:
دسولفوتوماکولوم
، دسولفوويبريو
، دسولفوبولبوس
، دسولفوفيرفيلدنيس
، دسولفوويبريوپيگر
 (Goldstein 2003, 2752-2754؛ La Scola and Raoult 1999, 3076-3077 ، Susceptibilities of  23 Desulfovibrio Isolates from Humans, 5308–5311 ).
براساس مطالعات Birvin در سال 2001 در کشور کانادا شيوع مشکلات گوارشي همراه با درد 6% گزارش کرد و در سال 2003 Ehlin و در سال 2004 Wilson در انگلستان شيوع عفونت را به ترتيب 2/8 درصد و 5/10 درصد گزارش کردند که از سال 1970 تا 2004 به طرز چشمگيري افزايش پيدا کرده است. Hugin در سال 2005 و Boivin در سال 2001 در ايالات متحده امريکا عفونت روده در بين دانش آموزان و در محدوده سني بين 16 تا 30 سال در مردان 65 درصد و در زنان 44 درصد گزارش کردند.
در سال 1992، John، Boseph و همکاران ثابت کردند که منوباکتام​ها (آزترونام) يا آمينوگليکوزيدها به همراه کليندامايسين يا مترونيدازول در کاهش (Intra abdominal infections) موثر مي​باشند (Yoshiota et al 1991, 11-17 ).
آنتي​بيوتيک کليندامايسين از دسته داروهاي پادباکتري با نيمه عمر 2 تا 3 ساعت مانع از بيوسنتزپروتئين توسط باکتري مي​شود که در درمان پريتونيت، عفونت​هاي داخل شکمي و همچنين عفونت​هاي استافيلوکوکي مصرف مي​شود. مترونيدازول يکي از داروهاي نيتروايميدازول اثر کشندگي بر باکتري​هاي  بي​هوازي و پروتوزوآها دارد از اين رو در درمان بيماري​هاي التهابي، کوليت پسودو ممبراند و عفونت​هاي ژيادريايي مصرف مي​شود (منصور 1390، 36-35؛ گوهرخاني 1374، 27؛ سيمون 1368، 18-17).
هدف از این پژوهش، ارزیابی نفش باکتری​های احیا کننده سولفات در ایجاد عفونت​هاي روده بزرگ و آپانديسيت در شهر کرمان می باشد.
اهمیت و ضرورت مسأله
باکتري​هاي احيا کننده سولفات (SRB) گروه بزرگي از ميکروارگانيسم​هاي بي​هوازي هستند که نقش بسيار مهمي در بسياري از فرآيندهاي بيوژئوشيميايي ايفا مي​کنند.
اهداف پژوهش
اهداف اصلي
الف- بررسي شيوع باکتري​هاي SRB در ارتباط با عفونت​هاي روده بزرگ در جمعيت مورد مطالعه.
ب- بررسي الگوي مقاومت آنتي بيوتيکي جدايه هاي بدست آمده در مرحله​ي غربالگري.
ج- بررسي مولکولي جدايه​هاي بدست آمده به منظور تعيين هويت آن​ها.
اهداف اختصاصي
الف- در صورت وجود مقاومت دارويي نسبت به آنتي بيوتيک​هاي روتين مشخص کردن آنتي بيوتيک​هاي موثر برعليه آن​ها.
ب- مقايسه شيوع عفونت در جمعيت مورد مطالعه از لحاظ جنسيت و سن.
اهداف کاربردي
الف- تعيين درصد شيوع عفونت​هاي روده بزرگ انسان در جمعيت مورد مطالعه و پيشنهاد براي کاربرد در مطالعات اپيدميولوژي.
فرضیات یا سوالات پژوهش

فرضيات پژوهش
الف- باکتري​هاي SRB از روده بزرگ جمعيت مورد مطالعه که داراي عفونت هستند قابل جداسازي​اند.
ب- ميزان حساسيت باکتري​هاي احيا کننده سولفات به آنتي بيوتيک​ها به چه صورت است؟
پرسش اصلي پژوهش
- آيا آنتي بيوتيک​ها برروي باکتري هايSRB جدا شده از روده بزرگ موثرند؟
مرور منابع و پیشینه تحقیق
پژوهش​های انجام گرفته در سطح جهان  
· Porschen و chaw در سال 1977، در کانادا، یک باکتری بی​هوازی گرم منفی و خمیده شکل از خون یک مرد سالخورده با عملکرد غیر طبیعی کبد و درد قفسه سینه جدا کردند. اولین مورد نقش باکتری​های srb در عفونت​های انسان گزارش و سولفوو یبریو 9 سولفوریکانس نامیده شد.
· Beijern وهمکاران در سال 1985، در آمریکا، تاثیر باکتری​های srb را بر عفونت​های پرویورنیتال بیماران مراجعه کننده به دندانپزشکی ایالات متحده بررسی کرد. تاثیر باکتری مورد نظر بر پوسیدگی و عفونت های دندانی ثابت و نام آن را spirillum desulfurcans گزارش کرد.
· Johnson و finegold در سال 1987، در فرانسه، به مدت 5 سال از 1523 مریض که از عفونت​های شکمی رنج می بردند نمونه​گیری انجام گرفت. وقوع اسپورادیک باکتری میله​ای بی​هوازی گرم منفی مورد بررسی گرفت و یک سولفوویبریو به نام سولفوویبریو و لگاریس از آبسه​های شکمی جدا شد.
· Gibson و همکاران در سال 1991، در استرالیا، نمونه​ها را از بیماران مبتلا به کولیت اولسروز جدا کرد. در 92% از بیماران مبتلا به کولیت اولسروز سولفو ویبریو سولفوریکانس به عنوان گونه غالب srb از کولون بیماران جدا شد. 

· Gibson و همکاران در سال1992، در استرالیا، نمونه​های مربوط به بیماران مبتلا به کولیت در بیماران سرطانی مورد پژوهش قرار دارند. از میان با کتری های srb  و جنس​های سولفوویبریو- سولفوباکتر – وسولفوموناس- سولفو بویوی و سولفوتوماکولوم شناخته شد. 
· Lozniewski و همکاران در سال 1992، در کانادا، پژوهش برروی بیماری با آبسه مغزی انجام شد یک سویه ازدسولفو ویبریو جدا سازی شد و شواهد بدست آمده بهداشت ضعیف دهان و التهاب لثه و پوسیدگی دندان نشان داد که منشا آن ها می تواند دهان باشد. 
· Baron و همکاران در سال 1992، در کانادا، پژوهش بر روی بیماران با آپاندیست حاد و پیشرونده انجام شد. نتایج پژوهش گونه های متفاوتی ازدسولفوویبریو را از نمونه آپاندیس و مایع صفاق جدا سازی شد.
· Lawson و همکاران در سال 1993، در استرالیا، پژوهش بر روی حیوانات علفخوار انجام شد که مبتلا به اسهال خونی و بی اشتهایی بودند. نتایج نشان داد عامل بیماری یک باکتری داخل سلولی وابسته به دسولفو ویبریو دسولفوریکانس است که باعث بیماری proliferative bowel diseas در حیوانات متعدد می​شود.
·  Fax و همکاران در سال 1994، در کانادا، تحقیق بر روی مدفوع بیماران با عفونت​های شکمی انجام شد. نتایج نشان داد 75% از باکتری​های SRB جدا شده متعلق به جنس دسولفوویبریو بودند.
· Willis و همکاران در سال 1995، در استرالیا، تحقیق بر روی بیماران با پوسیدگی دندان انجام شد. گونه​های متفاوتی از SRB از دهان بیماران جدا شد.
· Tee و همکاران در سال 1995،در استرالیا، باتحقیق بر روی یک بیمار گونه​ای از SRB ها جدا سازی شد. آنالیز مولکولی نشان داد یک گونه جدید متعلق به جنس دسولفوویبریو دسولفوریکانس در پیدایش بیماری موثر بوده است.
· Dougall و همکاران در سال 1997، در انگلیس،  از نمونه خون یک مریض در استرالیا با درجه بک  بالا و نبض غیر طبیعی یک گونه جدید شناسایی شد. آزمایشات مولکولی نشان داد گونه جدیداز لحاظ ظاهر سازگار با دسولفوویبریو بود.

· Lin و همکاران در سال 1997، در انگلیس، پژوهش بر روی انسان و حیوانات نشخوار​کننده انجام شد. نتایج نشان داد که باکتری​های احیا کننده سولفات  جز common inhabitanit دستگاه گوارش هستند.
·  Roediger  و همکاران در سال 1998، در گرجستان، تحقیق بر روی باکتری​های پروتئولینیک تخمیری مولد H2S انجام شد که با تخمیر آمینواسیدهای حاوی گوگرد فرایند صورت می​گیرد. مطالعات نشان داد علاوه بر باکتری​های SRB مولد H2S باکتری​های تخمیری نیز H2S را تولید می​کنند از این رو رژیم​های غذایی با پروتئین کم می​تواند از نظر کلینیکی برای مریض مفید باشد.  
· Lascola  و همکاران در سال 1999، در کانادا،  از ادرار یک مریض با عفونت مجاری ادراری و متگو انسفالیت یک گونه جدید ایزوله شد. گونه جدید بر طبق آزمایشات مولکولی با desulfovibrio fair fieldensis که قبلا نامگذاری شده بود یکسان به نظر رسید. 

· Loubinoux و همکاران در سال 2000، در فرانسه، تحقیق بر روی خون بیماران مراجعه کننده به یکی از بیمارستان​های فرانسه انجام شد و به مدت 5 سال نمونه​هایی از آبسه​های مغزی و شکمی جداسازی شد. گونه کشف شده متعلق به سویه fair fieldensis بود. 
· Gibson و همکاران در سال 2000، در استرالیا، پژوهش بر روی SRB های موجود در مدفوع انسان انجام شد. نتایج نشان داد 55 درصد اشخاص سالم جمعیت قابل توجهی از SRB ها را در مدفوع خود دارند.
· Giuliana و همکاران در سال 2002، در کانادا، تحقیق بر روی مبتلایان به پریودنتال و پوسیدگی دندان مراجعه کننده به کلینیک های کانادا انجام شد. نتایج نشان داد عامل اصلی پوسیدگی​های دندان گونه​هایی از باکتری​های SRB بالاخص دسولفوویبریوها بودند که در مقایسه با افراد سالم افزایش چشمگیری پیدا کرده بودند.
· Julin و همکاران در سال 2005، در انگلیس نمونه​ها از آبسه​های دهان و روده بیماران انجام شد. نتایج نشان داد که باکتری های SRB انرژی خود را از احیای سولفات بدست می​آورند و بدلیل تولید H2S جز ترکیبات سیتوتونیک مهم است و یک عامل خورنده cotrosive محسوب می​شود و همچنین در مجاری دستگاه گوارش انسان و حیوانات وجود دارند. 
پژوهش​های انجام گرفته در ایران
· عالم زاده و همکارانش در سال  2008، در مرکز آموزش- درمانی دانشگاه تهران  اثر دو آنتی بیوتیک مترونیدازول و کلیندامایسین بر روی 30 بیمار مراجعه کننده با عفونت روده انجام دادند. نتایج نشان داد هر دو آنتی بیوتیک در کاهش میزان عفونت روده موثر بوده و اثر انتاگونیستی کلیندامایسین به مراتب بیشتر از مترونیدازول بوده است.
· نامدار و همکارانش در سال 2009، دربیمارستان حضرت رسول تهران تحقیق بر روی بیماران مبتلا به زخم پپتیکانجام شد و اثر چهار داروی بیسموت، مترونیدازول، امپرازول، آموکسی سیلین در ریشه کنی با کتری های بی هوازی مورد بررسی قرار گرفت . تحقیق نشان داد که مترونیدازول در مقایسه با امپرازول و آموکسی سیلین اثر بخشی بهتر و در مقایسه بهتر و در مقایسه با بسمویت اثر مشابهی دارد. 

· موسسه تحقیقات درمان و آموزش سرطان ایران، درسال2010، پژوهش در ارتباط با 32 بیمار مبتلا به کولیت اولسروز یا بیماری کرون انجام شد باکتری​های بی هوازی بالاخص هلیکوباکتر پیلوری ها در ایجاد بیماری سهم عمده ای داشتند و بهترین آنتی بیوتیک جهت حذف آن ها کار پانم ها، آمینوگلیکوزید ها به همراه کلیندامایسین و مترونیدازول بود. 

· رحیمی و همکاران، در سال 2012، در استان کردستان طرح غربالگری سرطان روده بزرگ بر روی 30 بیمار با ضایعات بدخیم روده انجام شد. درمان بیماران با برداشتن پولیپ و معرف کربانپم انجام شد.
جنبه جدید بودن و نوآوری تحقیق

با نگاهی به متون و مطالعات مرتبط با موضوع مشخص می شود که مطالعه جامعی در داخل کشور در این زمینه انجام نشده است و این مطالعه می تواند به عنوان مطالعه پیشرو در این زمینه مطرح باشد. به این ترتیب نتایج این مطالعه می تواند ایده های نو برای سازمان ها در پی داشته باشد و و طرح های جدیدی را برای برنامه ریزی مسئولان امر معرفی کند. 
روش تحقیق
اين پژوهش به صورت مقطعي- توصيفي در سال 1391 تا 1392برروي50 بيمار مراجعه کننده به  بيمارستان​هاي مختلف شهرکرمان انجام شد. در تمامي موارد اطلاعات دموگرافيک افرادمورد بررسي شامل سن، جنس، وضعيت درآمد، وضعيت تحصيلي، سابقه بيماري سابقه مصرف آنتي بيوتيک ونوع عفونت تشخيص داده شده توسط جراح در پرسشنامه تنظيمي پس از دريافت رضايتنامه کتبي ثبت گرديد 
مواد و روش کار
وسايل موردنياز:
انکوباتور 55 ليتري (شرکت بهداد)
اتوکلاو 75 ليتري عمودي (شرکت زعيم طب)
ترازو ديجيتالي (AND ژاپن)
هود کلاس II (لامينار)
ميکروسکوپ نيکون سري E (ژاپن)
جار بي هوازي – ويال آنتي بيوتيک – لوپ – نيدل – گالي پات – گازپگ – سولفات منيزيوم – لاکتات سديم – عصاره مخمر – هيدروژن دي پتاسيم فسفات – سولفات آهن آمونيوم – کلريد سديم – آگار – آنتي بيوتيک کليندامايسين – آنتي بيوتيک جنتامايسين- آنتي بيوتيک مترونيدازول 
انتخاب بيماران مورد نظر براي نمونه​برداري
در مجموع از 50 مريض با رضايت قبلي نمونه برداري انجام شد که نحوه نمونه​گيري در ذيل آورده شده است:
تمامي افراد مورد پژوهش از عفونت روده بزرگ ياآپانديسيت رنج مي​بردند. حين عمل جراحي توسط يک سرنگ استريل مقداري از عفونت روده را با دقت برداشت و به درون گالي پات تخليه شد .

و در ادامه مقداري از محيط API به درون گالي پات تخليه شد وسوسپانسيون حاصل به محيط مايع استريل API اوليه تلقيح و به مدت 2 ماه در دماي 35 درجه سانتي گراد گرماگذاري گرديد. در مدت گرم       خانه​گذاري محيط کشت از نظر توليد رنگ سياه بررسي شد. رنگ سياه محيط کشت، دليل رسوب FeS   بوسيله​ي باکتري​هاي احيا کننده سولفات (SRB) توليدمي شود. محيط هاي کشت مثبت پس از 2 بار کشت مجدد برروي محيط​هاي جامد (SRB) منتقل شد. پليت هاي مورد نظر به مدت 15 روز در درون جاربي هوازي دردماي 35 درجه سانتي​گراد گرماگذاري گرديد. کلني هاي حاصل از رشد باکتري​هاي SRB براساس خصوصيات ظاهري شناسايي و جهت اثبات خلوص آن ها به محيط مايع اختصاصي (SRB) تلقيح گرديد.
نمونه​هاي تاييدشده​ي (SRB) با تغييررنگ از کرم به سياه جهت تعيين مقاومت آنتي​بيوتيکي وتعيين هويت مولکولي  PCR توسط پرايمر يونيورسال  6S rRNA ارسال گرديد.
ارزيابي تاثير آنتي بيوتيک ها برروي باکتري هاي  SRB 
در اين مرحله 3 آنتي بيوتيک کليندامايسين، جنتامايسين، مترونيدازول تهيه گرديد.
آنتي بيوتيک کليندامايسين
 

از دسته داروهاي پادباکتري با جرم مولي 98/424 (گرم برمول)  ساخت شرکت داروسازی بهسا با غلظت 10 ml با نيمه عمر 2 تا 3 ساعت است و مانع بيوسنتز پروتئين توسط باکتري مي شود.
موارد مصرف: آنتي بيوتيک کليندامايسين در درمان عفونت هاي استافيلوکوکي استخوان، مفاصل و پريتونيت مصرف مي شود.
طريقه مصرف: کپسول دارو بايد همراه با غذا يا يک ليوان اب بلعيده شود تا موجب تحريک مري نشود. در بزرگسالان کليندامايسين از راه تزريق عضلاني يا انفوزيون وريدي به مقدار 0/6-2/7-day/g ونيز افزايش مي يابد مقادير مصرف در يک نوبت بيش از 600 ميلي گرم بايد فقط از راه انفوزيون وريدي تزريق شوند که در اين صورت نيز مقدار مصرف نبايد از 2/1 گرم تجاوز کند.
در کودکان اين دارو از راه تزريق عضلاني يا وريدي در کودکان با سن بيش از يک ماه 15-40 mg/kg/day در 3-4 مقدار منقسم مصرف مي​باشد که اين مقدار در عفونت​هاي شديد تا day/mg300 (بدون در نظر گرفتن وزن بيمار) ممکن است افزايش يابد.
عوارض جانبي: اسهال (که در صورت بروز آن بايد مصرف دارو را قطع کرد)، احساس ناراحتي در شکم، تهوع، استفراغ، کوليت ناشي از آنتي بيوتيک، بثورات جلدي، يرقان و تغيير در پاسخ آزمون​هاي کبدي، کاهش نوتروفيل​هاي خوني، ائوزينوفيلي، آگرانولوسيتوز و کاهش پلاکت​هاي خون بعد از مصرف کليندامايسين گزارش شده​اند.
تداخل دارويي: کليندامايسين اثرداروهاي شل کننده عضلاني غيردپولاريزان را افزايش مي​دهد. اين دارو نسبت به اثرات داروهاي نئوستيگمين وپيريدوستيگمين اثر آنتاگونيستي دارد. مصرف همزمان اين دارو با اريترومايسين وکلرامفنيکل توصيه نمي شود.
آنتي بيوتيک جنتامايسين
 

از رده آمينوگليکوزيدهاست با جرم مولي 596/477 (گرم برمول) وغلظت ml10ساخت شرکت داروسازی بهسا با نيمه عمر 2 ساعت است و اثر باکتريوسيدي دارد. 
موارد مصرف: بيشتر در عفونت هاي ميکروب​هاي گرم منفي مانند عفونت​هاي ادراري و روده​اي وآبسه​ها به کار مي​رود. البته به دليل عوارض آن امروزه کاربردش محدودتر شده است.
موارد منع مصرف: حساسيت مفرط به دارو وساير آمينوگليکوزيدها
عوارض جانبي: مسمويت شنوايي (اتوتوکسيسيتي)، مسمويت کليوي (نفروتوکسيسيتي)، دهليز شنوايي، عصبي: سردرد، دپرسيون تنفسي
آنتي بيوتيک مترونيدازول(Metronidazol)
مترونيدازول يکي از داروهاي نيتروايميدازول با توان درمان بيماري​هاي عفوني ايجاد شده در اثر ارگانيسم هاي حساس به اين دارو، بويژه باکتري​هاي بي​هوازي و پروتوزوآهاست. غلظت این آنتی بیوتیک 10ml و ساخت شرکت داروسازی بهسا.
موارد مصرف: درمان بيماري​هاي ايجاد شده توسط باکتري ها: واژينوز باکتريال، بيماري هاي التهابي لگن (همراه با ساير آنتي بيوتيک​ها)، کوليت پسودوممبرانو (کوليت با غشاي کاذب) زخم پپتيک (براي ريشه کني هليکوباکترپيلوري)، بيماري​هاي ايجاد شده بوسيله باکتري​هاي بي​هوازي.
درمان بيماري​هاي ايجاد شده توسط پروتوزوآها: واژينيت (تريکوموناس واژيناليس)، عفونت​هاي آميبي، عفونت​هاي ژيارديايي. بيماري کرون، بيماري روزاسه (مصرف جلدي مترونيدازول)
عوارض جانبي: تهوع و استفراغ (عوارض جانبي شايع) لکوپني، نوتروپني، نوروپاتي محيطي، اثرات شبه دي سولفيرام (تهوع، استفراغ، برافروختگي پوست و تاکي کاردي (هنگامي که مترونيدازول با الکل مصرف شود)، احتمال بروز نشانگان استيونس، جانسون (هنگام مصرف همزمان با مبندازول).
ارزيابي خواص ضدميکروبي آنتي بيوتيک ها برباکتري هاي SRB مثبت
اثر ضدميکروبي آنتي بيوتيک​ها برروي نمونه هاي مثبت SRB در مرحله قبل مورد بررسي قرارگرفت. براي اين منظور به ازاي هر نمونه مثبت 6 محيط کشت API درنظر گرفته شد. شيشه اول فاقد تلقيح باکتريايي (No inoculation)، شيشه دوم يک سي سي از شيشه مثبت تلقيح گرديد ولي آنتي بيوتيک به آن اضافه نشد (کنترل منفي) و در شيشه​هاي شماره 3 تا 6 يک سي سي نمونه مثبت به 1 سي سي از هر کدام از آنتي بيوتيک​هاي مورد بررسي به صورت جداگانه تلقيح و 2 ماه در حرارت 35 درجه گرماگذاري گرديد.
تعيين هويت مولکولي باکتري هاي SRB مثبت               
 استخراج DNA: برای این منظور، ابتدا سویه های باکتریایی به مدت 24 ساعت بر روی محیط LB کشت داده شدند. سپس DNA باکتری با استفاده از کیت (Molecular Biological, Iran System Transfer) و مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده استخراج گردید.
 PCR ژن16S rRNA : در این مطالعه به منظور تکثیر ناحیه 16S rRNA باکتری SRB از پرایمرهای عمومی 16ss 8F: (5`-  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3`) و 16ss 1492R: (5`- GGTTACCTTGTTACGACTT - 3`)
 استفاده گردید. واكنشPCR  با حجم نهايي 25 میکرولیتر شامل: 10 نانوگرم در میکرولیتر DNA الگو، 4/0 ميکرومولار از هر پرايمر، 2/0 ميکرومولارdNTP ، 2 ميکرومولار MgCl2، 5/2 ميکروليتر بافر PCR و 1 واحد آنزيم Taq DNA Polymerase انجام گرديد.  در ادامه واكنش PCR در دستگاه ترموسايکلر (Thermal Cycler PeQLab Primus 25-United Kingdom) با شرايط دمايي 5 دقیقه واسرشت شدن ابتدايي در دماي 94 درجه سانتی گراد و در ادامه 35 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي 94 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه، اتصال در دماي 45 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، طویل شدن در دماي 72 درجه سانتی گراد به مدت 90 ثانیه و در نهايت طویل شدن نهایی در دماي 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه انجام شد. در نهایت محصول PCR به ژل آگاروز 1 درصد واجد اتيديوم برمايد منتقل و به مدت 1 ساعت در ولتاژ 80 ولت الكتروفورز گردید (Sambrook and Russell 2001, 245-29).
تخلیص محصول PCR: باند bp1400 از ژل آگاروز مطابق با دستورالعمل کيت فرمنتاز (K0513) استخراج و جهت تعيين توالي برای توالی​یابی توسط شرکت ماهان ژن به شرکت Bioneer  کره جنوبی فرستاده شد. نتايج حاصل از تعيين توالي در بانک​هاي ژني بلاست شده و همولوژي آنها بررسي گرديد. قرابت بالاتر از 98 درصد به عنوان جنس و گونه باکتري مجهول در نظر گرفته شد (Sambrook and Russell 2001, 245-29).
آنالیز آماری 

داده​های این پژوهش با استفاده از نسخه شانزدهم نرم افزار    SPSSوMicrosofte office 2007) Excel)  و آزمون​های آنالیز واریانس و مربع کای و در صورت معنا دار شدن با استفاده از ضريب همبستگي مورد آنالیز قرار گرفت. سطح معنی داری P<0.05 در نظر گرفته شد.
فهرست منابع و مأخذ مورد استفاده در پایان نامه 
فهرست منابع فارسی
1. ابیار، د. 1382. شناسايي و شمارش باکتري​هاي احيا کننده سولفات به روش ازمون ميکروبيولوژي. مجله استاندارد ملی ايران، دوره 24، شماره 5870.
2. آقا زاده، ر.  1382. گوارش. نشريه انجمن متخصصين بيماريهاي گوارش و کبد, شماره 5 , ص 8-9.
3. پارچه باف بيدگلي، م. 1389. اصول تشخيص و درمان بيماري هاي شايع. انتشارات جهان اديب و سينا طب، جلد اول.
4. جاکليک. و [ديگران]. 1382. ميکروب شناسي زينسر. تاليف ترجمه محمد کريم رحيمي. تهران: اییز.
5. جان اي، ه. 1389. فيزيولوژ ي پزشکي. انتشارات انديشه رفيع، جلد اول.
6. جاوتز ژنو.ف، بروکس. (1389). ميکروبشناسي پزشکي. ترجمه حبيب ضيغمي و ديگران. انتشارات انديشه رفيع. 
7. حسن پور، ع. 1389. مفاهيم پايه داخلي، جراحي. انتشارات انديشه رفيع، جلد اول.
8. دينا کي، الف.و [ديگران]. 1389. اصول جراحي شوارتز. انتشارات علوم کامپيوتر، ارتين طب.
9. ساداتي، ل.  و [دیگران]. 1389. تکنولوژي جراحي گوارش و غدد. انتشارات جامعه نگر.
10. ساداتي، ل.  و همکارانش. 1389. تکنولوژي جراحي گوارش و غدد. انتشارات جامعه نگر.
11. سوزان، سي. و اسملتز، ر. 1389. دستنامه پرستاري داخلي، جراحي. ترجمه نوقابي، الف. انتشارات انديشه رفيع، جلد دوم.
12. سيمون، شوارتز. (1368). آنتي بيوتيک درماني در بيماري هاي ميکروبي. انتشارات شرکت سهامي، جلد دوم.
13. صائب، م. 1371. مقدمات آزمايشگاهي و نمونه گيري بيولوژيکي. مجله دانشگاه علوم پزشکي زاهدان، انتشارات يزد،  شماره 5.
14. طاهري، ر. (1380). بررسي عوامل مهم موثر در خوردگي بيولوژيک فولاد توسط باکتري هاي احيا کننده سولفات. پايان نامه کارشناسي ارشد دانشکده علوم دانشگاه تهران.
15. عزيزي، ف. و [ديگران]. 1389. اپيدميولوژي و کنترل بيماري هاي شايع در ايران. انتشارات خسروي.
16. فروهش تهراني، ه. و [ديگران]. 1372. تشخيص آزمايشگاهي در عفونت باکتريايي دستگاه گوارش. مجله دانشگاه علوم پزشکي ايران،  دوره دوم،  شماره 1.
17. گوهرخاني گلکار، عبدالعلي. 1374. داروهاي ژنريک ايران و درمانهاي داروئي.    
18. منصور، ط. (1390). داروشناسي کاربردي. انتشارات جعفري، جلد اول، دانشگاه تهران.
19. مهرداد، ص. (1390). کامل ترين مرجع تست هاي تشخيصي و آزمايشگاهي. انتشارات جعفري، جلد اول، دانشگاه تهران.
20. نفيسي، م. و نجفی، ف. 1387. تداخل دارو و غذا. انتشارات نشر پونه.
21. نلسون. (2011 ). بيماري هاي گوارش، کبد و پانکراس کودکان، انتشارات انديشه رفيع.
22. نوحي، الف.، حامدي، ج. و هاشميان جواهر رشتي، ر. 1382. مقايسه ميزان خوردگي فولاد توسط باکتري هاي احيا کننده فولاد در کشت هاي بسته و نيمه پيوسته. مجله علمی پژوهشی دانشگاه تهران، دوره 5، شماره 1.
فهرست منابع انگلیسی
1. Aishan shih RN. MS, Miaskowski C., Marlin J, Dodd, RN, Faan, Nancy A. stouts, RN., Eddy, Faan, 2002 ,To review the research studies on the currents treatments for radiation Therapy (RT) In diced mycosis’s in Patients with head and neck cancer, Volume 29.

2. ASTM-D4412, 1984, standard test methods for sulphate redusing bacteria in water and water formed deposits.
3. Barton, L. L., and Hamilton, W. A., 2007. First Edition. Cambridge University Press.
4. Barton, L.L. ,Hamilton, W. A., 2007. Sulphate – reducing Bacteria Environmental and Engineered Systems. First Edition, Cambridge University Press.
5. Bratthal, D., Hansel – Petersson, G., Sundberg, H., 1996, Reasons for the caries decline: what do the experts believe? Earjoral Sci 104.
6. Bryant DA, Frigaard NU (November 2006). "Prokaryotic photosynthesis and phototrophy illuminated". Trends Microbiol 14 (11).

7. Carranza, New man., 2002, Clinical Periodontal, Ninth Edition. W.B. Saunders company: Philadelphia London New York sty. Louis Sydney Toronto.

8. Collette JFill, 1999, The Isolation and Purification of soleplate – reducing Bacteria from the colon of patient’s us offering from ulcerative colitis, university of port smooth. School of pharmacy an biomedical science BSC (Hones) Biomedical science..

9. Daries, G and et al. 1954, 1-6 di-4 colophony iguanid hexane (Habitation) Laboratory in Visitation of amen antigay cereal agent of height potency. British Journal of pharmacology.
10. Gazi, MI., Jeffery Davies, T. , Al Bagieh N., Cox SW. 1992 , The immediate and medium term effects of Mesa on the composition of saliva. Jaclyn Period onto; 19 (2) : 113-7.

11. Gibson, G. R. 1990. Physiology and ecology of sulphate-reducing bacteria. J. Appl. Bacteriol. 
12. Gibson, G. R., Macfarlane, G. T. & Cummings, J. H. (1988). Ocurrence of sulphate-reducing bacteria in human faeces and the  relationship of dissimilatory sulphate reduction to methanogenesis in the large gut. J. Appi. Bacteriol. 
13. Gilliland, S. E. & M. L. Speck (1977). Antagonistic action of Lactobacillus acidophilus towards intestinal and food-borne pathogens in associative culture. J. Food Prot. 

14. Goldstein, E. J. C., D. M. Citron, V. A. Peraino, and S. A. Cross. 2003. Desulfovibrio desulfuricans bacteremia and review of Desulfovibrio infections. J. Clin. Microbiol. 
15. H. E. Jones, 1971. Sulfate-Reducing Bacterium with Unusual Morphology and Pigment Content, journal of bacteriology American Society for Microbiology (ASM), 106(2).

16. Hamilton, W.A., 1998, Sulfate reducing bacteria: Physiology determines their environmental impact. Geomicrobiology.
17. Hill, E. C., 1983, Microbial corrosion in ship engines, in Microbial corrosion”, proceedings of the conference by The National Physical laboratory and the Metals Society, Published by The Metals Society, London, Uk.

18. Ivone Vaz-Moreira, Conceição Egas, Conceição Egas, Conceição Egas,( 2012) Bacterial diversity from the source to the tap: a comparative study based on 16S rRNA gene-DGGE and culture-dependent method.
19. Jorgensen B. B., 1982, Mineralization of organic matter in the sea bed – the role of sulphate reduction. Nature. 
20. Jorgensen B. B., 1982, Mineralization of organic matter in the sea bed – the role of sulphate reduction. Nature. 
21. Julien Loubinoux, Benoit Jaulhac, Yves Piemont, Henri Monteil, 2003. and Alain E. Le Faou, Isolation of Sulfate-Reducing Bacteria from Human Thoracoabdominal Pus, journal of clinical microbiology 41(3).

22. Julien loubinoux, Benoit Julia, Yves piedmont, Henri Montréal, Alain E, Le afoul, 2003, Isolation of sulfate – reducing Bacteria from Human Thoyacoabdominal pus. Journal of clinical Microbiology, vol , 41.
23. Ken-ichi, Kaori T, Suguru Ichiishi, Hiroshige Mikamo, Toshiyuki Shibata, Kunitomo Watanabe (2009). Susceptibilities of 23 Desulfovibrio Isolates from Humans. 53(12). 

24. La Scola, B., and D. Raoult. 1999. Third human isolate of a Desulfovibrio sp. identical to the provisionally named Desulfovibrio fairfieldensis. J. Clin. Microbiol. 

25. Langendijk,  P. S. E. M., kulik, H. ,sandmeier, J. Meyer. And J. S. van der Haven, 2001, Isolation of Desulfomicrobium oval sp. Nov. and Desalt for brio strain NY 51682 , oral sulfate – reducing bacteria involved in humanlperiodoutar disease. International Journal of systematic and Evolutionary microbiology.
26. Langendijk, P. S., J. T. J. Hanssen, and J. S. van der Hoeven. 2000. Sulfate-reducing bacteria in association with human periodontitis. J. Clin. Periodontol. 27.
27. Loubinoux, J., C. Bisson-Boutelliez, N. Miller, and A. E. Le Faou. 2002. Isolation of the provisionally named Desulfovibrio fairfieldensis from human periodontal pockets. Oral Microbiol. Immunol. 
28. Loubinoux, J., F. M. A. Valente, I. A. C. Pereira, A. Costa, P. A. D. Grimont, and A. E. Le Faou. 2002. Reclassification of the only species of the genus 69 Desulfomonas, Desulfomonas pigra, as Desulfovibrio piger comb. nov. Int. J. Syst. E vol. Microbiol. 
29. Loubinoux, J., J.-P. Bronowicki, I. A. C. Pereira, J.-L. Mougenel, and A. E. Le Faou. 2002. Sulfate-reducing bacteria in human feces and their association with inflammatory bowel diseases. FEMS Microbiol. Ecol. 
30. Maczulak, A. E., Wolin, M. J. & Miller, T. L. (1993). Amounts of viable anaerobes, methanogens, and bacterial fermentation products in feces of rats fed high fiber or fiber-free diets. Appi. Environ. l. 59: 657-662. Mevissen-Verhage, E.A.E., Marcelis, J.
31. Morin, A.-S., L. Poirel, F. Mory, R. Labia, and P. Nordmann. 2002. Biochemical-genetic analysis and distribution of DES-1, an Ambler class A extended-spectrum β-lactamase from Desulfovibrio desulfuricans. Antimicrob. Agents Chemother. 
32. Nadanorsky P, Sheiham A. Relative Contribution of dertal Services to changes in caries levels of 12-year-old children in 18 industrialized countries in Newman, MG ; Sander, M. Oral microbiology with emphasis an etiology in perspective on oral antimicrobial there panics little ton, PSG Publishing.
33. National Committee for Clinical Laboratory Standards. 2003. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for bacteria that grow aerobically, 6th ed. Approved standard M7-A6. National Committee for Clinical Laboratory Standards, Wayne, PA. 
34. Op den Camp HJ (February 2006). Global impact and application of the anaerobic ammonium-oxidizing (anammox) bacteria. Biochem Soc Trans. 

35. Pereira C., Shelley A., Hageman and Voodoo G., Biochemical, Genetic and genomic characterization of anaerobic electron transport pathways in soleplate – reducing Delta proteobacteria. In: Soleplate – reducing Bacteria Environmental and Engineered Systems.

36. Pimentel, J. D., and R. C. Chan. 2007. Desulfovibrio fairfieldensis bacteremia associated with choledocholithiasis and endoscopic retrograde cholangiopancreatography. J. Clin. Microbiol. 

37. Salen A.M. 1964. Differences in the Resistance of soleplate – reducing bacteria to in heritor J. gem. Microbial. 

38. Sambrook J, Russell D. Molecular cloning: a laboratory manual. 3rd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 2001.

39. Schink B, Thiemann V, Laue H, Friedrich MW (May 2002). "Desulfotignum phosphitoxidans sp. nov., a new marine sulfate reducer that oxidizes phosphite to phosphate". Arch Microbiol 177 (5).
40. Thauer R. K., Stackebrandt E., Hamilton W. A., 2007. Energy metabolism and phylogenetic diversity of sulphate – reducing bacteria. In: Barton, L. L., and Hamilton, W. A., Sulphate – reducing Bacteria Environmental and Engineered Systems. First Edition. Cambridge University Press.
41. Wang NJ, Kallestaal C, Petersen PE et al. Caries preventive services for children and adolescents in Denmark, Iceland, Norway and Sweden: strategies and resource allocation. Conmunity Dent oral Epidemiol 1
42. Warren, Y. A., D. M. Citron, C. V. Merriam, and E. J. C. Goldstein. 2005. Biochemical differentiation and comparison of Desulfovibrio species and other phenotypically similar genera. J. Clin. Microbiol. 43.

43. Worden, R. H., Smally, P.C. and Ox Toby, N. H., (1995), Gas Soul –in by Thermo chemical Sulfate Reduction at 140 oc, A.A.P.G., Bull., 79.
44. Worden, R. H., Smelly, P. C., (1996), H2S – Producing Reactions in –Deep Carbonate Gas Reservoirs: Hoff Formation, Abu Dhabi, Chemical. Geol., 133.  

45. World Health organization. Global oral Health Data Bank. Geneva, Switzerland : world Health organization; 2001.
46. Yoshiota, M., Fujita, K., Sakata, H., Murono, K. & Iseki, K. (1991). Development of the normal intestinal flora and its clinical significance in infants and children. Bifidobacteria Microflora10.
47. Yoshiota, M., Fujita, K., Sakata, H., Murono, K. & Iseki, K. (1991). Development of the normal intestinal flora and its clinical significance in infants and children. Bifidobacteria Microflora10.
� - Periodentistis


� - Cytotonic


� - Cotrosive


� - Methano brevibacter smithi


� - Desulfotomaculum


� - Desulfovibrio


� - Desulfobulbus


� - Desulfofarfildenis


� - Desulfovibrio piger


� - Clindamycin


� - gentamicin





