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 مقاله پژوهشي 

   جداشده آئروژینوزا سودوموناس يهايباکتر در بتالاکتامازها يهاژن شناسایی
 Multiplex PCR بالینی با روش هاينمونه از

  
  *٤، کيومرث اميني٣سيما ستوده ،٢پورصادقمجيد ، ١احسان استبرقي

 
  06/06/1398تاریخ پذیرش  15/02/1398تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

 به اكتسابي و ذاتي مقاومت داشتن دليل به کهبوده  بيمارستاني مهم طلبفرصت پاتوژن يك آئروژينوزا سودوموناس منفي گرمباکتري  :هدف و زمينهپيش

از  ESBL بتالاكتاماز يهاژن يجداساز مطالعه اين از هدف .باشدفوق مي باکتري ارزيابي براي باليني تشخيصي يهاروشدر  تيرؤقابل متعدد يهاکيوتيبيآنت
  است.  multiplex PCR روش از استفاده با باليني يهانمونهاز  جداشده آئروژينوزا سودوموناسباکتري 

، vim ،gim-1،sim-1  يهاژن DNAپس از جداسازي باکتري و استخراج  ،شدهيآورجمعمختلف که  هايعفونت انساني ازجدايه  درمجموع: کار مواد و روش
imp ،spm-1  با روشmultiplex PCR قرار گرفتند. موردمطالعه  

جهت   sim-1، imp ،vim،-1 spm  ،gim-1  يهاژن، شدهيآورجمع هاي سنيو از تمامي گروهمختلف  هايعفونت هاي انساني ازنمونهجدايه  ۷۰از  :هايافته
، VIM يهاژنها مثبت بودند و سويه از کل) درصد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱تعداد  موردمطالعهاز مجموع نمونه باليني  آئروژينوزا سودوموناسشناسايي مقاومت دارويي در 

gim-1،sim-1 يهاژن .مشاهده گرديد هانمونه، در vim ،gim-1،sim-1 ، دو  نيبنيدرارا دارا هستند. ۹۲/۲۴و  ۲۸/۲۷و  ۴۲/۲۱درصدهاي  بيبه ترت هانمونهدر
  مشاهده نشد. هانمونهدر  spmو  impژن 

ائز اهميت هاي سودوموناسي بسيار حعليه عفونت مورداستفاده يهاکيتويبيآنت: متالوبتالاکتامازها به دليل ايجاد مقاومت به طيف وسيعي از گيريبحث و نتيجه
و جلوگيري  رمؤث کيوتيبيآنتانتخاب  منظوربهاپيدميولوژيک و همچنين  ازلحاظها مقاوم به کارباپنم يهايباکتردر  هاميآنزبوده و بررسي و تشخيص سريع اين 

 يهاژنساير  کهيدرحالمشاهده نشد  imp، spm-1 دو ژنتنها  يموردبررس يهاژناز ميان است.  باارزشلازم و  هامارستانيبدر  ييهاعفونتاز انتشار چنين 
  بودند.  تيرؤقابل يخوببها همقاومت در جدايه

 ESBL  ،multiplex PCR بتالاکتاماز وسيع الطيف يهاژن،  آئروژينوزا سودوموناس ها:کليدواژه
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  مقدمه

 از ايميلهمنفي، متحرک و  گرم باسيل  سودوموناس آئروژينوزا 

وسـيعي در طبيعت انتشـار    طوربهکه  اسـت  خانواده سـودوموناسـه  
مل     عا باکتري  ــايع دارد. اين  نت  شـ ثل       عفو تاني م ــ مارسـ هاي بي

هاي مجاري ادراري ، سيستم تنفسي،التهاب وآماس پوست،     عفونت
نت  فت     عفو با باکتري در خون)      هاي  باکتريمي (وجود  هاي نرم، 
ستخوان  عفونت صل هاي ا  اي و عاملهاي معدي روده، عفونتو مفا

                                                             
  انشگاه آزاد اسلامي، واحد شهربابک، شهربابک، ايراندکتراي تخصصي ميکروبيولوژي، گروه دامپزشکي، دانشکده دامپزشکي، د ١
  ايران تهران، ، تهران تحقيقات و علوم واحد ، اسلامي آزاد دانشگاه ، علوم زيستي دانشکده بيولوژي، گروه ميکروبيولوژي، ارشد سکارشنا ٢
  ايران ،کرمان اسلامي، آزاد دانشگاه سيرجان، واحد ميکروبيولوژي، گروه پايه، علوم دانشکده کارشناس ارشد ميکروبيولوژي، ٣
  (نويسنده مسئول) ايران ساوه، اسلامي، آزاد دانشگاه ساوه، واحد ميکروبيولوژي، گروه پايه، علوم دانشکده دانشيار، ٤

ــتيک   فيبروز به  مبتلايان  در مرگ به  منتهي ــيسـ  انبيمار  و سـ

  . )۱(ت اس شديد هايسوختگي و نئوپلاسمي
ند    زايمار يب يها يباکتر  ــودوموناس مان به علت    آئروژينوزا سـ
بتالاکتام براي جامعه  يهاکيوتيبيآنتمقاومت به  يهاژن اکتســاب

شري خطرناک    با بتالاكتاماز يهاژن . اين مقاومت به علتهستند ب

ــف  ــي ــار  ط ــع  بســـــي -Extended Spectrum β( وســـــي
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Lactamase  (ESBL   ــپوزون   ا ــط ترانسـ که توسـ ــت  ها و  سـ
   .شوديمپلاسميدها و يا موتاسيون در باکتري سودوموناس ايجاد 

) بر طيف MBLيا متالوبتالاکتامازها (    Bبتالاکتامازهاي کلاس     
سيعي از   سپوري   و  هانيليس يپن ازجملهها کيوتيبيآنتو ها نسفالو

ــيع الطيف و کارباپنم ــکل مؤثرندها) مونوباکتام جزبهها ( وس  و مش
ي دوظرفيت يهاونيکاتبه  هاميآنز. اين رونديمعمده باليني بشــمار 

ــهمثــل فلز روي     ــد. اولين آنزيم            عنوان  ب کوفــاکتور نيــاز دارن
سا   متالوبتالاکتاماز  سنس در        IMP-1 شده ييشنا س شيا مار سرا در 

ــال   ازجمله ها   MBLاخير انواع  يها دهه بود. در طي  ۱۹۹۱سـ
VIM ،SPM ،GIM     سايي شنا سودوموناس آئروژينوزا  اندشده نيز   .
لد   ــال    MBLمو بار در ژاپن در سـ ــد و  ۱۹۹۱اولين  گزارش شـ

ستراليا و     ازآنپس سيا و اروپا و ا شاهده  کايآمردر آ سومين     م شد. 
و عضو ديگر  ۱۹۹۷در برزيل در سال  SPM-1عضو اين گروه يعني 

ــال  GIMاين گروه تحت عنوان آنزيم   يک نمونه    ۲۰۰۲در سـ از 
ــط           ــد. متالوبتالاکتامازها توسـ ــازي شـ کلينيکي در آلمان جداسـ

ــولباکتام و تازوباکتام که بازدارنده ــيد و سـ ن هاي آکلاوولانيک اسـ
ــتند مهار نمي ــوند. بازدارندههس ــگاهيآزمادر محيط  هاآنهاي ش  ش

ستيک         شامل اتيلن دي آمين  سديم مرکاپتوا سيد،  ستيک ا تترا ا
  .)۲-۴(اسيد و دي پيکولينيک اسيد و غيره هستند 

هاي          يها يباکتر   ماز تا تالاك نده ب يدكن ــيع تول  الطيف وسـ

 بتالاكتام گروه يهاکيوتيبيآنتاز  بســـياري هيدروليز واســـطهبه

 يادهيعد معضلات  و آزترونام، هاسفالوسپورين   ،هانيليس يپن مانند
 وجود به هايباكتر اين ناشـي از  خطرناك يهاعفونت درمان در را

 هاکي وتيبيآنت به  چندگانه    ميكروبي يها مقاومت  پديده   .  اند آورده
(Multidrug Resistance) بتالاكتاماز ايجادكننده يهازولهيا بين 

سيار  طيف با سيع  ب شورها گزارش   د الطيف و سياري از ک  شده  ر ب

 توسط ترکيبات MBL فنوتيپي مبتني بر مهار. چند روش )۵است(

اين  اگرچه .يافت شـده اسـت   هايباکتربر روي   EDTAتيول و يا 
سته به عملکرد     ترارزانساده و   هاروش ستند که ب متفاوت  هاآنه

تام    تالاک ــت. ب يا   اسـ نده  مها  در جنس  MBL (IMBL)يها هارکن
ها  مهارکننده  که علاوه بر اين   مورد آزمايش قرار دارد  يها يباکتر 

پاتوژن     spm-1 ،gim-1 يها ژندر  يده شــــد و نيز در  هاي  د
وجود دارد که توســـط اين مطالعات  ندرتبهنيز  SIM دکنندهيتول

 .)۶(قابل ارزيابي است 
ــتتحقيقات   گونه نياعلت انتخاب     ميزان افزايشکه   آن اسـ

در کشور   ESBLs دکنندهيتول  آئروژينوزاي سودوموناس  يهازولهيا
ها آن از هاي حاصــلها در درمان عفونتو افزايش مصــرف کارباپنم

ــويه  افزايش  و ــودوموناس  هاي سـ نده ي تول  آئروژينوزاي سـ  دکن

ــتانيب در چندگانه يهامقاومت و متالوبتالاكتامازها ز ا ردو هامارس

ــايي انتظار ــناسـ ــريع نيســـت. شـ ــو رديابي و سـ مولد  يهاهيسـ
سد و مي ي به نظر ميضرور  متالوبتالاكتامازها  و مهم گامي تواندر

 به هاهيســو اين از ناشــي هايعفونت كنترل و درمان در ضــروري

ــمار  ــر غربالگري  . رودمي شـ ــودوموناس هدف از مطالعه  حاضـ سـ
ــده  يها آئروژينوزا ــايي      جداشـ ناسـ ــ  يها ژناز بيماران جهت شـ

سيع الطيف و تعيين آن در نمونه تبتالاک دکنندهيتول  ايهامازهاي و

(ESBLs)  مثبت با کمکMultiplex PCR باشد. مي  
   

  مواد و روش کار
نه:    يآورجمع قال نمو يه  و انت عدد  جدا از  انســـاني هاي مت

سـوختگي و کاتتر ادراري در   ادرار، ترشـحات زخم  خلط،هاي نمونه
تنفسي، عفونت ادراري، هاي مبتلا به عفونت هاي سني مختلفگروه

ستاني  و مراکز درماني سوختگي در  صله زماني   تهران بيمار ( در فا
تان      ــ ــول     ۱۳۹۳پاييز تا زمسـ  تهيه و  يبردارنمونه ) با رعايت اصـ

ــد. يآورجمع ــازي  هانمونهتمامي  ش گرم  يهايباکترجهت جداس
سيلي   يهايباکترو  ESBLsمنفي توليدکننده   ژهيوبهگرم منفي با

و پردازش  يموردبررس  MBL دکنندهيتول آئروژينوزاي سسودومونا 
ند.   ها قرار گرفت جام        ۷۰ تي درن ماده ان ــازي و آ له جداسـ مورد ايزو

  مراحل بعدي شد.
باکتري    يات  ــ ــوص نگ    :  خص با ر يت  آميزي گرم، تعيين هو

تســت  ،کاتالاز و اکســيداز تســت :هاي بيوشــيميايي شــاملتســت
سيترات،توليد     ول وتحرک، احياي نيترات، ،توليد ايندH2Sسيمون 

اوره آز، تريپل شوگرآيرون آگار، دکربوکسيلاسيون اورنيتين وليزين، 
DNase ۷اکسيداتيو فرمنتاتيو انجام گرفت( و تست( .  

به  طراحي دقيق پرايمر براي :  آغازگرها (پرايمرها)   انتخاب  
ست  صولات   د در مقادير مطلوب و جلوگيري از  موردنظرآوردن مح
ص   يغ يهايتوالتکثير  صا ست. معمولاً    يراخت  M  ۱- ۱/۰ضروري ا

ــد يم ازي موردنپرايمر در هر واکنش   ).۱(جدول انتخاب پرايمر   باشـ
 شده ارائه ۱در اين تحقيق در جدول مورداستفاده ترادف آغازگرهاي 

ــازنده با غلظت    ــرکت س ــتور ش ــت. آغازگرها طبق دس  pm/μl اس
ــدند و با غلظت      ۱۰۰ در واکنش  pm/μl ۱۰در آب مقطر حل شـ

PCR  در حجم μl ۲۵قرار گرفتند مورداستفاده.  
، sim-1 ،imp  يهاژنبراي  Multiplex PCR مولکولي  فناز 

vim ،Spm -1 ،gim-1      سايي مقاومت چندگانه دارويي شنا جهت 
ــودوموناسدر  ــدهانجامهاي با توجه به بررســـي آئروژينوزا سـ و  شـ

سه توالي  شد    مقاي ستفاده  ستخراج  . )۸, ۶(هاي مختلف ا با  DNAا
ــده   ــتورالعمل ارائه ش ــيناژن مطابق دس ــتفاده از کيت تجاري س اس

  توسط کيت انجام شد.
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  )۶( .سيعو طيف با بتالاكتاماز يهاژندر اين تحقيق براي شناسايي  مورداستفادهپرايمرهاي  ):١جدول (

  (bp) اندازه باند
ژن 

  هدف
  پرايمر  (’to 3 ’5)توالي پرايمر 

)۱۸۸ bp(  Imp  
5-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3 

5-CCAAACYACTASGTTATCT-3  
IMP  

)۳۹۰ bp(  Vim  
5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3 

5-CGAATGCGCAGCACCAG-3  
VIM  

)۲۷۱ bp(  Spm-1  
5-AAAATCTGGGTACGCAAACG-3 

5-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3  
SPM-

1  

)۴۷۷ bp(  Gim-1  
5-TCGACACACCTTGGTCTGAA-3 

5-AACTTCCAACTTTGCCATGC-3  
GIM-

1  

)۵۷۰ bp(  Sim-1  
5-TACAAGGGATTCGGCATCG-3 

5-TAATGGCCTGTTCCCATGTG-3  
SIM-

1  
  

   Multiplex-PCRبرنامه زماني و ميزان مخلوط واکنش  ):۲جدول (

Final extention  35 step cycles   
Primary 

denaturation 

گراديسانتدرجه  ٧٢  Extention Annealing denaturation ۹۵  گراديسانتدرجه  
دقيقه ۱۰ گراديسانتدرجه  ٧٢  گراديسانتدرجه  ٥٥  گراديسانتدرجه  ٩٤  دقيقه ۱۰   

دقيقه ۱  ثانيه ۷۰  ثانيه ۳۰   - 
  

نه براي       PCRواکنش  گا ند کدام چ هاي     هر فت پرايمر از ج
سيون نمونه      جداگانه با مقادير  صورت بهمذکور  سپان سو شخص از  م

صــورت گرفت. لازم به ذکر اســت که تمام  تريکرو ليم ۲۵در حجم 
ــه کنترل منفي          PCRهــاي واکنش   ــا نمون ــاکتري      ب و مثبــت (ب

شياکلي    شري شده از   ا ستور ايران   تهيه  ستيتو پا  يهانژکه داراي  ان
الکتروفورز ژل آگارز، با اســـتفاده از  انجام شـــد. بود) يموردبررســـ

 پايين يهاغلظتبا  يزيآمرنگدر ژل توسط  نمونه موقعيت و محل 

ستقيم آن تحت تأثير تابش نور     شاهده م محلول رنگ اريتروژل و م
   .شوديمماوراي بنفش تشخيص داده 

  
  هايافته

نظير:  انســاني موارد يآورجمعو  هازولهيا يســازآمادهپس از 
ــحــات زخم ــوختگي خلط، ادرار، ترشـ  و از مراکز درمــاني از سـ

ستاني تهران  شده  بيمار ضيحات قبل،  ذکر شرح موارد  در تو ر زي به 
  ).۲مشاهده گرديد(جدول 

  عهموردمطالميزان فراواني نوع عفونت در بيماران  ):۳جدول(

  درصد فراواني  تعداد ايزوله (فراواني)  يبندگروهانواع   نمونه عفوني
  ۷۱/۳۵  ۲۵  جدايه   نمونه تنفسي(تراکئال،خلط و...)

  ۷۲/۱۵  ۱۱  جدايه   نمونه ادراري
  ۵۷/۴۸  ۳۴  جدايه   نمونه زخم از سوختگي 

  ۱۰۰  ۷۰  -  جمع
  

ــل ازيافته جهت رديابي  Multiplex PCRواکنش  هاي حاصـ
ــاني نمونه  Pseudomonas aeruginosa هاي ايزوله  با  :  هاي انسـ

تايج     ــتبه توجه به ن يه   از مجموع آمده دسـ نمونه باليني،    هاي جدا

 بوده ها مثبتکل سويه جدايه  ۷۰از ) درصد ۱۴/۸۷نمونه( ۶۱تعداد 
   ها منفي بودند.کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه( ۹و تعداد 
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  سودوموناس آئروژينوزا هايايزوله Multiplex-PCRنتايج حاصل از  ):۴جدول (

  (%) تعداد جدايه  ژن(جفت باز)  رديف
۱ VIM)390bp(  ۱۵ )۴۲/۲۱(  
۲ GIM-1 )477bp(  ۱۹ )۱۴/۲۷(  
۳ SIM-1 )570bp(  ۱۷ )۲۸/۲۴(  
۴ IMP)188bp(  ۰)۰(  
۵ SPM-1)271bp(  ۰)۰(  
۶ VIM   همراهSIM-1  ۹ )۸۵/۱۲(  
۷ GIM-1   همراهSIM-1  ۱۰ )۲۸/۱۴(  

  

  
، VIM جفت پرايمر: ۵با استفاده از  Multiplex PCRسودوموناس آئروژينوزا به روش مذکور در باکتري  يهاژنبررسي وجود ): ۱( شکل

GIM-1،SIM-1 ،IMP ،SPM-1 از سمت چپ به ترتيب ستون مارکرbp۱۰۰ سويه ۱-۱۱، ستون کنترل مثبت، ستون کنترل منفي و ستون -
  )۵۷۰(SIM-1و   )VIM)۳۹۰هاي باليني سودوموناس آئروژينوزا با دو باند مربوط به دو پرايمر 

  

  

، VIMجفت پرايمر:  ۵با استفاده از  Multiplex PCRسودوموناس آئروژينوزا به روش مذکور در باکتري  يهاژنبررسي وجود  ):۲( شکل
GIM-1،SIM-1 ،IMP ،SPM-1 از سمت چپ به ترتيب ستون مارکرbp۱۰۰ سويه ۲۳-۳۳، ستون کنترل مثبت، ستون کنترل منفي و ستون-

  )۵۷۰(SIM-1 و  )GIM )۴۷۷دو پرايمر هاي باليني سودوموناس آئروژينوزا با دو باند مربوط به 
  

  يريگ يجهبحث و نت
ماري     مان بي ئل مهم در در ــا قاومت     يکي از مسـ هاي عفوني م

 باشـــد. در تماميها ميبيوتيکپاتوژن نســـبت به آنتي يهايباکتر

فاکتور عمده    ۳بيوتيکي بايد   آنتي تکاهش مقاوم    ها به جهت   تلاش
سايي    شنا کتاماز بتالا يهاميآنز دکنندهيتولهاي ايزوله موقعبهيعني 
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سيع الطيف،  ستفاده زياد     و سب يعني عدم ا اتخاذ تدابير درماني منا
بيوتيک و ســهولت گســترش ژن مقاومت را در نظر گرفت.  از آنتي

جاد            يل اي به دل ها  ماز تا تالاک تالوب ــيعي از      م به طيف وسـ قاومت  م
ار هاي سودوموناسي بسي   عليه عفونت مورداستفاده  يهاکيوتيبيآنت

ــريع اين    ــخيص س ــي و تش ــتند. بررس در  هاميآنزحائز اهميت هس
باپنم       يها يباکتر  کار به  قاوم  حاظ ها  م يک و هم     ازل يدميولوژ اپ

و نيز  ثرمؤ کيوتيبيآنتکمک به پزشکان معالج در انتخاب   منظوربه
شار چنين   يهاهيسو براي کنترل  مقاوم به داروها و جلوگيري از انت

 يهاروشاست. تاکنون   باارزشلازم و  هامارستان يبدر  ييهاعفونت
بکار رفته  MBL يهاميآنزمولد  يهاهيسو مختلفي براي شناسايي   

  است.  
 يهاســميمکان طريق از آئروژينوزا ســودوموناس در مقاومت

 ترشحي و تغييرات يهاپمپتالاكتامازها، شامل توليد ب که  متعددي
ــاي خارجي    ــد  يمغشـ  ايجاد  با  ESBLs يها ژن. از طرفي باشـ

مت    قاو نه      هاي م گا ند باط  ها کي وتيبيآنت ديگر به  چ ند  ارت  دار
 يهاژن ESBLs مقاومت افزايش علت انتشار به  و بروز کهيطوربه

صاً    ي،کيوتيبيآنتمختلف  صو شکلات  چند صورت به خ  دارويي، م

 کرده ايجاد هاآناز  ناشـــي يهاعفونت درمان براي را بســـياري

ست(  ست بهبا توجه به نتايج  .)۱۰-۱۲ا  هايجدايه از مجموع آمدهد
ها کل ســويهجدايه  ۷۰از ) درصــد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱، تعداد پژوهش

ــور  ازنظر ماز      يها ژنحضـ تا تالاك بت  ب ند  مث عداد   ولي بود  ۹ت
   بود. بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه(

Varaiya  )به دنبال پيدايش متالوبتالاکتاماز  ۲۰۰۸و همکاران (
مشاهده   ICUدر بيماران  سودوموناس آئروژينوزا توسط   دشده يتول

ســـويه  ۶۰،  جداشـــده ســـودوموناس آئروژينوزا ۲۴۰کردند که از 
 دکنندهيتول) درصد ۸/۲۰سويه (  ۵۰) مقاوم به کارباپنم و درصد ۲۵(

MBL  دکنندهيتولسويه   ۵۰بودند. همچنين از MBL ،۳۸   سويه
ــد۷۶( ــويه ( ۱۲) از بيماران ديابتي و درص ــد۲۴س ) از بيماران درص

ند.       طان بود ــر به سـ به     درصـــد ۳۶ يطورکلبه مبتلا  ماران  از بي
سين و    گاتي سا صد ۴۲فلوک سيلين/تازباکت  در سخ دادن ابه پيپرا د م پا

حال  گاتي    درصــــد۱۴ که يدر ــين و به ترکيبي از  ــاسـ فلوکســ
سيلين/تازباکت  سخ دادند. با توجه به اين عامل  اپيپرا  يزايماريبم پا

ــتري       ــط مدت بسـ تاني، متوسـ ــ  ريوممرگروز که با    ۳۲بيمارسـ
در  کهيدرحال. )۱۳( ســـمي همراه بوددليل ســـپتي درصـــد به۲۰

ضر   ست بهبا توجه به نتايج پژوهش حا  هايجدايه از مجموع آمدهد
ــد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱، تعداد وجودم ــويهجدايه  ۷۰از ) درص ها کل س

ــور  ازنظر ماز      يها ژنحضـ تا تالاك بت  ب ند  مث عداد   ولي بود  ۹ت
  .بود بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه(

Wodford   )ــخيص ۲۰۰۸و همکــاران ــا  تشـ ) در ارتبــاط ب
سيع الطيف  دکنندهيتول سودوموناس آئروژينوزا   VEBبتالاکتاماز و

ــتان مطالعه    ايي انجام داده و گزارش دادند که از مجموع    در انگلسـ
ــد۷/۳ايزوله حدود    ۴۹ايزوله   ۱۳۳۸  دکننده ي تولها  از نمونه  درصـ

ESBLs  ــتند که از اين ميان ــد۸۰ايزوله( ۳۲هس ) حاوي ژن درص
veb ــندمي از  آمدهدســـتبهبا توجه به نتايج  کهيدرحال.)۱۴( باشـ

ــد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱، تعداد پژوهش هايجدايه مجموع  ۷۰از ) درصـ
 ولي بودند مثبت بتالاكتاماز يهاژنحضور   ازنظرها کل سويه جدايه 
 بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه( ۹تعداد 

  .بود
Lim  کاران  و عه   ۲۰۰۹(هم طال که د ) در م با    ايي  طه  ر راب

مشاهده کردند  شد،در مالزي انجام  جداشده آئروژينوزاسودوموناس 
له    به آنتي   که اکثر ايزو يک ها  له هايي  بيوت تتراســــايکلين  ازجم

ميزان بالا و به ميزان کمتر  ) بهدرصد۶۰کلرامفنيکل ( و )درصد ۷۳(
)، درصـــد۳۱(ســـفترياکســـون  ) ،درصـــد۴۰به ســـفوتاکســـيم (

سيلين(  صد ۲۳پيپرا ايزوله  ۳۳آزترئونام مقاوم هستند. همچنين  ) در
 که دادهبيوتيکي نشـان  ) مقاومت چند آنتيدرصـد ۶۹ايزوله ( ۴۸از 

   .)۱۵باشد(ها ميتوسط اين سويه ESBLsتوليد  منزلهبهاين 
Das Neves نشـان دادند   مطالعه خود ) در۲۰۱۰( و همکاران

ــين،          كاسـ نايي (آمي ــودومو هاي ضـــد سـ ــرف دارو كه بين مصـ
سفتازيديم و ايمي      سيپرو  سين،  سا س سودومونا و بروز  پنم)فلوك

 هايشــيوع ســويه  زانيمدارد و  وجود رابطه MDR ئروژينوزايآ

 درصد  ۲/۹مطالعه،  اين در ESBLsمولد  ئروژينوزايآ سودوموناس 

 هايجدايه از مجموع آمدهدستبهبا توجه به نتايج  .)۱۶( شد تعيين
کل جدايه  ۷۰از ) درصـــد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱، تعداد پژوهش حاضـــر

 ۹تعداد  ولي بودند مثبت بتالاكتاماز يهاژنحضــور  ازنظرها ســويه
  .بود بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه(

Leinberger  ) به ۲۰۱۰و همکاران ــي فراواني   )  بال بررسـ دن
و  OXA-10و  CTX-M يهــاژن ESBLsژنتيکي و فنوتيپي          

PER-1  به روشPCR  سودوموناس جداسازي شده  يهايباکتردر
نســبت به ســاير   OXAژن  که فراوانيدريافتند  هامارســتانيباز 
  . )۱۷( بيشتر است يموردبررس يهاژن

Saha كاران   و عه   ۲۰۱۰(هم طال با      ) در م طه  که در راب ايي 
 دادند نشــان متابتالاکتاماز بود دکنندهيتولهاي ســودوموناس گونه

صد  ۵۴ كه شده  هايسويه  از در  بيماران، ادراري يهاعفونت از جدا

ــد  ۶/۳۵و  بوده ESBLsمولد  ــودرص و  پنم ايمي به مقاوم هاهيس
 MBL دکنندهيتولآگار ها بر اساس تست انتشار در    درصد سويه  ۶۱

  .)۱۸(بودند 
Peshattiwar  ) ــي تحت عنوان  ۲۰۱۱و همکاران ) در پژوهشـ

ESBLs  وMBL      نا ــودومو مت در سـ قاو ــط م  آئروژينوزا،س واسـ
 ۱۲۶تهديدي در حال ظهور به درمان باليني مشــاهده کردند که از 

سودوموناس،   صد ۲/۲۲سويه ( ۲۸نمونه  و  ESBLs دکنندهيتول) در
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از  کدامچيههســـتند.  MBL دکنندهيتول) درصـــد۸/۷ســـويه (۱۰
ــويه  نده ي تول زمان همها  سـ مامي    MBLو  ESBLs دکن نبودند. ت
يه   ــو نده ي تولهاي  سـ ند   به ايمي  ESBLs دکن پنم حســـاس بود

حال  يه  که يدر ــو نده ي تولهاي  سـ يدها،      MBL دکن به آمينوگليکوز
شان         سيلين همراه با تازوباکتم مقاومت ن سين و پيپرا سا سيپروفلوک

 هايجدايه از مجموع آمدهدسـت بهنتايج  در مقايسـه با  .)۱۹( دادند
ها کل ســويهجدايه  ۷۰از ) درصــد۱۴/۸۷نمونه( ۶۱، تعداد پژوهش

ــور  ازنظر ماز      يها ژنحضـ تا تالاك بت  ب ند  مث عداد   ولي بود  ۹ت
  .بود بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه(

مکــاران(        ه ني      ۲۰۱۰-۲۰۱۱توجهي و  فراوا ــي  بررسـ ــه  ) ب
ــيع الطيف       هاي وسـ ماز تا تالاک ــط  دشـــدهي تول(ESBLs) ب توسـ

 يطيمحستيز يهانمونهاز باليني و  جداشدهسودوموناس آئروژينوزا 
 -۲۰۱۱هاي در بيمارســتان شــهيد بهشــتي کاشــان در طول ســال

ــودوموناس   ۲۰۱۰ ــاهده کردند که از بين تمامي س پرداختند و مش
شده آئروژينوزا  سيلين، ايمي پنم،     جدا شترين مقاومت براي پيپرا بي

سفتازيديم، آزترونام و          سين،  سفترياکسون ، جنتاماي سفوتاکسيم ، 
 ESBLs) درصـد ۲/۹ده شـد. هفت سـويه(  سـيپروفلوکسـاسـين دي   

ند.     بت بود نه  درصـــد۲۷مث به ســـه کلاس از        از نمو قل  حدا ها 
ــحات،    ۱۴تا از  ۸ها مقاوم بودند.    بيوتيک آنتي  ۹تا از   ۴نمونه ترشـ

  .)۲۰( بودند MDRنمونه خون  ۳تا از  ۲نمونه زخم و 
Okesola ســودوموناس  ايزوله ۹۰تعداد  )۲۰۱۲( و همکاران 

ستان در  مختلف هايبخش از كه آئروژينوزا ست  نيجريه بيمار  به د

ــرا بودند،  آمده  ــد ۲/۲۲داد که   قرار يموردبررسـ  ها ايزوله  درصـ

هاي جدا   فقط در ايزوله  ESBLsبودند. توليد    ESBLsتوليدكننده   
 که گونه شـــده از خلط و ادرار مشـــاهده شـــدند. همچنين يافتند

مروپنم و آميکاسين به ايمي پنم،  درصد۱۰۰ آئروژينوزا سودوموناس
به جنتاميسين حساس  درصد۳۰به سيپروفلوکساسين و  درصد۵۰، 

ــتند  ــه با   . )۲۱( هسـ ــت آمده از مجموع     در مقايسـ تايج به دسـ  ن

ــد۱۴/۸۷نمونه(  ۶۱، تعداد  پژوهش هاي جدايه   جدايه    ۷۰از ) درصـ
سويه  تعداد  ولي بودند مثبت بتالاكتاماز يهاژنحضور   ازنظرها کل 

  .بود بتالاكتاماز يهاژنفاقد ها کل سويهاز ) درصد۸۵/۱۲نمونه( ۹
در اين مطالعه و مقايسه با ساير مطالعات صورت گرفته از ميان 

ــ يهاژن ــد   IMP، SPM-1 تنها دو ژن يموردبررس ــاهده نش مش
ــاير  که يدرحال   تي رؤقابل   يخوببه مقاومت در جدايه ها       يها ژنسـ

ــودوموناسجع به در نقاط مختلف دنيا مطالعات زيادي رابودند.   سـ
 صـــورت گرفته اســـت حال با کمک ESBLs يهاژنو  وزائروژينآ

مدت زمان با ويژگي     نيترکوتاه توان در مي Multiplex PCRشرو
پي برد و با درمان  زايماريب يهاژنو حســاســيت بالا به حضــور   

مقاوم و انتقال اين  يهاهيسـو مناسـب و به موقع از به وجود آوردن  
ــاني و  يها تي جمعها در  ژن در  جلوگيري به عمل آورد.   داميانسـ

سايي مولكولي     شنا -IMP، SPM-1  ،SIM يهاژناين مطالعه به 

1, GIM-1, VIM   ستفاده از روش ه پرداخت Multiplex PCRبا ا
ــد که از بي   ــن موارد شـ  IMP، SPM-1 تنها دو ژن  يموردبررسـ

ــت    ــد اين در حالي اس ــاهده نش ــت آمده از مش اين که نتايج بدس
ــاير با  M-PCRروش تحقيق با  صــورت گرفته توســط  اتمطالعس

Afzal Azim  تواند در ميزان ها ميعلت اين تفاوت و است متفاوت
ــرف  ر ف دو اختلاها و همچنين منطقه جغرافيايي  کيوتيبيآنتمص

  ها باشد.اکولوژي سويه منشأ
  

  يتشکر و قدردان
شي دوره     ستقلي از فعاليت تحقيقي و پژوه اين مقاله اقتباس م

 اهشـگ يآزماوسـيله از  ارشـد ميکروبيولوژي اسـت. بدين  کارشـناسـي  
 تحقيقاتي پاســارگاد و کارشــناســان ميکروب شــناســي و نيز کليه 

نده            يد و ارز مايي مف يت علمي راهن عال جام اين ف که در ان عزيزاني 
  گردد.داشتند قدرداني و تشکر مي
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Abstract 
Background & Aims: Gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is an 
important hospital opportunistic pathogen, due to its intrinsic and acquired resistance to several 
antibiotics found in clinical laboratories for identification of Pseudomonas aeruginosa. The aim of this 
study was to isolate ESBL beta-lactamase genes from Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical 
specimens using multiplex PCR. 
Materials & Methods: In total, human isolates from different infections that were collected after 
isolation of bacteria and extraction of DNA of vim, gim-1, sim-1, imp, spm-1 genes were studied by 
multiplex PCR.  
Results: Of 70 isolates of human specimens from different infections and of all age groups, sim-1, imp, 
vim, -1 spm, and  gim-1 genes were used to detect drug resistance in Pseudomonas aeruginosa from the 
total clinical samples studied, 61 samples (87.14%) were positive from all strains and VIM, gim-1,and 
sim-1 genes were observed in samples. The percentage of vim, gim-1, and sim-1 genes in samples were 
21.22, 27.28 and 24.92, respectively. In this regard, imp and spm genes were not observed in the 
samples. 
Conclusion: Metalobetalactamas is very important due to its resistance to a wide range of antibiotics 
used against pseudomonas infections, and the rapid detection of these enzymes in epidemiological and 
carbapenem resistant bacteria . In summary, Choosing an effective antibiotic and preventing the spread 
of such infections in hospitals is necessary and valuable. 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa  ،ESBL ،Multiplex PCR 
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