
مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هشتم، شماره بیست و نهم - زمستان 1396

در  بیوتیکیوتعیین حساسیت آنتیفاکتورهای ویرولانس)الاستاز و فسفولیپاز( وجود مطالعه
 های بالینی آئروژینوزا جداشده از نمونهسودوموناس 

 ، سحر هنرمند جهرمی*محیا رهبر زارع، فاطمه نوربخش

 ورامين،ایرانشوا، پي-دانشگاه آزاد اسلامی واحد وراميندانشکده علوم زیستی، ، گروه ميکروبيولوژی

 چکیده

 : ه و هدفسابق
-نژاکتری دارای این ب شد.باهای اکتسابی از بيمارستان در سراسر جهان میایجاد عفونت های مهم درپاتوژنیکی از  سودوموناس آئروژینوزا

 lasB ،یرولانسوهای ی ژنهدف از انجام تحقيق، شناسای عفونت نقش مهمی دارند. زایی ومتعددی است که در بيماری ویرولانس های
plcH ، plcN  ست.ابيوتيکی بوده های انسانی و تعيين الگوی مقاومت آنتیجدا شده از نمونه سودوموناس آئروژینوزادر 

بيوتيکی ساسيت آنتیآزمایش ح انجام گردید. 1395پوست در سال ناشی از سوختگی نمونه  100این مطالعه بر روی  :هامواد و روش 

برای تعيين فراوانی هر  Multiplex-PCRواکنش  و ها استخراج گردیدژنومی سویه DNAد. شاده از روش دیسک دیفيوژن آگارانجام با استف
 شد.انجام  هایک از ژن

 plcN ,plcH های . ژندادندنان تشکيل بيمار را ز  54بيمار  مرد و  46باشد. سال می 20-90سنی افراد مورد مطالعه  محدوده :هایافته

های بيوتيکیترین ميزان مقاومت نسبت به آنت. بيشدرصد مشاهده گردید 100به ميزان  lasBدرصد و فراوانی ژن  98با فراوانی 
 .درصد مشاهده شد 93درصد و  96انی ترتيب با فراوسيلين بهسفوکسيتين و آمپی

 حاصل از سوختگی های پوستینمونهئروژینوزای جدا شده از سودوموناس آدر plcN ,plcH ,lasB  هایفراوانی بالای ژن گیری:نتیجه

 باشد.های حاصل از سوختگی میها به عنوان فاکتورهای مهم ویرولانس در عفونتدهد که این ژننشان می

  plcN  ،plcH ،lasB  هایسودوموناس آئروژینوزا، ژن :های کلیدیواژه

 مقدمه
ی، هوازی اجباری، باسيلی گرم منف سودوموناس آئروژینوزا

صورت ساپروفيت در محيط متحرک و فاقد اسپور بوده که به
طلب است و تنها یک پاتوژن فرصت. این ارگانيسم (1) وجود دارد
کند که در عملکرد زا عمل میصورت عامل بيماریهنگامی به

ترین مهم. (5،4) وجود داشته باشد نقصیطبيعی سيستم ایمنی 
عبارتند از: پيوسيانين،  سودوموناس آئروژینوزالانس ویروعوامل 

هموليزین، الاستاز، تشکيل بيوفيلم که به گسترش بافتی و 
کنی کند و ریشهها کمک میبيوتيکمقاومت آن در برابر آنتی

دارا  .(6،10،11) باشداین باکتری بسيار دشوار می عفونت در اثر
نس متعدد و مقاومت به طيف وسيعی از بودن فاکتورهای ویرولا

و گندزداها کليد موفقيت و  مواد ضدعفونی کنندهها، بيوتيکآنتی
 .(13) باشدزایی میسم در محيط و بيماریاین ارگاني ماندگاری

و یا کروموزوم )ذاتی(  ءتواند با منشامقاومت در این ارگانيسم می
)اکتسابی( باشد که در این حالت به سهولت در بين  پلاسميد

های مختلف های مختلف حتی بين جنسها و گونهسویه

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 آزاد اهدانشگ زیستی، علوم دهدانشک ميکروبيولوژی، نویسنده مسئول :گروه 

 ورامين،ایران پيشوا،-ورامين واحد اسلامی
 niloofar_noorbakhsh@yahoo.comپست الکترونيکی:  

 22/11/1395تاریخ دریافت: 
 1/5/1396تاریخ پذیرش: 
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لاستازها به ا. (15،16) شودباکتریایی به صورت افقی منتقل می
صورت سينرژیسم باشند که بهمی lasBو  lasAشکل دو آنزیم 

ها در ژنکنند. این عمل نموده و الاستين را تجزیه می
-کنترل و بيان می1توسط کروم سنسينگ نوزایسودوموناس آئروژ

-حساسيت جمعيتی در باکتری را به عهده داشته به که  شوند

باشد و  ها میسلول بر عهده این ژن طوری که ارتباط سلول به
رونویسی و ترجمه را تحت تأثير قرار داده و اطلاعات را مبادله 

این عمل دارند. ثر ؤمزائی این باکتری نقش و در بيماریکند می
های دارای الاستين شده و در نتيجه منجر به سبب آسيب به بافت

-پوست میخونریزی دهنده  هایهآسيب پارانشيمی ریه و ضایع

-بادیوسيله تشکيل آنتیهای مزمن سودوموناسی بهشوند. عفونت

-در بافتهای ایمنی و رسوب کمپلکس lasBو  lasAهایی عليه 

سودوموناس   .(18،19،21) شوندهای عفونی، مشخص می
 C (PLC)کند: فسفوليپاز دو نوع هموليزین توليد می آئروژینوزا

. باشدمی يد مقاوم به حرارتکه حساس به حرارت است و رامنوليپ
و فسفوليپاز  کنندتوليد میرا   Cفسفوليپاز plcNو plcH های ژن
C کند. فسفوليپاز فسفوليپيد را هيدروليز میC  رامنوليپيد، و

هستند  سودوموناس آئروژینوزاهای توليد شده توسط هموليزین
دو  کنند. هریمطور سينرژیسم ليپيدها و لکتين را تخریب هکه ب

شان درتهاجم بافتی واسطۀ خاصيت سيتوتوکسيکههموليزین ب
رامنوليپيد با حل کردن شرکت دارند. اعتقاد براین است که 

 های ریوی امکان دستيابی فسفوليپاز فسفوليپيدهای غشاء سلول

C رامنوليپيد عملکرد طبيعی چنين سازد. همها فراهم میرا به آن
. (21) کندمهار می ر اپی تليال تنفسی انسان راهای مژکداسلول

ها  کشف انتروباکتریا سهکه در بين  2از عناصر تکراری کوتاه
باشد شدند عناصر تکراری کوتاه بين ژنومی پيوسته می

(Enterobacteria repetitive intergenic consensus  که از )
bp  127-69 ها یا باشد و سکانسجفت باز در طول متغير می

کنند در بزرگی را در مرکز محافظت می3های پاليندروميکتوالی
 ERICتوالی  19و  REPتوالی  Ecoli  ،314 تعيين توالی ژنوم

وسيله دو پرایمر توان بهرا می ERICیا  REPکشف شد. تکثير 
های متعددی از یا مجموعه تکی ، یک مجموعه از پرایمرها و

معمول طور به ERICپرایمر ها انجام داد، الگوهای اریک 
دارند ولی هر دو  REPتری نسبت به الگوهای پيچيدگی کم

کارگيری هر دو دهند، بهب خوبی در سطح سویه ارائه میترکي
-ها را نسبت به زمانیروش در کارهای تحقيقاتی قدرت تمایز آن

-شوند افزایش میها به تنهایی استفاده میکه  هر یک از روش

ترین اهداف مورد رایج ERIC,REPکه توالی های حالی دهند. در
های یکی از توالیند باشمی DNAبندی استفاده جهت طبقه

باشد که برای اولين بار در تمایز می BOX 4 تکرار شوند
 .(26) استرپتوکوک پنومينه  استفاده شده است

در باکتری  هایبعدی مشخص شد که این آزمایش هایدر تحقيق
 ها قابل انجام است.نيز برای تمایز سویهسودوموناس آئروژینوزا 

ها بيوتيکيکی نسبت به آنتیطور ژنتهب سودوموناس آئروژینوزا
ی در هایطوری که باکتری با ایجاد تغييرکند، بهمقاومت پيدا می

های غشاء خارجی موجب کاهش نفوذپذیری این غشاء پروتئين
ی در هایچنين با ایجاد تغييرشود. همها میبيوتيکنسبت به آنتی

-نسبت به آنتی افزایش مقاومت باکتری موجبهای باکتری آنزیم

هدف از انجام تحقيق، جداسازی . لذا (19،22) گرددها میبيوتيک
در  plcNو lasB  ، plcHویرولانسهای زمان ژنمولکولی هم

های جداسازی شده از نمونه سودوموناس آئروژینوزاهای نمونه
 و تعيين و مقایسه الگوی Multiplex-PCRبالينی با روش 

 بيوتيکی بوده است.مقاومت آنتی

 هامواد و روش
 جداسازی وشناسایی باکتری 

تعداد  انجام شد. 1395درسال  مقطعی -در این مطالعه توصيفی
از بيماران با  نمونه از عفونت ناشی از سوختگی پوست  165

جمع  از مرکز سوانح سوختگی تهرانسال  20-90محدوده سنی 
ه آزمایشگاه تحقيقاتی و پژوهشی گروه ها ب. تمامی نمونهآوری شد
های شناسی پاسارگاد منتقل شدند. در آزمایشگاه نمونهميکروب

دست آمده بر روی محيط بلاد آگار، مک کانکی و ستریميد هب
در دمای 1آگار )مرک، آلمان( کشت داده و پس از گرمخانه گذاری

 ساعت از نظر تشکيل کلنی و 24گراد به مدت درجه سانتی 37
های یيد کلنیأرشد باکتری مورد بررسی قرار گرفتند. به منظور ت

 هایآزمایشاز  سودوموناس آئروژینوزارشد یافته مشکوک به 
آميزی گرم، استاندارد بيوشيميایی و ميکروبيولوژیکی نظير؛ رنگ

، اندول، متيل رد و ووگس TSIاکسيداز، کاتالاز، حرکت، سيترات، 
تخمير(، -)اکسيداسيون OFتست  ،(، اوره آزMR-VPپروسکوئر)

گراد و توليد پيگمان در محيط ستریميد درجه سانتی 42رشد در 

. در این مطالعه از سویه (18)آگار )مرک، آلمان( استفاده شد 
عنوان سویه به  27853ATCC سودوموناس آئروژینوزااستاندارد 

 کنترل مثبت استفاده شد. 
 بیوگرام(بیوتیکی )آنتیتعیین حساسیت آنتی

با  سودوموناس آئروژینوزاهای باکتری بعد از تعيين هویت گونه
بيوگرام از روش های بيوشيميایی، جهت انجام آزمون آنتیآزمون

 به روش کربی بائر و بر طبق (Disk diffusion)دیسک دیفيوژن 
 CLSI (Clinical and Laboratory Standardsدستورالعمل 

institute) وسيله ه. تعدادی از کلونی باکتری را ب(7) انجام گردید
آنس برداشته و در سرم فيزیولوژی استریل حل نموده تا برابر با 
کدورت استاندارد نيم مک فارلند گردد. سپس بر روی محيط 

بيوتيک با فاصله های آنتیدیسک مولر هينتون آگار کشت داده و
درجه  37محيط کشت قرار داده و در دمای  استاندارد بر روی

ساعت نتایج قرائت گردید. جهت انجام  24انکوبه گردیده و بعد از 
، mg 30 (Fox) بيوتيک سفوکسيتينهای آنتیاین آزمون دیسک

-، آمپیmg 10 (GM) ميسينجنتا، mg 30 (IMP) پنمایمی
، mg30 (STX) ، سولفومتوکسازولmg 10 (AM) سيلين

، mg30 (T) تتراسایکلين ،mg30 (CP) کساسينسيپروفلو
 د.ش استفاده، تهيه شده از پادتن طب mg 30 (AZT)آزترئونام 

 ویرولانسهای تکثیر ژن

ها با ژنومی سویه DNA، ابتدا ویرولانسهای منظور تکثير ژنبه
 Molecular Biological System Transferکيتاستفاده از 

های از ج گردید. برای تکثير ژناستخرا )شرکت سيناژن، ایران(
های اختصاصی اليگونوکلئوتيدی پرایمرهای موجود در توالی

. جهت استفاده گردید (16)که از مقاله  استفاده شد 1جدول 
 استخراج شده از دستگاه بيوفتومتر DNAیيد درجه خلوص أت
(Bio-Rad, USA استفاده گردید. در نهایت، واکنش )

Multiplex-PCR  5/12ميکروليتر شامل  25به حجم نهایی 
 Tag DNA ,نزیم آ واحد PCR master mix 2X (1ميکروليتر 

polymeras 2مول  سه ميلیMgcl ميکرومول از هر کدام  400و
ميکروليتر از هر یک از  1)سيناکلون، ایران(،    )SdNTPاز 

الگو  DNAميکروليتر از  4، (ميکرومولار 8/0غلظت )پرایمرها به 
ميکروليتر آب دیونيزه استریل تهيه و با  5/2نانو گرم( و  10)

استفاده از گرادیانت ترموسایکلر)اپندورف، آلمان( بدین صورت 
 3گراد به مدت درجه سانتی 94انجام پذیرفت: واسرشت اوليه 

درجه  94سيکل شامل: مرحله واسرشتگی در دمای  30دقيقه، 

درجه  55ثانيه، مرحله اتصال پرایمرها در  30گراد به مدت سانتی
درجه  72دقيقه و مرحله طویل سازی در  1گراد به مدت سانتی
درجه  72دقيقه، مرحله بسط نهایی  1گراد به مدت سانتی
واکنش  هایمحصولدقيقه. در پایان،  5مدت  گراد بهسانتی

multiplex-pcr  حاوی اتيدیوم بروماید  %1در ژل آگارز
(µg/ml5/0 در مقایسه با سویه استاندار )سودوموناس آئروژینوزا 

 های مورد نظر الکتروفورز گردید.نحاوی ژ

 ها : توالی اليگونوکلئوتيدی پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثير ژن1جدول

اندازه 
 (bpمحصول)

 ژن (5'→3'توالی پرایمرها )

608 F= GCACGTGGTCATCCTGATGC  
R= TCCGTAGGCGTCGACGTAC 

plcH 

284 F= GGAATGAACGAAGCGTTCTC 
R= TGGCGTCGACGAACACCTC 

lasB 

481 F= TCCGTTATCGCAACCAGCCCT 
R= AGGTCGAACACCTGGAACAC  

plcN 

ERIC PCR 

چنين ها و هماری نبودن نمونهدر این مطالعه جهت بررسی تکر
 های جدا شده از آزمونهای باکتریجهت تعيين الگوی سویه

ERIC PCR این  استفاده شد. پرایمرهای مورد استفاده در
تحقيق شامل پرایمر رفت 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC  و پرایمر برگشت
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG .این واکنش  بود

 PCRميکروليتر  5/12شامل)  ميکروليتر 25در حجم نهایی 

master mix 2X  )1  ميکروليتر از هر یک از پرایمرها به )غلظت
نانو گرم( و  10الگو ) DNAميکروليتر از  2ميکرومولار(،  8/0
زیر انجام ميکروليتر آب دیونيزه استریل تهيه در برنامه زمانی  5/8

 35دقيقه،  5گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشت اوليه  شد:
گراد به درجه سانتی 90سيکل شامل: مرحله واسرشتگی در دمای 

گراد به درجه سانتی40 ثانيه، مرحله اتصال پرایمرها در  30مدت 
گراد به درجه سانتی 72دقيقه و مرحله طویل سازی در  1مدت 
گراد به مدت درجه سانتی 72دقيقه، مرحله بسط نهایی  2مدت 

در ژل  multiplex-pcrواکنش  ایهمحصولدقيقه. در پایان،  10
در مقایسه با سویه  (µg/ml5/0حاوی اتيدیوم بروماید ) %1آگارز 
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. در این مطالعه از سویه (18)آگار )مرک، آلمان( استفاده شد 
عنوان سویه به  27853ATCC سودوموناس آئروژینوزااستاندارد 

 کنترل مثبت استفاده شد. 
 بیوگرام(بیوتیکی )آنتیتعیین حساسیت آنتی

با  سودوموناس آئروژینوزاهای باکتری بعد از تعيين هویت گونه
بيوگرام از روش های بيوشيميایی، جهت انجام آزمون آنتیآزمون

 به روش کربی بائر و بر طبق (Disk diffusion)دیسک دیفيوژن 
 CLSI (Clinical and Laboratory Standardsدستورالعمل 

institute) وسيله ه. تعدادی از کلونی باکتری را ب(7) انجام گردید
آنس برداشته و در سرم فيزیولوژی استریل حل نموده تا برابر با 
کدورت استاندارد نيم مک فارلند گردد. سپس بر روی محيط 

بيوتيک با فاصله های آنتیدیسک مولر هينتون آگار کشت داده و
درجه  37محيط کشت قرار داده و در دمای  استاندارد بر روی

ساعت نتایج قرائت گردید. جهت انجام  24انکوبه گردیده و بعد از 
، mg 30 (Fox) بيوتيک سفوکسيتينهای آنتیاین آزمون دیسک

-، آمپیmg 10 (GM) ميسينجنتا، mg 30 (IMP) پنمایمی
، mg30 (STX) ، سولفومتوکسازولmg 10 (AM) سيلين

، mg30 (T) تتراسایکلين ،mg30 (CP) کساسينسيپروفلو
 د.ش استفاده، تهيه شده از پادتن طب mg 30 (AZT)آزترئونام 

 ویرولانسهای تکثیر ژن

ها با ژنومی سویه DNA، ابتدا ویرولانسهای منظور تکثير ژنبه
 Molecular Biological System Transferکيتاستفاده از 

های از ج گردید. برای تکثير ژناستخرا )شرکت سيناژن، ایران(
های اختصاصی اليگونوکلئوتيدی پرایمرهای موجود در توالی

. جهت استفاده گردید (16)که از مقاله  استفاده شد 1جدول 
 استخراج شده از دستگاه بيوفتومتر DNAیيد درجه خلوص أت
(Bio-Rad, USA استفاده گردید. در نهایت، واکنش )

Multiplex-PCR  5/12ميکروليتر شامل  25به حجم نهایی 
 Tag DNA ,نزیم آ واحد PCR master mix 2X (1ميکروليتر 

polymeras 2مول  سه ميلیMgcl ميکرومول از هر کدام  400و
ميکروليتر از هر یک از  1)سيناکلون، ایران(،    )SdNTPاز 

الگو  DNAميکروليتر از  4، (ميکرومولار 8/0غلظت )پرایمرها به 
ميکروليتر آب دیونيزه استریل تهيه و با  5/2نانو گرم( و  10)

استفاده از گرادیانت ترموسایکلر)اپندورف، آلمان( بدین صورت 
 3گراد به مدت درجه سانتی 94انجام پذیرفت: واسرشت اوليه 

درجه  94سيکل شامل: مرحله واسرشتگی در دمای  30دقيقه، 

درجه  55ثانيه، مرحله اتصال پرایمرها در  30گراد به مدت سانتی
درجه  72دقيقه و مرحله طویل سازی در  1گراد به مدت سانتی
درجه  72دقيقه، مرحله بسط نهایی  1گراد به مدت سانتی
واکنش  هایمحصولدقيقه. در پایان،  5مدت  گراد بهسانتی

multiplex-pcr  حاوی اتيدیوم بروماید  %1در ژل آگارز
(µg/ml5/0 در مقایسه با سویه استاندار )سودوموناس آئروژینوزا 

 های مورد نظر الکتروفورز گردید.نحاوی ژ

 ها : توالی اليگونوکلئوتيدی پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثير ژن1جدول

اندازه 
 (bpمحصول)

 ژن (5'→3'توالی پرایمرها )

608 F= GCACGTGGTCATCCTGATGC  
R= TCCGTAGGCGTCGACGTAC 

plcH 

284 F= GGAATGAACGAAGCGTTCTC 
R= TGGCGTCGACGAACACCTC 

lasB 

481 F= TCCGTTATCGCAACCAGCCCT 
R= AGGTCGAACACCTGGAACAC  

plcN 

ERIC PCR 

چنين ها و هماری نبودن نمونهدر این مطالعه جهت بررسی تکر
 های جدا شده از آزمونهای باکتریجهت تعيين الگوی سویه

ERIC PCR این  استفاده شد. پرایمرهای مورد استفاده در
تحقيق شامل پرایمر رفت 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC  و پرایمر برگشت
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG .این واکنش  بود

 PCRميکروليتر  5/12شامل)  ميکروليتر 25در حجم نهایی 

master mix 2X  )1  ميکروليتر از هر یک از پرایمرها به )غلظت
نانو گرم( و  10الگو ) DNAميکروليتر از  2ميکرومولار(،  8/0
زیر انجام ميکروليتر آب دیونيزه استریل تهيه در برنامه زمانی  5/8

 35دقيقه،  5گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشت اوليه  شد:
گراد به درجه سانتی 90سيکل شامل: مرحله واسرشتگی در دمای 

گراد به درجه سانتی40 ثانيه، مرحله اتصال پرایمرها در  30مدت 
گراد به درجه سانتی 72دقيقه و مرحله طویل سازی در  1مدت 
گراد به مدت درجه سانتی 72دقيقه، مرحله بسط نهایی  2مدت 

در ژل  multiplex-pcrواکنش  ایهمحصولدقيقه. در پایان،  10
در مقایسه با سویه  (µg/ml5/0حاوی اتيدیوم بروماید ) %1آگارز 
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های مورد نظر حاوی ژن سودوموناس آئروژینوزااستاندار 
 الکتروفورز گردید.

 

 

 هایافته

مطالعه و جداسازی  موردهای ویژگی نمونه
 باکتری

الی  20 بينسنی افراد تحت مطالعه  محدودهدر مطالعه حاضر 
های مختلف سنی شامل؛ ها از گروهسال بوده است. نمونه 90

 40-50نفر(،  8سال )تعداد:  30-40نفر(،  2سال )تعداد: 30-20
 نفر 74سال )تعداد:  50تر از نفر( و افراد بيش 16سال )تعداد : 

( بيمار را زنان تشکيل %54( مرد و )%46جمع آوری گردید. )
 دادند. می

با روش  ویرولانسهای ژن تکثیر
Multiplex-PCR 

 هایمنظور تکثير ژنبه Multiplex-PCRنتایج حاصل از آزمون 
های بر روی تمامی ایزوله lasB, plcH, plcN ویرولانس

ترین در این بررسی بيشنشان داد که  سودوموناس آئروژینوزا
 100به ميزان  lasBها مربوط به ژن ميزان فراوانی در بين نمونه

درصد  98به ميزان  plcH, plcN هایو  ژن درصد بوده است
 هایمحصولنتایج حاصل از الکتروفورز . وجود داشت

multiplex-PCR  قابل مشاهده است. 1در تصویر 

 
مارکر -Mراهک، ویرولانسهای برای شناسایی ژن PCR: نتایج واکنش 1شکل 
100 bp  )3-14های راهکفی، کنترل من-2کنترل مثبت،  -1راهک ،)فرمنتاز 

 lasB, plcH, plcN ژنها دارای ، همه نمونهسودوموناس آئروژینوزاهای نمونه
 باشند.می

بیوتیکی به نتایج آزمایش حساسیت آنتی
 :  روش دیسک دیفیوژن

-ترین ميزان مقاومت مربوط به آنتیهای اخذ شده بيشدر نمونه

درصد  93و  96سيلين به ترتيب های سفوکسيتين و آمپیبيوتيک
درصد نسبت به  90سپس مقاومت به ميزان بوده و 

 (.2( )جدول 1) نمودار  سولفومتوکسازول مشاهده گردید

 
 هاتوزیع فراوانی ميزان مقاومت کليه سویه های نسبت آنتی بيوتيک -1نمودار 

جداسازی شده به  سودوموناس آئروژینوزاهای : ميزان حساسيت سویه2جدول 
 های مختلف با روش دیسک دیفيوژن بر حسب تعداد و درصد بيوتيکآنتی

ميزان مقاومت  بيوتيکنتیآنوع 
Resistance 

 حساسيت متوسط
Intermediate 

 ميزان حساسيت
Sensitive 

 99( %99) 1( %1) - سيپروفلوکساسين
 99( %99) 1( %1) - ایمی پنم

 100( %100) - - ميسينجنتا
 - 4( %4) 96( %96) سفوکسيتين

-متوپریمتری
 سولفومتوکسازول

(90% )90 (10% )10 - 

 100( %100) - - تتراسایکلين
 98( %98) - 2( %2) آزترئونام

 - 7( %7) 93( %93) آمپی سيلين

 ERIC PCRحاصل از نتایج 
 آنداليز گردیدد. genAlexتوسدط ندرم افدزار  دست آمددههنتایج ب

، bp3000احی الگددوی باندددی در نددو 5هددا دارای اکثددر ایزولدده
bp 1500  ،bp 1000 ،bp 500  وbp 100  .نمونددده بودندددد-

دارای شددباهت ژنتيکددی  هددایی کدده در یددک گددروه قددرار دارنددد
و ای نتددایج حاصددل از تجزیدده خوشددهباشددند. مددی ٪95بددالای 

هدای های ژنتيکدی، نموندهبدر اسداس شدباهتترسيم دنددروگرام 
اسدت کده مورد مطالعه را به هشدت گدروه مجدزا تفکيدک نمدوده 

گدروه غالدب بدوده و  G. گدروه شدوندناميدده مدی A-Hای ههگرو
بعدد از گدروه  Eشدود. گدروه هدا را شدامل مدیاز کل نمونده 30٪

G هدا را کدل نمونده ٪25تدرین تعدداد نمونده بدوده و دارای بيش
 هدا و گدروهدرصدد نمونده 33/18نيدز  Hشامل شده است. گروه 

 D ،33/13٪ هددا و گددروه نمونددهF ،66/6٪ هددا، گددروه نمونددهB ،
هددا را شددامل نموندده C ،66/1٪و  Aهددا، گددروه نموندده 33/3٪

 شده اند. 

 
 سودوموناس آئروژینوزاهای سویه ERIC PCRالگوی باندی حاصل از  :2شکل 

: Mبه ترتيب از سمت چپ: ، بر روی ژل آگارز ERICبا استفاده از پرایمرهای 
-14راهککنترل منفی.  -3راهککنترل مثبت.  -2 ، راهکbp 100 مارکر

 سودوموناس آئروژینوزاهای سویه ERIC PCR هامحصول3

 
دست ه.نتایج بایزوله سودوموناس آئروژینوزا  رابطه ژنتيکی دندوگرام :3شکل 

 با استفاده از دو پرایمر ERIC PCRآمده از 

 بحث 
-ها در پزشکی سبب بروز سویهبيوتيکاستفاده نادرست از آنتی

 ءوسدديله القدداه. ایددن مقاومت ب(22)ده است های مقاوم ش
هدا یدا موتاسدديون بيوتيدکهای غيدر فعدال کنندده آنتدیآنزیم

های غشددای خارجی، تغيير هددای کددد کننددده پروتيئندر ژن

 در .(9) دشومی ایجاد هابيوتيکا محل اثر آنتیدر گيرنده ی
سودوموناس های روی نمونه کارانش برهم تحقيقی که واعظ و

های مختلف بالينی در اصفهان انجام جداشده از نمونه آئروژینوزا
 7/53سيپروفلوکساسين سودوموناس آئروژینوزا نسبت به دادند، 

ران بر همکا تحقيق فاضلی و . در(30) درصد مقاومت نشان داد
-زخمآوری شده از جمع سودوموناس آئروژینوزاهای روی نمونه

 بيوتيکومت به آنتیدرصد مقا 7/98 های سوختگی،
که خلجی و . در صورتی(12) گزارش شد سيپروفلوکساسين

را در سودوموناس وکساسين همکاران ميزان حساسيت به سيپروفل
 99) . مقایسه نتایج این تحقيق(20) درصد گزارش کردند 100

-های دیگر نشان داد که مقاومت آنتیدرصد حساسيت( با تحقيق
تر بوده و ها کمبيوتيکیبيماران نسبت به سایر آنت بيوتيکی در

ن مبتلا به این باکتری اهنوز کارآیی لازم را جهت درمان بيمار
ها % سویه 6/9عربستانی و همکاران نشان دادند که باشد. دارا می

از این مطالعه  پنم مقاومند که با نتایج حاصل نسبت به ایمی
که که ميهنی و همکاران طی پژوهشی در صورتی ،(2) تفاوت دارد

های جداشده بيمارستان سوانح و سوختگی طالقانی بر روی نمونه
پنم مقاوم ها به ایمیسویه %41دادند که اهواز انجام دادند نشان 

 4/94مقاومت  1388فاضلی و همکاران در سال  (.24) بودند
جدا  های سودوموناسرا در سویه پنم به ایمیدرصدی نسبت 

کردند که با نتایج حاصل از  گزارش شده از بيماران سوختگی
مقایسه این نتایج نشان  .(12) مطالعه حاضر اختلاف زیادی دارد

بيوتيکی در بيماران دچار سوختگی بيش دهد که مقاومت آنتیمی
های نمونه حاضرکه در مطالعه در صورتیاز سایر موارد است 

ها حساس بيوتيکتینآجداسازی شده از موارد سوختگی به اغلب 
های سفوکسيتين و بيوتيکو مقاومت نسبت به آنتی ندبود

تریمتوپریم مشاهده شد که این یک مقاومت  -سولفومتوکسازول
ها در سودوموناس وجود بيوتيکذاتی است که نسبت به این آنتی

آلوده شدن زخم سوختگی  علتعفونت پس از سوختگی به .دارد
تان است. با سودوموناس آئروژینوزا موجود در محيط بيمارس

ید این ؤهای مختلف مبيوتيکی در بيمارستانتفاوت مقاومت آنتی
بيوتيکی هایی که شيوع مقاومت آنتیمطلب است که در مکان

 راحتی از طریق ژنتيکی قابل انتقال است. هبالایی وجود دارد ب
 سودوموناس آئروژینوزانمونه  51در مطالعه آذرگون و همکاران از 

 %2/37ماران مبتلا به سيستيک فيبروزیس، جداسازی شده از بي
مقاوم  %7/15مقاوم به آميکاسين،  %5/21مقاوم به جنتامایسين، 
 .(3)مقاوم به سفتازیدیم بودند  %8/9به سپيروفلوکساسين و 

 های بالينیبيوتيکی در سویهدر بررسی الگوی مقاومت آنتی
ایزوله شده از مراکز درمانی شهر اراک سودوموناس آئروژینوزا 
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گدروه غالدب بدوده و  G. گدروه شدوندناميدده مدی A-Hای ههگرو
بعدد از گدروه  Eشدود. گدروه هدا را شدامل مدیاز کل نمونده 30٪

G هدا را کدل نمونده ٪25تدرین تعدداد نمونده بدوده و دارای بيش
 هدا و گدروهدرصدد نمونده 33/18نيدز  Hشامل شده است. گروه 

 D ،33/13٪ هددا و گددروه نمونددهF ،66/6٪ هددا، گددروه نمونددهB ،
هددا را شددامل نموندده C ،66/1٪و  Aهددا، گددروه نموندده 33/3٪

 شده اند. 

 
 سودوموناس آئروژینوزاهای سویه ERIC PCRالگوی باندی حاصل از  :2شکل 

: Mبه ترتيب از سمت چپ: ، بر روی ژل آگارز ERICبا استفاده از پرایمرهای 
-14راهککنترل منفی.  -3راهککنترل مثبت.  -2 ، راهکbp 100 مارکر

 سودوموناس آئروژینوزاهای سویه ERIC PCR هامحصول3

 
دست ه.نتایج بایزوله سودوموناس آئروژینوزا  رابطه ژنتيکی دندوگرام :3شکل 

 با استفاده از دو پرایمر ERIC PCRآمده از 

 بحث 
-ها در پزشکی سبب بروز سویهبيوتيکاستفاده نادرست از آنتی

 ءوسدديله القدداه. ایددن مقاومت ب(22)ده است های مقاوم ش
هدا یدا موتاسدديون بيوتيدکهای غيدر فعدال کنندده آنتدیآنزیم

های غشددای خارجی، تغيير هددای کددد کننددده پروتيئندر ژن

 در .(9) دشومی ایجاد هابيوتيکا محل اثر آنتیدر گيرنده ی
سودوموناس های روی نمونه کارانش برهم تحقيقی که واعظ و

های مختلف بالينی در اصفهان انجام جداشده از نمونه آئروژینوزا
 7/53سيپروفلوکساسين سودوموناس آئروژینوزا نسبت به دادند، 

ران بر همکا تحقيق فاضلی و . در(30) درصد مقاومت نشان داد
-زخمآوری شده از جمع سودوموناس آئروژینوزاهای روی نمونه

 بيوتيکومت به آنتیدرصد مقا 7/98 های سوختگی،
که خلجی و . در صورتی(12) گزارش شد سيپروفلوکساسين

را در سودوموناس وکساسين همکاران ميزان حساسيت به سيپروفل
 99) . مقایسه نتایج این تحقيق(20) درصد گزارش کردند 100

-های دیگر نشان داد که مقاومت آنتیدرصد حساسيت( با تحقيق
تر بوده و ها کمبيوتيکیبيماران نسبت به سایر آنت بيوتيکی در

ن مبتلا به این باکتری اهنوز کارآیی لازم را جهت درمان بيمار
ها % سویه 6/9عربستانی و همکاران نشان دادند که باشد. دارا می

از این مطالعه  پنم مقاومند که با نتایج حاصل نسبت به ایمی
که که ميهنی و همکاران طی پژوهشی در صورتی ،(2) تفاوت دارد

های جداشده بيمارستان سوانح و سوختگی طالقانی بر روی نمونه
پنم مقاوم ها به ایمیسویه %41دادند که اهواز انجام دادند نشان 

 4/94مقاومت  1388فاضلی و همکاران در سال  (.24) بودند
جدا  های سودوموناسرا در سویه پنم به ایمیدرصدی نسبت 

کردند که با نتایج حاصل از  گزارش شده از بيماران سوختگی
مقایسه این نتایج نشان  .(12) مطالعه حاضر اختلاف زیادی دارد

بيوتيکی در بيماران دچار سوختگی بيش دهد که مقاومت آنتیمی
های نمونه حاضرکه در مطالعه در صورتیاز سایر موارد است 

ها حساس بيوتيکتینآجداسازی شده از موارد سوختگی به اغلب 
های سفوکسيتين و بيوتيکو مقاومت نسبت به آنتی ندبود

تریمتوپریم مشاهده شد که این یک مقاومت  -سولفومتوکسازول
ها در سودوموناس وجود بيوتيکذاتی است که نسبت به این آنتی

آلوده شدن زخم سوختگی  علتعفونت پس از سوختگی به .دارد
تان است. با سودوموناس آئروژینوزا موجود در محيط بيمارس

ید این ؤهای مختلف مبيوتيکی در بيمارستانتفاوت مقاومت آنتی
بيوتيکی هایی که شيوع مقاومت آنتیمطلب است که در مکان

 راحتی از طریق ژنتيکی قابل انتقال است. هبالایی وجود دارد ب
 سودوموناس آئروژینوزانمونه  51در مطالعه آذرگون و همکاران از 

 %2/37ماران مبتلا به سيستيک فيبروزیس، جداسازی شده از بي
مقاوم  %7/15مقاوم به آميکاسين،  %5/21مقاوم به جنتامایسين، 
 .(3)مقاوم به سفتازیدیم بودند  %8/9به سپيروفلوکساسين و 

 های بالينیبيوتيکی در سویهدر بررسی الگوی مقاومت آنتی
ایزوله شده از مراکز درمانی شهر اراک سودوموناس آئروژینوزا 
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(، %3/20(، آميکاسين )%3/33ميزان مقاومت سفتازیدیم )
 دست آمد( به%4/19( جنتامایسين )%7/15سيپروفلوکساسين )

ترین ميزان مقاومت که در مطالعه حاضر کمدر صورتی ،(28)
آزترئونام  پنم و،ایمیتتراسایکلين  ،نسبت به سيپروفلوکساسين 

دليل  تواند به دورسد میاوت به نظر میاین تفمشاهده گردید و 
به دليل ایجاد  -2ها ، ناشی از تفاوت در منبع سویه - 1باشد: 

 بيوتيک باشد. های اخير نسبت به این آنتیمقاومت درسال
زای باکتری سودوموناس آئروژینوزا بسياری از فاکتورهای بيماری

 ينگ کروم سنسوسيله یک سيستم ژنتيکی به نام سيستم به
(QS) (19) گردندکنترل و تنظيم می. 

-در نمونه lasB ميزان فراوانی ژنتحقيق مشخص گردید  این در
واند تمی هاسویهتر بوده و اختلاف در فراوانی های بالينی بيش

 با هاتحت تأثير عوامل محيطی باشد. مقایسه نتایج سایر تحقيق
با  دهد که استفاده از پرایمرهاییینتایج تحقيق حاضر نشان م

موقع و  تواند در تشخيص بههای بالا و حساسيت، میویژگی
ه بتوجه  در بيماران به کار گرفته شود. بازا های بيماریسریع ژن
ز اهای جمع آوری شده، نقش این ژن در عوارض ناشی هنوع نمون

-مکامل هبه طور های ترشحی با توجه به نوع آنزیمسوختگی 
 اندتوید این مطلب است که نوع نمونه نيز میؤخوانی داشته و م

 ها مرتبط باشد. در اعلام ميزان شيوع ژن
 Lanotte در تحقيقی تحت عنوان  2004, و همکارانش در سال

های بالينی سودوموناس يکی گونهژنتهای بررسی ویژگی
این ، به های جداسازی شده سودوموناسروژینوزا با سایر نمونهآئ

در  plcHو  lasBو  plcNهای  نتيجه رسيدند که فراوانی ژن
  Wolskaکه در حالی .(21)درصد بوده است  100ها نمونه

های بالينی مختلف را با سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از نمونه
درصد  49بندی کرد و مشاهده کرد گروه ERIC PCR روش 

ها الگوی قرار دارند و ما بقی باکتریها در سه گروه سودوموناس
در  plcHو  lasBهای منحصر بفردی داشتند، ميزان فراوانی ژن

درصد بود و در   91حدود  plcNدرصد و ژن  100 دسته اول
هایی که الگوی منحصر بفردی را نشان دادند ميزان سودوموناس

  بود %9/76حدود  plcN و plcH و  %6/84حدود  lasBفراوانی 
(31). 

-عامل فعاليت plcNمحققان مختلف نشان داد ژن  هایهمطالع
(، التهاب 17زایی)(، فاکتور بيماری23های پيش التهابی )

در ( است.29فجار اسيداتيو در نوتروفيل)( و ممانعت از ان23ریوی)
و  lasBو  plcNهای توزیع ژن نشان داد  Fazeliکه حالی

plcH مختلف مانند عفونت تنفسی، ادرار،  های بالينیدر نمونه
. (14) تفاوت مشخصی وجود نداردزخم بستر ، سوختگی و زخم 

 plcHو  lasBو  plcNهای در فراوانی ژننيز حاضر  در مطالعه 
تفاوت سودوموناس آئروژینوزای جدا شده از عفونت سوختگی در 

ین امتعددی مشاهده شده  هایهچنين در مطالعهم وجود ندارد.
های جدا شده از زخم، سوختگی و دستگاه سودوموناسسه ژن در 
 .(27،25،8 (باشندمیی فراوانی بالا اتنفسی دار

Zhu ( فعاليت 2004و همکارن )lasI, lasR و rhlR  را در
نتيجه بررسی قرار دادند و به این های سودوموناس مورد نمونه

های بالينی در ایزولهها ممکن است با حضور رسيدند که این ژن
که در مطالعه بيوتيکی گردد. در صورتینتیآموجب ایجاد مقاومت 

د که این ژن در ایجاد مقاومت دامینشان  lasBما حضور ژن 
  .(32)باشد ثر میؤزایی متر در بيمارینقشی نداشته و بيش

 گیرینتیجه
و شناسایی سودوموناس جداسازی جهت PCR استفاده از 

-یآئروژینوزایی که عفونت پوستی حاصل از سوختگی را ایجاد م
 هایهها در سایر نمونباشد و امکان دارد این ژند مناسب میکن

ا هحقيقسایر تبا مقایسه نتایج  .تری داشته باشندبالينی شيوع کم
رسد که می نظرهبدست آمده از بررسی حاضر هبا نتایج ب

کارایی مناسبی جهت بررسی تنوع ژنتيکی در   ERICروش
 هاییکه اپيدماز آنجاییهای سودوموناس آئروژینوزا دارد. سویه

های تک معمول توسط یک کلون خاص و عفونت به طور عفونت
 شوند، بههای مختلف ایجاد میتوسط کلون معمولطور بهگير 

سب های تایپينگ مناها توسط روشهمين دليل باید همه ایزوله
یت های مربوط شناسایی و تعيين هوانگشت نگاری شوند تا سویه

 شوند.
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