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�����: Pseudomonas aeruginosa	 
�� � ����� ��� ����� ��� �������� � !� "
#$ �% ��&���  '�(� !� )*� ����+ �
, � " &�-%�-  .���

�,/����- !� ��"�*� 0% !� 	���� &1 %�2" ��� #3,,- 3- � 4�5
� ��� 3�6 ����-7����0���
3� 32� � �� 8 !�� 5
3� 9�:�� � ;3� .
< ���32 	!=0�>�� 

&1 ��� #3,,- 3- � 4�5
� ��� �� � ����-7����0���
! ��� Pseudomonas aeruginosa �32 � � #38�&���  ?�@ @�+��  A"� !�Multiplex PCR 

)Multiplex polymerase chain reaction (" �*�
!+ �� A"� ��� 6�,D�E� %��.  

��� :�� 50 !
�� � Pseudomonas aeruginosa 38 ����32  "�GE	 ���5 &��5 9�@H���  ��7 ���5  JK�L� M�6���9�:�� �D@H ��@� .8 

!
�� � 
� !� 9"�*� � O
��5 	�,/  �E�6�,D ���DDST )Double disk synergy test " (Combine disk  3�
P6 ��@� 	�
��� �% .�D@H 9�:��

A"�  	!�D@H 9�:�� �E�6�,D ���Multiplex PCR &1 ���
%� ��@�  @Q� %��� ���38 9�:��. 

����� :�� ���5 R
��� S��>� !
�� ��"�*� ��T0� 	9�@H��� � 
� !� �(+� #38 �32 ���  �,/16  " 3V�% !� �(+�����  ��+-" " �,/"@�8  " %�� 3V�%

 A"� �%DDST  "Combine disk	 !
�� W�� R
��� .3X� �D�
 ��(Y� ����-7����0��� � PCR #3,,- 3�
P6 A"� �  W�� " 3�%�� �E�6�,D ���

!�� � 3X� �
���,8 ��(Y� ����-7����0��� �. 

����� :���� ���� " �,/"@� 	���@� <
� R
��� !� !2�6 �� � 
� ��@� Z��,� <
4T
�2 ���"��% ��+-" �� �,/ A"� !� !2�6 �� " 3,8��  " �E�6�,D ���

&1 	�0��0��  ���3���3� �
7�� [��8 �@�+� @�? &��� �� �% @Q� %��� �����-7����0���.  

:����� ������  	����-7����0���Multiplex polymerase chain reaction	 Pseudomonas aeruginosa  
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��Pseudomonas aeruginosa ����� ���	 
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�'� .������ �� 0	1��#�� �" �� 45�� �(�� �0	1 ��  � 6$ 

$���7� 4$������. & �8 &���" &2�������9����6��� ����3 

IMP� VIM  �SPM �� ������� ��: � � SIM  �GIM 

�� ������� ��(� �� +3��.  

������ &9�� &����� &�"  +�6��  ;���  0�/���  ��" � 

�<=3 ����  �� !� �  �����#$ �  $��>��  ����%
  &��" 

+�+3 +	��� ��?' �(' � ������	1 �@.  A��� �  �� � 

�3��  2����%
 ��  ;���  ����'  ��"  �# �B�<�  ���  ����' 

&������� &���" ������� ���� ���(�� 0	��1 #$ �����%
 &���" 

����'#�( � )��/�� �� +"$.  

�'#�� � C D:! E��' ;�� 0�/�� �" 0" 2� F�G6 

��8�6� �+ 1� � 0" �� #�H	� �(� �� ��=3/1 I6�J� 

#$ K�D��� ����  �� !� �  ��'�	�  &����  ����#$  L���� 

��#�( � � �; 	M(" -��	� ���' &�" ����� ��  ��"�#�$ 

� &� N�����7 2� #����:��� ������%
 &����" �������� #$ 

���'#�( � �" &#��O �� +3��.  

�8�"& ��; /���0��" #$ ���	
 ��P -����� 2�  ���(7 

(��'Q1 �"+ � �������R�	���" #����P +���#�$ � ���� ���S�#� 

�� +	���! � ; �'���"&  T���D�  ���  ������&  ��S�� 

�����&�"& �T��D� -����� �+	��0	1��#�� �� ������ .  ��"

�)�(� #$ (0	1��� � 0	1Pseudomonas aeruginosa  2�

+	W�; � X#�� 4�#�N $���� KY7 )"�� :�� !� � � 

�� 2��L  ��+���� #�1�; �:[& 7#�.�   ����	
 �G!

OprD � \��
�� �����$���> ���� ���1 ]@��' �������� �; 

�� $�3 �/ � �  �� 2� �#�$ -��J� E�$ ��L �� ̂ ��Q%   ���

0*��!�; �� �"MexAB-OprM   �!�_ #��� �� � �'�� 

������� #$&    ��<� E���$ \��
�� � $#�$ $���7� #�&  2�

���� � !� � �"0	1��#�� ��(7 2� �"��) +��31.(  

a+" 2� ��>�� ��; �G! �L  ����'�	3 �8  &��"  +�� 

4+��		� & 0�/���� &���"  2�������9����6��� #$ �����' &���" 

Pseudomonas aeruginosa �+7 4+3 2� ��#�( � � [ 

&����������<� ���������� b�# Multiplex PCR   

)Multiplex polymerase chain reaction (� b�# 

!���	� ?� DDST )Double disk synergy test (� 

Combine disk � �����< & �� �" �� �+=��R $�� .  

  

��� 	
  

E(7#��& ���(�� #$ :�; �J6�@�&  ���! %� -  �J@���� 

 -���� #$6  2�) 4����$#������; �*��3 ���!�#� 1393 2� (  

50 � #�( [ � ��<�& �J7��� 4+		�  ��� ��2�� 4�R�: ��"& 

K����	7 K����[ �������*! ������(� &   ����� i�������  

Pseudomonas aeruginosa 2����'�+7& $�N����+ .

���(� �" �� ��2��4�R: ��	� � #$ G� j ��'�( +   #��N�

 �:�3+ .G� j�"& �:� �� X+� 24 -18 �
�' � 

#$ ��$& 37 �7#$ & ���'�$��N  ���=���$�N+.  

J! �� ; �"���� ��	��� ���":  �����" ; �� J! ���*7

�	�� )���2� 2� �o�=:� &�"    +�	��� ��� ( �3� � &�"

   j ��G� #$ 2����9 � /�����N ��� (D! �+�
TSI agar 

)Triple sugar iron agar    #$ +�3# �2�+ �<�� +� 6�! (

 &��$42 �7#$ & ����' /B' ��(R 1 + 6�! �$��N-  ���

     j �G� #$ ����S � #��N� + (����' j G� #$SIM 

)Sulfide indol motility () +3 4$�%�'�3-2.(  

�6�/�� � '�<S  &�"Pseudomonas aeruginosa 

���� �� �B<� 4+3 &2�'�+7  �� !� �  &��" �� �(�   0	�1

)10 � ����N��=(� 0	1����� )10 ����N��= �(�  0 ?%��'  

)30 �����N��= �( � 0�+�2��%���')30 �����N��= �(� 

��%��' ) 0 ��<��230 ����N��= �(� ; ��'�<������? '   

)5 ��N��= �(� ) ; '�= ��30 ��N��= �(    4+�3 �� *!

 �8��� %�$ ���<�$ b�# ���� ����� ;!$���1 �����3 2�

)Kirby-Bauer   &�"$#�+�����'� ���� L����@� � (CLSI 
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)(Clinical and Laboratory Standards Institute 

) +3 4+ >	'4.(  

b�# DDST 0�/���� $���7� ���'#�� &����� :  &���"

b�# 2� �2��������9����6���   �? !����	� &����"DDST  �

Combine disk ��� *! .+��3 4$�%���'�  �� ��<��?'�' &

 �H�[ �� -$�J� ���������5/0 ��   +� �q! ^?' � +	6#��

 r���� -���� ���� ���������=?��'� ����625  � ���������OD 

)Optical density( 1/0 -08/0    ��� ^?�' .���N ��>��

 j ���G� ]@���' &�# �������'� s�����' 2� 4$�%����'�  

Muller-Hinton agar .+3 4$�$ �:�  

��S�� #$ �<�$ �+J� & ���� &�"  &�# �� �= !� �

���(�� ���<�$ �+����� .+��3 4$�$ #����P j ��G� ;����  0	��1  

)10    ����<�$ � ���� �1 &�# (�����N��= �EDTA 

)Ethylenediaminetetraacetic acid ( ����H�[ �����  

5/0  0�>S �� #9�� 4  ��� 6��= �  ����#   ��<�$ &�#

�(�� ����� �� � 0	1  &20-15 �� �   .+�3 4$�$ #��P ���

 2� +J�24 #$ ��� '���=�� �
�'  &���$ 37  ��7#$ & 

����'  ) +�3 4+���. �> �� �$��N5-4  �b�# ;��� #$ .(

�(�� �<�$ a���� #$  �0	1�6�" )��/�� &   �+�3# �+


�� 2�����9����6��� 0�/�� $�7� �R�� � ) +3��5-4.(  

b�# Combine disk�#$ : ��;   ���� �+���� �b�#&   

8 �'�� & � �� ������(� �0	1  �<��?'�' �� �  ����=� 

 -$�J�5/0 �� 	�� 2� +	6#��� �"& 24*! ��
�' �   ��� �

�#& G� ]@' j " �6�� ���	 $�N �:� #�N��+ +J� .

 �3YN 2�15 P$  ���  ���!2� �] $� ��< �� �(�  0	�1 10 

� ��N��= �(' #$� �1 2� � $ �� ��< IPM/EDTA 

�3�N #$ & $��R �1 � �    � +�3 4$�$ #���P24   �
��'

$�N ���=���+ .  

^��1  2�24 ���6�" X����%! ��
���' &  +��3# �+��


�����< +3���(� #$ . &   X���%! ��B�� 2�����9����6���

�$ �6�" & �+
 +3# ���+ � ) 2� 7 � �� ��� +3��   ���)

��3� �� �6�" & ��(� 0	1 2�� 14 � �� ��� +3��.(  

b�# Multiplex PCR :�����&  r��D���'�DNA� 

�2��� � �������& ���"&  ��%	� ����N�  ��' �����3 �8�	   

)Cinna Pure 881613DNA KIT-PR  4$�%��'� ( +�3 .

������2� Multiplex polymerase chain reaction   

)M-PCR�����S�� �����3 (  ���� 6�� ����3�'�� &94 

 ��7#$  �����' &    X+�� ���� $���N3   ��� ���� P$ ����S  &

 �3�'��94 �7#$ ����' &    X+�� ��� $��N1   ���� P$

��S��  -�t!� &61 �7#$  �����' &     X+�� ��� $���N1 

��S�� ��� P$  j<� &72 �7#$ ����' &   X+�� �� $��N

2  $�+J!) �� P$35 ��S�� � (= '   ����*� j<� &72 

�7#$ ����' &  X+� �� $��N10 .$�� �� P$  

&���"�(���1      #$ �����2� ;���� #$ 4+��3 4$�%���'�  

 -�+��71  �����2� .���'� 4+����Multiplex PCR  #$

 ) ��=����'���! 4�R���'$TECHNE  .+���$�N ����>�� (

 -�tG�PCR  2#�N� -8 &�# ��1  4$�$ -����� +�#$

  u���# 2� +��J� � +��3   o�$ -8 4�R���'$ #$ �&/�� ��

)BIORAD .���N #��P �'#�� $#�� (  

4$�$  ���� &#����� &���" 2� 4$�%���'������  #�/����SPSS   

)SPSS Inc., Chicago, IL    � �G! � ���/>! $#��� (

���N #��P.  

  

���	 	
  

 v�(>� 2�50  ��6�/��  &Pseudomonas aeruginosa �

28 ) ����6�/��56   � ������2 2� (+����#$22  ����6�/��  

)44 +�#$ (2�  ��$���  &2��'�+7  +��$�N  ���  ��/� � 

������ #$ ���2 ��: � 2� ��$��  $��� ) =�3 1 .( ;��� 

�aQ�.� �� �7�! �� �<���� & �$ ^	7 �	J� #�$ $��.  

2� 50 �6�/�� &  $#���      ����2� ���>�� ��*7 ��'#��
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�������   ����� i������� � ���'�<S ;������: � ����N���� �

���� � !� �  ��%�' � 0	1��� &�"     ��/� � ��� 0 �<��292 

���� &��� ������ ;���: � � +�#$    0�+�2��%�' �� !� �

)64  -�+7) +3 b#�/N (+�#$2 ()=3 2.(  

  2� ��? !���	� b�# ���� 2�������9����6��� )>	�' #$

�#b   &��"DDST )Double disk synergy test � (

Combine disk  b�# #$ .+3 4$�%�'�DDST  �� � 2�

���' �(�� �� ����� &�" ���' �0	1   +�:� ���� ��B�� &

 =3)3.(    

 b�# #$Combine disk ���' �� � 2�  ����� &�"

�(�� �� ���' �0	1 +:� ���� ��B�� &  =3)4.(   

 ���2�M-PCR  $�7� �+
 �� $�7� �'#�� &���

8�  &���������"1blaSPM �2blaIMP �1blaIMP �1blaVIM � 

2blaVIM .+3 4$�%�'�  

  
����1.  �	
�� �� ��	���� ���� �	������� ����� Multiplex PCR)Multiplex polymerase chain reaction.(  

������ � ��	� )bp(  �� ��
  ����� ������  ������  

786 SPM1 
Forward: ´5 CCTACAATCTAACGGCGACC ´3  

Reverse: ́5 TCGCCGTGTCCAGGTATAA´3  
SPM1 

740 IMP1 
Forward: ´5 TGAGCAAGTTATCTGTATTC ´3  

Reverse: ́5 TTAGTTGCTTGGTTTTGATG´3  
IMP1 

737 IMP2 
Forward: ´5 GGCAGTCGCCCTAAAACAAA ´3  

Reverse: ́5 GGCAGTCGCCCTAAAACAAA ´3  
IMP2 

920 VIM 1 
Forward: ´5 TTATGGAGCAGCAGCAACCGATGT ´3  

Reverse: ́5 CAAAAGTCCCGCTCCAACGA ´3  
VIM 1 

865 VIM 2 
Forward: ´5 AAAGTTATGCCGCACTCACC ´3  

Reverse: ́5 TGCAACTTCATGTTATGCCG ´3  
VIM 2 
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 ����2 *�	/0 4�5*� .&��� ���( &' ��$ �6	���� �	� )*��*' 47�*��� )/�� 8�� 	' +,�-� �	�  

 �� ���! "#��#�  ��$#� %��	�� (�&�') %#(	)* +(��� (�&�') ��$#� %#(	)* (�&�') 

�� � +,� 16   -  84  
+,�.!�  8   -  92  

+/0��  60  10  30  

+ � 1����  64  6  30  

���� +/23.1 8   -  92  

4/��23��5.!0/�  36   -  64  

4/��	/�6 36  24  40  

  

  
 "#$2. ��	%� ���( �#*��*' &��� 	� &' "9 ���( )*��*' 	�  

  

  
 "#$3&
*�� .  4��6( �DDS )Double disk synergy(  

  
 "#$4&
*�� .  4��6( �Combine disk  
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 v�����(>� 2�50  �����6�/�� &   4+����3 �+����7 &   

Pseudomonas aeruginosa��������' w �����" �  &

 ��'#�� .+:� ���� ��B�� 2�����9����6���    &#���� &��"

  ���� �B��<� �������� � � ��<	7 ; ��� ���� $�$ ����:�

������  ���	J� i���B!#� ; ��'�<������? ' ��� !� �  &#�$

      ��� �B�<� � �'�<S ; �� ��� �6�S #$ .$#�$ $�7�

�(��   ����� ����' �� �B<� � '�<S � 0	1  �� !� �   ��"

�	J� i�B!#� $+:� ���� &#�.  

  

,-�  

Pseudomonas aeruginosa� ���=� 2� �����
 0��*� 

���%
 �"& �  ����'#�(�  ��'�  ���  ��*7  ����#$ ��� 

������ � !��� � ���"& $+��J��& +��	��� �� �N�	 2�=�����"+ 

� ��6�	 �" � ����9��� �"  ���  #���  ���  �+���#  ����  �3 v� 
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Abstract 
Background: Pseudomonas aeruginosa is one of the important factors for nosocomial infections, 
particularly in patients with impaired immune systems and children. Carbapenems resistance, due to 
the presence of metallo-beta-lactamase (MBL) genes encoding enzymes, is considered as a serious 
threat. This study aimed to detect metallo-beta-lactamase genes encoding enzymes in Pseudomonas 
aeruginosa strains isolated from non-hospitalized patients and to assess its antibiotic resistance.  

Methods: Fifty strains of Pseudomonas aeruginosa were isolated and antibiogram test was 
investigated with 7 different antibiotics. For 8 imipenem-resistant strains, phenotypic testing was 
performed via double disk synergy test (DDST) and combine disk methods. Finally, to confirm 
phenotypic methods, multiplex polymerase chain reaction (PCR) test was performed for detection of 
target genes.  

Findings: According to the results of the antibiogram test, 16% of the samples were resistant to 
imipenem and 8% to meropenem or ceftizoxime. DDST and Combine disk methods did not found any 
beta-lactamase positive strain. Results of phenotypic methods were confirmed via multiplex PCR and 
no metallo-beta-lactamase specimen was identified. 

Conclusion: According to the study, meropenem and ceftizoxime are good alternative medicines for 
imipenem. As appropriate phenotypic and molecular methods showed, the metallo-beta-lactamase 
genes were not prevalent in non-hospitalized patients. 

Keywords: Metallo-beta-lactamase, Multiplex polymerase chain reaction (PCR), Pseudomonas 
aeruginosa 
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