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براي تشخيص اختصاصي سودوموناس آئروژينوزا و  PCRهاي كشت و  ي روش همقايس

  هاي باليني  ها بر روي نمونه بيوتيك فراواني درصد مقاومت به آنتي
  

  4محمدرضا صائينيدكتر ، 3علي رمضانيدكتر ، 2، مهدي حاج اجاق فقيهي1معصومه دوستي
  
  

  چكيده
هاي  بيوتيك به دليل داشتن مقاومت ذاتي و اكتسابي به آنتي .طلب بيمارستاني مهم گرم منفي است فرصتسودوموناس آئروژينوزا يك پاتوژن  :مقدمه

 ،اين مطالعه هدف از. شود آزمايشگاه باليني براي تشخيص سودوموناس آئروژينوزا اعمال مي هاي متفاوتي در روش. شده است  متعدد، نامطلوب شناخته
براي شناسايي سودوموناس آئروژينوزا و ) PCRيا  Polymerase chain reaction( اي پليمراز يك واكنش زنجيرهتكنهاي فنوتيپي و  ي روش مقايسه

 .بودزنجان  )عج( عصر هاي باليني بيماران بستري در بيمارستان ولي ها بر روي نمونه بيوتيك فراواني درصد مقاومت به آنتي

 سودوموناس وجودگرفته شد و  كاره هاي باليني متفاوت جدا شده بودند، ب روژينوزا كه از نمونهي سودوموناس آئ سويه 70 اين مطالعه، در :ها روش
 هاي بيوشيميايي پايه ستتو همچنين انجام ) ي آگاركمولر هينتون آگار، بلاد آگار و مكان(كشت تركيبي  ي قرار گرفتن روي محيط واسطهه آئروژينوزا ب

ژنوميك  DNA سپس. انجام شد هاي مختلف بيوتيك كنار آنتي در Kirby-Bauer بيوگرام به روش آنتيكشت،  پس از. مورد بررسي قرار گرفت
  .تكثير يافت A باكتري استخراج شده و توالي هدف مورد نظر به نام ژن اگزوتوكسين

. عنوان سودوموناس آئروژينوزا شناسايي شده استهاي فنوتيپي به  ي تست وسيلهه ايزوله ب 70ايزوله در اين مطالعه آناليز شد كه  300 در كل :ها يافته
بيشترين ميزان مقاومت . مثبت بودند Aبراي پرايمرهاي اختصاصي ژن اگزوتوكسين  PCRي آن از طريق  ايزوله 66در ) ETA )Exotoxin A ژن

 .سيپروفلوكساسين يا پيپراسيلين بود هاي بيوتيك آنتيسفوتاكسيم و سفتازيديم و كمترين مقاومت نسبت به  مروپنم،هاي  بيوتيك نسبت به آنتي

تواند تشخيصي با حساسيت بالا، آسان، سريع و اختصاصي براي  شده در بالا مي ذكر PCR كه روش آن است اين نتايج نشانگر :گيري نتيجه
هاي مقاوم جلوگيري  رمان، از ايجاد سويهبيوتيك مناسب براي د انتخاب آنتي همچنين دقت در. هاي باليني فراهم كند سودوموناس آئروژينوزا در نمونه

  .خواهد نمود
  A، اگزوتوكسين PCRسودوموناس آئروژينوزا،  :واژگان كليدي

 
  مقدمه

كـه   استسودوموناس ارگانيسمي گرم منفي و هوازي 
در  .كنـد  عدد فلاژل قطبي حركت مـي  2-3ي  به وسيله

ــت  آب و ــاك ياف ــيخ ــود  م ــمش ــه و مه ــرين گون ي  ت
. سودوموناس آيروژينوزا است ،انسان رزاي آن د بيماري

طلــب  سـودوموناس آيروژينـوزا يـك پـاتوژن فرصـت     
تواند در بيمـاران بسـتري در    و مي باشد ميبيمارستاني 

هـا   سـاير بخـش   هاي ويژه، سـوختگي و  بخش مراقبت
همچنـين  . ي اكتسـابي نمايـد   هاي ثانويـه  ايجاد عفونت

. سـت افيبروز كيستيك عامل اصلي عفونت در بيماران 
هـاي متعـددي    رنگدانـه  ،اين ارگانيسم در محيط كشت

رنـگ  (ي پيوسـيانين   رنگدانه از  كند كه عبارت وليد ميت
ي  ، رنگدانــه)رنــگ ســبز(ي پيــووردين  ، رنگدانــه)آبــي

. هسـتند  )رنگ سياه(و پيوملانين ) رنگ قرمز(پيوروبين 
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كـه   كلني آن بوي خاص شبيه انگور يـا گـل يـاس دارد   
  .باشد اي با نام آمينواستوفنن مي دهدليل آن وجود ما
ي ايـن بـاكتري،   يزا بيماري عواملترين  يكي از مهم

) 1(باشـد   مي )Exotoxin Aيا  A )ETA اگزوتوكسين
كه عملكردي مشـابه سـم ديفتـري دارد و از تعـدادي     

كـه توسـط بـاكتري بـه      اسـت  اسيدآمينه تشكيل شـده 
شـود و بـا شكسـته شـدن      محيط اطـراف، ترشـح مـي   

 ، سم بـه A ي كربوكسيل اگزوتوكسينيي انتها مينهاسيدآ
   .)2-3( شود هاي يوكاريوت متصل مي ي سلول گيرنده

در  شود و ميسپس از طريق آندوسيتوز وارد سلول 
   گـردد  خـود جـدا مـي    ي گيرنـده از شكند و  ميجا  آن
جـدا و وارد   A اي از انتهاي اگزوتوكسين قطعه .)4-3(

ــبكه ــمي  ش ــيي آندوپلاس ــود  م ــا وارد و ش از آن ج
فعـال شـدن فـاكتور     و باعـث غيـر   گردد ميسيتوزول 

نهايت توقف سنتز پـروتئين و مـرگ    در سازي و طويل
   .)3، 5( شود سلول مي

هـــاي ســـودوموناس  گونـــه درصـــد 90 بـــيش از
كـه  را ؛ چ ـكنند توليد مي A سم اگزوتوكسين ،آيروژينوزا

 يكي از .)6- 7(ژن آن روي كروموزوم باكتري قرار دارد 
 ،ي عفونت بـا سـودوموناس آيروژينـوزا    مشكلات عمده
درمـان چنـد    اغلـب بيوتيكي آن است كـه   مقاومت آنتي

  . گردد ي براي آن پيشنهاد مييدارو
بيـوتيكي   دهد كه بين مقاومت آنتي مطالعات نشان مي

ها ارتبـاط   بيوتيك سودوموناس آيروژينوزا با مصرف آنتي
أ بـا منش ـ (تـي  توانـد ذا  وجود دارد و ايـن مقاومـت مـي   

  .)3(باشد ) پلاسميدي أبا منش(و يا اكتسابي ) كروموزومي
هـاي مولكـولي منجـر بـه      بنابراين گسـترش روش 

گسـترش   و از شـود  مـي ثر بيمـاران  ؤدرمان سريع و م ـ
ايـن  . نمايـد  ها جلـوگيري مـي   هاي مقاوم باكتري ايزوله

بيوتيكي در سـودوموناس   مطالعه به تعيين مقاومت آنتي

ي   هاي باليني و مقايسـه  از نمونه ي جدا شدهآيروژينوزا
بـه دو روش   ETAژن  هاي تشخيص بـاكتري و  روش

   .فتوتيپي و ژنوتيپي پرداخت
  
  ها روش

 مختلـف بـاليني ماننـد    ي مونهن 300سال  در مدت يك
ادرار، خـــون، زخـــم و ترشـــحات ريـــه از بخـــش  

ــژه و ســاير بخــش  مراقبــت هــاي بيمارســتان  هــاي وي
ها جهـت   نمونه .شدآوري  ن جمعزنجا) عج( عصر ولي

هـاي   روي محـيط  جداسازي سودوموناس آيروژينـوزا 
هـاي   كلني .كشت داده شدند مكانكي آگار آگار و بلاد

  . شدند و خالصداده  مشكوك مجدد كشت
 كاتالاز، هاي اكسيداز، شناسايي اوليه بر اساس آزمون

TSI  ،تخمير انواع قندها، آزمون سـيترات، انـدول ، VP، 
MRرنـگ، توليـد   گـراد  ي سـانتي  درجـه  42 شد در، ر ،
و بـوي   SIMها، بررسي حركـت روي محـيط    دانه رنگ

هاي سودوموناس آيروژينوزا كـه   نمونه. انجام شدخاص 
توسـط   ،هاي بيوشيميايي يافت شده بودنـد  توسط تست

بيوتيكي بـه روش ديسـك ديفيـوژن     تعيين مقاومت آنتي
)Kirby-Bauer (ي و بـــر اســـاس اســـتانداردهاCLSI 
)Clinical and Laboratory Standards Institute ()7 (

ــه  ــيم   دركـ ــادل نـ ــيون ميكروبـــي معـ آن سوسپانسـ
McFarland كشــت  روي محــيط مــولر هينتــون آگــار

  . ارزيابي شدند، گرديد
 شــامل يــوتيكي مــورد اســتفادهب هــاي آنتــي ديســك

ــين  ــرم 5(سيپروفلوكساسـ ــي)ميكروگـ ــنم  ، ايمـ  6(پـ
 ، جنتامايسـين )ميكروگـرم  100(ين ، پيراسـيل )ميكروگرم

، سـفتازيديم  )ميكروگـرم  10( ، مـروپنم )ميكروگرم 10(
كه  بودند) ميكروگرم 30(سفوتاكسيم  و )ميكروگرم 30(

يك ديسـك   مركز(متر از يكديگر  سانتي 4/2ي  به فاصله
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روي محيط مورد نظر جاگـذاري  ) ديسك ديگر تا مركز
 42 ر دمـاي ساعت انكوباسـيون د  18- 24بعد از  .ندشد

عدم رشـد اطـراف هـر     ي هاله  ، قطرگراد ي سانتي درجه
 از. و نتـايج آن ثبـت گرديـد   شـد  گيـري   ديسك انـدازه 

ــوزا  ســويه ــه  ATCC 27853ي ســودوموناس آيروژين ب
منفـي   شـاهد  مثبت و از آب مقطر به عنوان شاهدعنوان 

  .استفاده گرديد
واكــنش  و انجــام آزمــايش DNAبــراي اســتخراج 

يـا   Polymerase chain reaction( پليمـراز اي  زنجيـره 
PCR(  از روشBoilling ابتـدا چنـد    .گرديـد  استفاده

ــيط كشــت   ــازه از مح ــي ت ــودوموناس كلن ــاوي س ح
ميكروليتر آب ديونيزه يـا   100 در آيروژينوزاي خالص

شـد  آورده  آب مقطر استريل به شكل سوسپانسيون در
گراد  سانتي ي درجه100دقيقه در حرارت 15و به مدت 
 12به مـدت   rcf 10000 سپس با دور وشد جوشانده 

 DNAي كه حاوي ويمحلول ر. گرديددقيقه سانتريفوژ 
 كنـار آن اسـتفاده و رسـوب    PCRبـراي   ،بـود باكتري 
  .دشگذاشته 

هـاي   در نمونه DNAي خلوص  يد درجهأيجهت ت
ميـزان  . استخراج شده از دستگاه بيوفتومتر استفاده شـد 

  .دشنشان داده  280روي  260با نسبت  DNAخلوص 
بـا   1ETAجفـت پرايمرهـاي    از PCRانجام  براي

 GA CAA CGC CCT CAG CATرديف پرايمـري  

CAC CAG-3'-′5 2 وETA   بــا رديــف پرايمــري  
CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC GCT-3' -′5 

  ). 8(گرديد  استفاده bp 367 با طول محصول
يتـر  ميكرول 5/2كه حاوي  mix Master همچنين از

ــافر  ــر  PCR، 1ب ــي Mgcl2 5/2ميكروليت ــول،  ميل  1م
ــر  ــي dNTPs 5/2ميكروليت ــول ميل ــر  5/0 و م ميكروليت

ــزيم  ــراز  Tagآن ــد 5(پليم ــود) واح ــراه   ،ب ــه هم  1ب

 الگـو بـا   DNAميكروليتـر   2 ميكروليتر از هر پرايمر و
قـرار   Bio Radدر دستگاه  ميكروليتر آماده و 25حجم 

بـراي شناسـايي    PCR كنشوا Setupشرايط . داده شد
ــوزا در  ETA ژن ــودوموناس آيروژين ــدول  در س  1ج

  .نشان داده شده است
  

 ETAبراي شناسايي ژن  PCRواكنش  Setupشرايط . 1جدول 
)Exotoxin A (در سودوموناس آيروژينوزا  

 حرارت ي درجه  زمان
      )گراد سانتي(

 First    95  دقيقه 5
Denaturation  

  Denaturation Loop: 30  95 دقيقه1
    Annealing  54 دقيقه1
    Extension  72 دقيقه1

 Extension final     دقيقه10
  

هاي بيوشيميايي و  پس از شناسايي باكتري با روش
 DNA هـا،  بيوتيـك  ميزان مقاومـت بـه آنتـي    ي مشاهده

 Aبــاكتري اســتخراج شــد و وجــود ژن اگزوتوكســين 
 PCRك روي كروموزوم باكتري با روش تكثير به كم ـ

ــاركر  در و ــار م ــاروز  bp 100كن ــر روي ژل آگ  5/1ب
آميـزي ژل بـا    پس از رنگ و گرديدالكتروفورز  درصد

  .)1 شكل( استفاده از اتيديوم برومايد مشاهده شد
  

  ها افتهي
بر  Kirby-Bauer بيوگرام به روش نتايج حاصل از آنتي

 2جـدول   هاي سودوموناس آيروژينوزا در روي ايزوله
   .است آورده شده

 هـاي مـروپنم   بيوتيك بيشترين مقاومت نسبت به آنتي
و سـفتازيديم   )درصد 7/91(، سفوتاكسيم )درصد 6/98(
ــه كمتــرين ميــزان مقاومــت  و )درصــد 9/78( نســبت ب

 9/44 بـا  و پيپراسـيلين  درصد 6/40سيپروفلوكساسين با 
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  )ETA )Exotoxin A ژن PCRالكتروفورز محصولات . 1 شكل

  
هاي سودوموناس  رصد حساسيت و مقاومت سويهد .2جدول 

  مورد مطالعههاي  جدا شده از نمونه يآيروژينوزا
 حساس حساسمهين مقاوم بيوتيكآنتي

 2/36 0 8/63  پنمايمي
 7/50 3/4 9/44  پيپراسيلين

 58 4/1 6/40  سيپروفلوكساسين

 42 9/2 1/55  جنتامايسين

 4/1 0 6/98  مروپنم

 5/17 5/3 9/78  سفتازيديم

 3/8 0 7/91  سفوتاكسيم

  
ــود ــين  .درصــد ب ــه 300از ب  70مــورد مطالعــه، ي  نمون

ي سـودوموناس آيروژينـوزاي بـه روش فنـوتيپي      ايزوله
ــد  ــت ش ــه ياف ــد  3/94 ك ــه 66(درص ــر ) ايزول از نظ
  .مثبت شدند PCRطريق  ، ازA اگزوتوكسين

  
  العههاي مورد مط در نمونه ها درصد ايزوله انواع، تعداد و .3جدول 

 هاي ايزوله شدهسوش  نوع نمونه
 درصد تعداد

 1/77 54  ترشحات ريه
 10 7 ادرار
 7/5 4 مدفوع
 8/2 2 زخم
 8/2 2 خلط
 1/4 1 چشم

هـاي   در اين مطالعه مشاهده شد كه بيشترين ايزوله
هـاي   مثبت مربوط به بيماران بستري در بخش مراقبـت 

هـاي   وشهمچنين بالاترين درصد تعـداد س ـ . بود ويژه
  ).3جدول (بود ايزوله شده مربوط به ترشحات ريه 

  
  بحث

 ي روش تشـخيص فنـوتيپي و   در اين مطالعه، مقايسـه 
ژنــوتيپي ســودوموناس آيروژينــوزا و فراوانــي درصــد 

هـاي بـاليني    ها بـر روي نمونـه   بيوتيك مقاومت به آنتي
ايــن بــاكتري پــاتوژن   . گرفــتبيمارســتان انجــام  

هـاي   ن عامـل عفونـت  طلـب بـه عنـوان دومـي     فرصت
هاي بيمارستاني  سوختگي و سومين عامل شايع عفونت

و باعث مرگ بيماران با ضعف سيستم  شود شناخته مي
   .)9(شود  ايمني مي

تنوع ژنتيكي اين باكتري به علت توانايي سازگاري با   
هاي  هاي مختلف است كه ايجاد واكنش ها و محيط ميزبان

راين بـراي شناسـايي آن   بنـاب . كنـد  مـي  متفـاوتي فنوتيپي 
كه  چند هر ،هاي فنوتيپي اكتفا كرد توان فقط به تست نمي

امـا   ؛باشـد  روش فنوتيپي روش دقيقي براي تشخيص مي
تيپيك  هاي غير هاي مولكولي جهت شناسايي ايزوله روش

   .)10- 11( تر هستند ثرتر و دقيقؤم
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ترين پـروتئين سـودوموناس    سمي A اگزوتوكسين  
 تنهـا منبـع پـروتئين    1984تا سال  .باشد آيروژينوزا مي
ســودوموناس آيروژينــوزا، اســتخراج  A اگزوتوكســين

 دكتـر پروتئين از خود باكتري بود كه اولين بار توسـط  
   ).12( از سودوموناس آيروژينوزا جدا شد لو

  Khan  وCerniglia از اگزوتوكسين راي اولين بارب 
A راي شناســايي بــاكتري ســودوموناس آيروژينــوزا بــ

توسـط كيـواني    Aاگزوتوكسـين   .)13(كردنـد   استفاده
   .)14(استخراج گرديد قاسميان صفايي  امينه و

كـه   مشـاهده شـد   ضمن بررسي الگـوي مقاومـت،  
پنم نسبت بـه   هاي مقاوم به ايمي از ايزولهدرصد  5/29

ايـن   سيپروفلوكساسين يا پيپراسيلين حساس هسـتند و 
بيوتيك در درمان سـودوموناس   ثرترين آنتيؤدو دارو م

هـا از سـاير    و ميزان مقاومت به آن باشند ميآيروژينوزا 
   .ها كمتر است آنتي بيوتيك

بـه   در اين تحقيق بيشـترين ميـزان مقاومـت نسـبت    
بـود   سفوتاكسيم و سـفتازيديم  مروپنم،هاي  بيوتيك آنتي

بيوتيـك   تـي شـود از مصـرف ايـن سـه آن     مـي  كه توصيه
ــود  ــودداري ش ــولي  . خ ــخيص مولك ــودوموناس تش س

توانـد تشخيصـي بـا     ذكـر شـده در بـالا مـي    آيروژينوزا 
ــراي     ــي ب ــريع و اختصاص ــان، س ــالا، آس ــيت ب حساس

  .هاي باليني فراهم كند سودوموناس آئروژينوزا در نمونه

  گيري  نتيجه
هـاي مولكـولي    و مزاياي روش توجه به سرعت بالا با

 هاي بيمارستاني، هاي مولد عفونت ريدر تشخيص باكت
PCR واسـت   راهي مناسب در شناسايي عامل بيماري 

گيري و درمان  هاي پيش ثري در انتخاب روشؤعامل م
 توانـد  كه مي باشد ميهاي سودوموناس  مناسب عفونت

 .شـود مانع از ايجاد عوارض بيشتر عفونت در بيمـاران  
مقاومـت   از افـزايش  نشان ،همچنين نتايج كلي تحقيق

  . بيوتيكي دارد آنتي
با انتخاب داروهاي مناسب از طريق اصـلاح   توان مي

ها در روند درمان بيماران، بـا جـديت    پروتكل و يا تغيير
شـيوع   الطيـف، از  هـاي وسـيع   بيوتيـك  مصرف آنتـي  بر

گســترش  ي مقاومــت و كننــده هــاي ايجــاد  آنــزيم
  .كردهاي بيمارستاني جلوگيري  عفونت
  

  نيتشكر و قدردا
شناسـي بيمارسـتان    از همكاران محترم بخـش ميكـروب  

، همكــاران محتــرم بخــش )عــج( عصــر حضــرت ولــي
داروسازي و همكـاران محتـرم    ي بيوتكنولوژي دانشكده

هاي مركز بهداشت اسـتان زنجـان كـه بـا      واحد بيماري
 ،همكاري خود ما را در انجام اين تحقيق يـاري نمودنـد  

  .مينماي ميتشكر و قدرداني 
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Abstract 

Background: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), a major gram-negative opportunistic 
nosocomial pathogen, is notoriously known because of its intrinsic and acquired multiple antibiotic 
resistances. Different methods are applied in the clinical laboratory to detect Pseudomonas 
aeruginosa. The aim of this study was to compare culture and molecular diagnostic assays for the 
detection of Pseudomonas aeruginosa.  

Methods: In this study, 70 Pseudomonas aeruginosa strains isolated from different clinical specimens 
were used. The specimen was examined for the presence of Pseudomonas aeruginosa by plating onto 
a combination of culture media (Muller Hinton agar, Blood agar, and McConkey agar) and also basic 
biochemical testes. In addition, from the culture, genomic bacterial DNA was extracted and was 
amplified employing sequence-specific target, namely the exotoxin A (ETA) gene locus by 
polymerase chain reaction (PCR) method. 

Findings: From the total 300 isolates analyzed in this study, 70 were found by phenotypic tests as  
P. aeruginosa. The ETA gene was found in 66 isolates (94.3%) by PCR with exotoxin A primers.  
Conclusion: These results suggest that the PCR-method mentioned above can be used to provide a 
specific, rapid, simple, and highly sensitive detection of Pseudomonas aeruginosa in clinical samples. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Polymerase chain reaction (PCR), Exotoxin A 
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