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 ةهاي كد كنند هاي با طيف گسترده در اثر اكتساب ژن از آنجا كه مقاومت به سفالوسپورين :زمينه و هدف

 در اين مطالعه ختلف دنيا در حال افزايش است،س آئروژينوزا در نقاط مالطيف در پسودومونا بتالاكتامازهاي وسيع
ه از بيماران  در پسودوموناس آئروژينوزاي جدا شدPER-1 و OXA-10هاي بتالاكتاماز  الگوي مقاومت و شيوع ژن

ن هويت روش شيميايي تعيي  ايزولة پسودوموناس آئروژينوزا، بهصد يكتعداد  :روش بررسي .سوختگي بررسي گرديد
روش  الطيف به هاي توليدكننده بتالاكتامازهاي وسيع  و شناسايي سويهDADروش  سپس الگوي مقاومت به. شدند

Combined Diskنندةكهاي كد براي تشخيص ژن.  مورد بررسي قرار گرفتند OXA-10 و PER-1 از روش PCR استفاده 
ودوكسيم، آزترونام، هاي سف بيوتيك زا مقاومت به آنتي آئروژينو پسودوموناس ايزولة100در بين  :ها يافته .گرديد

 - سيپروفلوكساسين، اوفلوكساسين، سفتازيديم، سفپيم، ايمي پنم، مروپنم، سفوتاكسيم، لووفلوكساسين، پيپراسيلين
 40در اين ميان . بوددرصد  91  و70 ،89 ،98 ،66 ،63 ،88 ،85 ،92 ،83 ،90 ،100ترتيب  هتازوباكتام و سفترياكسون ب

) %18( سويه 18 و OXA-10از نظر ژن ) %29( سويه 29 آنهاص داده شدند، كه از بين  مثبت تشخيESBL، )%40(سويه 
بيوتيكي و شيوع  دهندة گستردگي بالاي مقاومت آنتي نشاناين مطالعه  :گيري نتيجه .، مثبت بودندPER-1از نظر ژن 

 بيماران سوختگي در ايران  در پسودوموناس آئروژينوزاPER-1 و OXA-10 كنندةهاي كد  ژنهاي توليد كنندة سويه
  .تر اقدام نمود هاي درماني مناسب هاي رايج، نسبت به استفاده از پروتكل باشد كه لازم است ضمن اصلاح روش مي

  .، پسودوموناس آئروژينوزاPCR، الطيف، آزمايش حساسيت ميكروبي بتالاكتامازهاي وسيع :كلمات كليدي

 
 
 عامل رايج (Pseudomonas aeruginosa) پسودوموناس آئروژينوزا

، هاي مجاري ادراري هاي بيمارستاني، شامل پنوموني، عفونت عفونت
 1و2.باشد هاي شديد در بيماران سوختگي مي و عفونتباكتريمي 

 هايي هستند كه واسطة ، آنزيم(ESBLs)الطيف  بتالاكتامازهاي وسيع
، مانند (ESCs)هاي با طيف گسترده  قاومت به سفالوسپورينم

هايي مثل  ، سفترياكسون و سفتازيديم و همچنين منوباكتامسفوتاكسيم
 ، پس از استفادةESBLsتوليد كنندة هاي  سويه. باشند آزترونام مي

در پسودوموناس  3.ها، شروع به افزايش كردند باليني از سفالوسپورين
.  گزارش شده استD و A ،Bهاي   از كلاسESBLآئروژينوزا چندين 

 تر  در آنها شايعSHV و TEMهاي  ها كه آنزيم خلاف انتروباكترياسهبر
  وع ـاز شينوزا ـروژيـوناس آئـودومـ در پسPER و PSE ،OXA، هستند

  

 يكي از بتالاكتامازهاي OXA-10 (PSE-2) 4و5و6.بيشتري برخوردارند
آئروژينوزا به كربوكسي ودوموناس  بوده و باعث مقاومت پسDكلاس 

ها  و سفالوسپورين) پيپراسيلين(ها  ها و يوروئيدو پني سيلين پني سيلين
 بوده و اولين بار از يك بيمار A يك آنزيم از كلاس PER-1 7.شود مي

است و شناسايي شده ) 1991سال ( كشور فرانسه ترك زبان در
از آنجا . باشد ها مي تامها و منوباك مسئول مقاومت به سفتازيديم، سفم

 ESBLs وموناس آئروژينوزاي توليد كنندةهاي پسود كه شيوع سويه
)OXA-10 و PER-1 ( در مراكز سوختگي بسياري از كشورها رو به

هاي  بيوتيك تي را در مورد مقاومت به آنتيافزايش بوده و مشكلا
اند  الطيف ايجاد نموده هاي وسيع خصوص سفالوسپورين همختلف و ب

بنابراين با توجه  8موضوع در ايران بررسي نشده است،كنون اين و تا
به اهميت موضوع و مشكلاتي كه بر سر درمان بيماران سوختگي 

  .م گرديدوجود دارد نسبت به اجراي اين تحقيق اقدا

مقدمه

 
  333-337  1387  مرداد، 5 ، شماره 66 پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم
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     و همكاراناكبر ميرصالحيان  
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ين تحقيق كه يك مطالعه تجربي است، با ا: هاي باكتري ايزوله
هاي   ايزولة پسودوموناس آئروژينوزا از نمونه100وري تعداد آ جمع

هاي  شهيد مطهري تهران بين ماهسوختگي بستري در بيمارستان 
ها بر اساس توليد  له ابتدا ايزو. آغاز شد1386فروردين تا تير سال 

 OF، تست  تست اكسيداز مثبت،يگمان در محيط مولر هينتون آگارپ
في و وضعيت غير تخميري در محيط هوازي من هوازي مثبت و بي

KIA (Klligler Iron Agar)و در محيط تريپتيكيس  تعيين هويت شده 
 نگهداري شدند -C 20˚ گليسرول در %10 حاوي (TSB)سوي براث 

  .ه مورد استفاده قرار گيرندتا در اين مطالع
 هاي توليد كنندة ميكروبيال و غربالگري سويه آزمايش حساسيت آنتي

ESBLs:روش ديسك آگار  ميكروبيال به زمايشات حساسيت آنتي آ
 Clinical and Laboratory بر اساس استانداردهاي (DAD)ديفيوژن 

Standards Institute (CLSI) هينتون آگار  بر روي مولر(Mast Group 

ltd. Merseyside, U.K)در اين مطالعه از پسودوموناس 9. انجام شد 
 تمامي .عنوان سوية كنترل، استفاده شد  بهATCC 27853آئروژينوزاي 

 ,Mast Group ltd .Merseysideبيوتيكي از شركت هاي آنتي ديسك

U.Kوكسيمهاي تست شده شامل سفپود بيوتيك آنتي.  خريداري شدند، 
آزترونام، سيپروفلوكساسين، اوفلوكساسين، سفتازيديم، سفپيم، ايمي 

 تازوباكتام و -اسيلين، پيپرپنم، مروپنم، سفوتاكسيم، لووفلوكساسين
يت متوسط يا مقاومت به هايي كه حساس  سويه.سفترياكسون بودند

ند، براي سفترياكسون يا آزترونام داشت ،سفتازيديم، سفوتاكسيم، سفپيم
 با قرار دادن Combined Disk روش .هاي بعدي انتخاب شدند بررسي
متري   ميلي20هاي سفتازيديم، سفوتاكسيم و سفپيم در فاصلة  ديسك

/ كلاوولانيك اسيد، سفوتاكسيم/ از سفتازيديم) مركز تا مركز(
كلاوولانيك اسيد در مولر هينتون آگار، / كلاوولانيك اسيد و سفپيم

وژينوزا، مورد استفاده قرار  در پسودوموناس آئرESBLsبراي شناسايي 
شود كه هالة عدم رشد   وقتي مثبت تلقي ميESBL  توليد 1.گرفت

 يا بيشتر از پنجهاي حاوي كلاوولانيك اسيد  وسط ديسكايجاد شده ت
 1و9.دون كلاوولانيك اسيد بزرگتر باشدهاي ب متر از ديسك پنج ميلي

تمام  :PER-1 و OXA-10هاي  مطالعات ملكولي براي تاييد وجود ژن
الطيف انتخاب شدند تا  هاي وسيع هاي مقاوم به سفالوسپورين سويه

سه  تا دو . بر روي آنها انجام شودPER-1 و OXA-10هاي  تشخيص ژن

و ليتر آب مقطر تزريقي استريل  ميكر100 باكتري را در كلني تازة
 C 100˚ دقيقه در حرارت 10صورت سوسپانسيون در آورده و  به
هشت دقيقه  تا هفتمدت   بهrpm 12000را در  سپس آن. جوشانيم مي

 باكتري DNA، كه حاوي سانتريفوژ نموده، آنگاه محلول رويي را
 از جفت OXA-10براي تكثير ژن . داريم  بر ميPCR، براي انجام است

 ABD 4 وABD 1 (5'-TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA-3')پرايمر 

(5'-TTA GCC ACC AAT GAT GCC C-3') 10 و براي تكثير ژن PER-1 
 PER-1 for (5'-ATG AAT GTC ATT ATA AAA GCT-3')پرايمر از جفت

. شد استفاده PER-1 rev (5'-TTA ATT TGG GCT TAG GG-3') 11 و
  ).شدند خريداري Fermentans, UAB, Lithuania شركت از پرايمرها(
  

  
، پنم و مروپنم بيوتيكي در آزمايشگاه، ايمي يدر آزمايش حساسيت آنت

يال امل آنتي ميكروببيشترين فعاليت ضد پسودوموناسي را در بين عو
 سوية 100طبق اين جدول از ). 1جدول  ()>05/0p. (مصرفي داشتند

ها مقاومت يا كاهش حساسيت به  پسودوموناس آئروژينوزا، همة سويه
.  يا آزترونام را نشان دادندم و يا سفپيسفتازيديم و يا سفوتاكسيم و

 ESBL عنوان  بهCombined Diskروش  ، به%)40( سويه 40ضمنا 
با ) %29(  سويه29،  مثبتESBL  سوية40 از .دندمثبت شناسايي ش

پرايمرهاي  با) %18( سويه 18 و OXA-10پرايمرهاي مربوط به ژن 
  ).2 و 1هاي  شكل(، باندهاي اختصاصي دادند PER-1مربوط به ژن 

  
   پسودوموناس آئروژينوزا سويةصديكبيوتيكي  الگوي مقاومت آنتي: 1-جدول

  هاي مقاوم تعداد سويه/ درصد مقاومت  بيوتيك نام آنتي
 100)100(  ودوكسيمسف

 90)90(  آزترونام

 83)83(  سيپروفلوكساسين

 92)92(  اوفلوكساسين

 85)85(  سفتازيديم

 88)88(  سفپيم

 63)63(  پنم ايمي

 66)66(  مروپنم

 98)98(  سفوتاكسيم

 89)89(  لووفلوكساسين

 70)70(   تازوباكتام-پيپراسيلين

 91)91(  سفترياكسون

 هايافته

  بررسيروش
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  OXA-10 ژن PCR :1 -شكل
 DNA Ladder ،2- Negative Control ،3- Positive - 1 ،)باشد مي PCR bp 760طول محصول (

Control ،4 7 و 6 و 5 و- Samples  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  PER-1 ژن PCR :2 -شكل
 DNA Ladder ،2- Negative Control ،3- Positive -1 ،)باشد مي PCR، bp 927طول محصول (

Control ،4 7 و 6 و 5 و- Samples  
  

  
 در ايران بر روي 2003 در سال اي كه عزيز ژاپني در مطالعه

ه از بيماران سوختگي انجام داد، سودوموناس آئروژينوزاي جدا شد
، پنم هاي سيپروفلوكساسين، ايمي بيوتيك درصد مقاومت به آنتي

 ،1/27 ترتيب ه، سفتازيديم و سفپيم ب تازوباكتام-مروپنم، پيپراسيلين
كه در اين مطالعه   در حالي2،بود 9/2، 7/15، 3/14، 6/68، 1/67
اين افزايش ميزان مقاومت  . بود88 و 85، 70، 66، 63، 83ترتيب  هب

هاي مكرري از الگوي مقاومت  دهد كه نياز است پيگيري نشان مي
د تا بتوان پروتكل درماني عمل آي هپسودوموناس آئروژينوزا ب

 ESBLهاي  ميزان شناسايي ژن. تري را براي بيماران تهيه نمود مناسب
هاي اخير در زير آورده  هاي پسودوموناس آئروژينوزا در سال در سويه

، در 2003 در سال 3، درصد28، ، در تايلند2001در سال : شده است
 در سال 4،درصد 4/25، ، در كره2005 در سال 12، درصد6/20، تايلند
 33/45، ، در چين2006 در سال 11،درصد 4/23، ، در بوليوي2006

در .  درصد40، در ايران، در همين مطالعه، 2007 و در سال 1درصد 
شود كه بيشترين درصد مربوط به ايران و چين  اين آمار مشاهده مي

 2006 در سال Xiaofei Jiangاز آنجا كه .  باشد هاي اخير مي در سال
، با كاهش Combined Diskروش   بهESBLر چين در تشخيص د

هاي بدون  هاي حاوي كلاوولانيك اسيد از ديسك  ديسكفاصلة
وجبات افزايش شناسايي ، مmm20به  mm30، از كلاوولانيك اسيد

 ما هم در اين مطالعه از همين 1 مثبت گرديدESBLهاي  تعداد سويه
ثبت افزايش  مESBLتعداد شود كه  ميروش استفاده كرديم و مشاهده 

 با طيف D يك بتالاكتاماز از كلاس OXA-10 .قابل توجهي داشته است
 14و15شود مقاومت به سفتازيديم را باعث نمي و اگر چه 13باريك است

 . مثبت به سفتازيديم مقاومت بالايي داشتندESBLهاي  اما تمامي سويه
سيع و عامل  با طيف وA يك بتالاكتاماز از كلاس PER-1 نهمچني

-الطيف در پسودو هاي وسيع مقاومت به سفتازيديم و سفالوسپورين
شدت به   منفي هم بهPER-1هاي   اما ايزوله14،موناس آئروژينوزا است

بنابراين مقاومت به . الطيف مقاوم بودند هاي وسيع سفالوسپورين
 جدا الطيف در پسودوموناس آئروژينوزاي هاي وسيع سفالوسپورين

، مثل توليد بيش ESBLهاي ديگري غير از توليد  علت مكانيسم شده، به
ها  بيوتيك  يا كاهش تجمع آنتيCاز حد سفالوسپورينازهاي كلاس 

وموناس  پسود اولين سوية16-18.باشد علت كاهش تراوايي غشا مي به
 در تركيه شناسايي شد 1991، در سال PER-1 آئروژينوزاي توليد كنندة

علت   و احتمالا به14و19شود  ژن در تركيه به فراواني يافت ميو اين
در  .همسايگي ايران با اين كشور، اين ژن در ايران هم گسترده است

 تازوباكتام -  منفي به پيپراسيلينPER-1هاي   از سويه%100اين مطالعه 
 در ،ها به سفتازيديم مقاوم بودند حساس بودند و همة اين سويه

 در بلژيك 2000 سال  درGeert Claeysاي كه  لعهكه در مطا حالي
، Ceftazidime-R / Piperacillin-S ، نشان داده شد كه فنوتيپانجام داد

هم زده  ه شايد تازوباكتام اين معادله را ب19. استPER-1احتمالا داراي 
،  مثبتESBL  سوية40از ) %45( سويه 18،  در اين مطالعه.باشد

OXA-10 و PER-1كدام از  ، هيچ)%5/27( سويه 11 م داشتند و را با ه

بحث
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پنم و  ، به ايمي)%100(، همگي  سويه11از اين . اين دو ژن را نداشتند
%) 33/83( سويه 15كه  مروپنم حساس يا نيمه حساس بودند در حالي

پنم و مروپنم   به ايميPER-1 و OXA-10 داراي هر دو ژن  سوية18از 
هاي داراي هر دو ژن،  رسد سويه مينظر  هاين ببنابر. ودندمقاوم ب

ت درصد مقاومطور كلي  هب. پنم و مروپنم مقاومند احتمالا به ايمي
خصوص در  ه، بهاي رايج بيوتيك پسودوموناس آئروژينوزا به آنتي

الطيف،  وع بتالاكتامازهاي وسيعبيماران داراي سوختگي و همچنين شي
 به مهلك بودن اين توجه، و با باشد روز به روز در حال افزايش مي

، بايد طرحي هاي كشنده علت متعدد بودن سموم و آنزيم باكتري به
ضمنا با توجه . تر اتخاذ نمود تازه براي مبارزه با آن و درمان مناسب

 ضرورت تشخيص ESBL هاي توليد كنندة به سير صعودي سويه
هاي   همچنين شيوع بالاي ژن.ناپذير است ها اجتناب متوالي اين سويه

OXA-10 و PER-1گر اين واقعيت است كه بسياري از الگوهاي   بيان
ده مربوط به وجود اين دو ژن بوده، و لازم است مقاومت ايجاد ش
ها از طريق تغيير  اي در جهت كاهش شيوع اين ژن اقدامات پيشگيرانه
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Background: The resistance of Pseudomonas aeruginosa strains to broad spectrum 
cephalosporins may be mediated by extended spectrum β-lactamases (ESBLs). These 
enzymes are encoded by different genes located either on chromosome or plasmids. In 
this study, we determined the antimicrobial resistance patterns of P. aeruginosa isolates 
and screened for ESBL production. 
Methods: After isolation from burn patients in Tehran Hospital, identification of P. 
aeruginosa isolates were assessed using biochemical tests. We then performed disk agar 
diffusion (DAD) according to CLSI guidelines to determine the pattern of antimicrobial 
resistance. The frequency of ESBLs and prevalence of the OXA-10 and PER-1 genes were 
determined with combined disk and polymerase chain reaction (PCR) methods, 
respectively. 
Results: One hundred strains of P. aeruginosa were isolated. The resistance of these 
strains to cephpodoxime, aztreonam, ciprofloxacin, ofloxacin, ceftazidime, cefepime, 
imipenem, meropenem, cefotaxime, levofloxacin, piperacilin- tazobactam and ceftriaxon 
was 100%, 90%, 83%, 92%, 85%, 88%, 63%, 66%, 98%, 89%, 70% and 91%, respectively. Of 
these, 40 strains (40%) were ESBL positive, 29 strains (29%) were OXA-10 positive and 18 
strains (18%) were PER-1 positive. 
Conclusion: Our results confirm the need for proper antimicrobial therapy in burn 
hospitals, considering the resistance pattern and frequency of strains producing ESBLs 
and the presence of the OXA-10 and PER-1 genes. Since an increase in the prevalence of 
ESBL in P. aeruginosa strains might lead to the transfer of these ESBL genes to other 
gram-negative bacteria, we recommend the use of appropriate drugs, especially 
cephalosporins, in burn hospitals. 
 
Keywords: Extended spectrum, beta lactamase, antimicrobial susceptibility test, PCR, 
Pseudomonas aeruginosa. 
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