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شده از درسویه هاي سودوموناس آئروژینوزاي جداVEB1بررسی میزان شیوع ژن  بتالاکتاماز 
ایزوله هاي بیمارستانی با مقاومت چندگانه
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30/2/93:، پذیرش مقاله1/12/92: دریافت مقاله
بتالاکتامازها از آنزیم هاي تولید شده  توسط پاتوژن هاي فرصت طلب و شایعی مانند سودوموناس آئروژینوزا هستند که :مقدمه

. شوندمنتقلها نیزباکتريسایربهتوانندمیراحتیهستند و  بههابتالاکتامازطیف وسیعیهیدرولیزبهقادرکرباپنم ها را مهار و
ردVEB1بتالاکتامازکدکنندهژنواجدهايسویهشناساییآئروژینوزا وسودوموناسباکتريجداسازيمطالعه،اینازهدفبنابراین

.است(PCR)واکنش زنجیره اي پلیمرازتکنیک ازاستفادهبااصفهانشهردربالینیهاينمونه

هاي استاندارد به منظور شناسایی آوري و آزمایشهاي بالینی جمع سویه  هاي سودوموناس آ ئروژینوزا از نمونه : هامواد و روش
(PCR)واکنش زنجیره اي پلیمراز  از تکنیک  میزان مقاومت سویه ها به آنتی بیوتیک هاي مختلف بررسی و سپس . سویه ها انجام شد

.استفاده شدVEB1ردیابی ژن براي
هاي بیوتیکیو کمترین مقاومت به آنت%62و % 65میکاسین و سفوتاکسیم با  بیشترین مقاومت به آنتی بیوتیک هاي آ: هایافته

.بودندVEB1تولیدکننده ژن بتالاکتاماز %) 60(سویه 38تعداد . مشاهده شدمقاومت%) 55(پنم و ایمی %) 48(پیپراسیلین 
بتالاکتامــاز فراوانــی ســویه هــاي تولیدکننــده ژن: گیــريبحــث و نتیجــهVEB1 هــاي بیمارســتانی رونــد روبــه در ســویه

چنـین پیـشنهاد    هم. رشدي داشته است که ایـن امرلـزوم توجـه بیـشتر مراکـز بهداشـتی را  در مـورد تجـویز دارو نـشان مـی دهـد                             
، توسـط روش هـاي مولکـولی و سـریع     ژن هـا گردد فراوانـی سـویه هـاي مولـد بتالاکتامـاز بـه منظـور جلـوگیري از انتـشار ایـن                  می

. بررسی گردد
پلی مراز مقاومت آنتی بیوتیکی، واکنش زنجیره اي ، الاکتاماز، سودوموناس آئروژینوزابت: هاي کلیديواژه)PCR.(

چکیده
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مقدمه
سودوموناس آئروژینوزا از پاتوژن هاي فرصت طلـب گـرم          
منفی، غیر تخمیرکننده، اکسیداز مثبت و داراي شیوع بـالا در           

اغلـب  . ونی اسـت  عفونت هاي بیماران بستري با زخم هاي عف ـ       
سویه هاي مقاوم به چندین آنتی بیوتیک، قادر به تولید طیـف            

بتالاکتامازهـا بـه   . وسیعی از آنزیم هـاي بتالاکتامـازي هـستند        
شـوند، ماننـد بتالاکتامـاز      هاي مختلفی تقیسم بندي مـی     گروه

ــرD وA ، Bکــلاس ــاز . آمبل ــه VEB1بتالاکتام ، از جمل
طبقه بندي  Aتعلق به گروه  بتالاکتامازهاي وسیع الطیف  و م     

آمبلر است که در ارتباط با مقاومت دارویـی و بـه فـرم کاسـت         
این نوع بتالاکتاماز براي اولین بـار  . ژنی  و اینتگرون وجود دارد   

در اشرشیا کلی جدا شده از بیماري در فرانـسه گـزارش شـد   
این ژن اخیـراً در سـویه هـاي سـودوموناس آئروژینـوزا و              ). 1(

ریاسه در کشورهایی از قبیل فرانسه، اسـپانیا، ترکیـه،          انتروباکت
بتالاکتامازهـاي  ). 2(کانادا، کره و تایلنـد گـزارش شـده اسـت            

وسیع الطیف عموماً روي پلاسمیدهایی کددهی می شـوند کـه       
باعث ایجاد مقاومت به سفالوسپورین هایی ماننـد سـفتازیدیم،           

الاکتامازهـا  سـایر بت  ). 3(گردند  سفوتاکسیم و سفتریاکسون می   
ایـن  ).  4(در گذشته شناسایی شده اند     SHVو TEMمانند  

آنزیم ها بـه تنـاوب در سـویه هـاي اشرشـیا کلـی و کلبـسیلا                  
واریانت از آنزیم 157امروزه بیش از .پنومونیه گزارش شده اند

 TEM ،101 واریانت ازSHV،65واریانت ازCTX-M و  ،
شناسایی قرار گرفتـه انـد       مورد VEBواریانت از بتالاکتاماز     5
بروز مقاومت در باکتري هاي حامل ایـن ژن هـا  از چنـد               ). 5(

تولید آنـزیم هـاي   -2پمپ افلوکس -1:طریق ایجاد می گردد 
ــازي  ــارجی  -3بتالاکتام ــشاي خ ــر در غ ــسیاري از ). 6(تغیی ب

ــوع از  ســویه ــد چنــدین ن هــاي ســودوموناس آئروژینــوزا قادرن
یف را تولید کنند، که آنها را قادر مـی    هاي وسیع الط  بتالاکتاماز

)7(سازد  علیه آنتی بیوتیک هاي رایج مصرفی مقـاوم باشـند   

ــد     . ــام مانن ــاي  بتالاکت ــده ه ــط مهارکنن ــا توس بتالاکتامازه
از آنجایی که تـاکنون   ). 8-11(شوند    کلاولانیک اسید مهار می   

مطالعات کمی در مورد شیوع این ژن در ایران صـورت گرفتـه             
بـاکتري جداسـازي ایـن مطالعـه،  ازنـابراین هـدف  اسـت ب 

ژنواجـد هـاي شناسـایی سـویه  آئروژینـوزا و سـودوموناس 
شـهر دربـالینی هـاي نمونه، درVEB1 بتالاکتامازکدکننده
واکـنش زنجیـره اي پلیمـراز   تکنیـک  ازاسـتفاده بـا اصـفهان 
(PCR)است.

هامواد و روش
ــهایــن ــشگاهی رويمطالع ــ100آزمای ــالینی     ایزول ه ب

ــع ــده درجم ــفهان از  آوري ش ــتان اص ــاي اس ــتان ه بیمارس
هـا از  سـویه . جـام شـد  ان1391تابستان سـال تا1390زمستان

زخـم،  عفونـت هاي مختلف ماننـد ادرار، بـرونش، خـون،   نمونه
هـا نمونهسپس. جمع آوري گردید...بینی و مخاطازسواب

زمایشات استاندارد آ. و آزمایش شدنددادهانتقالآزمایشگاهبه
تولید کلنی هاي بـی رنـگ روي مـک کـانکی     شامل اکسیداز،

آگار، تولید رنگ دانه سبزآبی روي مولرهینتـون آگـار، آزمـون            
OF       سپس براي انجـام    . درجه بود  42و توانایی رشد در دماي

18بـراث حـاوي گلیـسرول    BHIآزمایشات بعدي در محیط
ــدند   ــداري ش ــد نگه ــراي). 12،13(درص ــت   بب ــی مقاوم ررس

دیـسک  (بـوئر   -از روش استاندارد کربـی    هاي جدا شده    باکتري
پس از تهیه سوسپانسیون میکروبـی      . استفاده گردید ) دیفیوژن

معادل کدورت نیم مک فارلند، ایـن سوسپانـسیون بـه وسـیله              
سپس . تلقیح گردیدستریل به محیط مولر هینتون آگار   سواپ ا 

یط کـشت بـا رعایـت    هاي آنتـی بیـوتیکی در روي مح ـ   سکدی
37از یکـدیگر قـرار داده شـدند و پلیـت هـا در      مناسب  فاصله  

قطر هاله فقدان   . ساعت انکوبه گردیدند   24-18درجه به مدت    
دیـسک هـاي مـورد      . رشد براي هر سـویه انـدازه گیـري شـد          

اســتفاده شــامل ایمــی پــنم،  سفوتاکــسیم، پیپراســیلین،      
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کاســـین، سفتریاکـــسون، ســـفتازیدیم، توبرامایـــسین، آمی  
از ســویه .)10-12(جنتامایــسین و سیپروفلوکــساسین بودنــد

به عنوان سـویه شـاهد       1430PTCCسودوموناس آئروژینوزا   
.استفاده شد

از DNAبـراي اسـتخراج   :سویه هاDNAاستخراج 
بـه طـور خلاصـه، ابتـدا        . روش فنل کلروفـرم اسـتفاده گردیـد       

BHIساعته بـاکتري  در محـیط  24سوسپانسیونی از کشت 

broth  میلی لیتر از سوسپانـسیون بـاکتري در         5/1. تهیه شد
10، بـه مـدت      13000میکروتیوب ریخته و در سانتریفوژ دور       

سـپس  . دقیقه رسوب گیري و محلول رویـی دور ریختـه شـد             
، K، پروتئینـاز  SDS %10میکرولیتـر بـافر لیـز حـاوي     500

Nacl5   ،مولارEDTA5/0     مـولار وTris-Hcl100 میلـی
مولار به آن افزوده و محتویات میکروتیوب با ورتکـس مخلـوط         

درجـه   55ساعت در بن مـاري       2سپس ویال ها  به مدت       . شد
فنل کلروفرم و ایزوآمیل الکل به ویال هـا افـزوده،     . قرار گرفتند 

دقیقه  10به مدت    10000ثانیه ورتکس و در دور        5-6حدود  
است به ویال DNAمحلول رویی که حاوي . سانتریفوژ شدند

پـس از   . جدید منتقل و هم حجم آن، اتانل سرد اضافه گردیـد          
پس از یک سـاعت،  . منتقل شد  -20مخلوط کردن، ویال ها به      

دقیقه  10، به مدت    10000در آورده و در دور       -20ویال ها از    
میکرولیتر الکـل    1000محلول رویی خارج و     . سانتریفوژ شدند 

یقـه دق 10به مدت   ،   10000ردر دو  به رسوب ها اضافه و     70
محلول رویی دور ریخته و ویال هـا بـه صـورت            . شدیفوژسانتر

در نهایـت بـه   . وارونه در جایی قرار داده تا الکل آن تبخیر شود  
-20میکرولیتر آب تزریقی اضـافه شـد و آنهـا در             50هر ویال   

).13(نگهداري گردیدند درجه سانتیگراد 
 ـ     blaVEB1ه ژنسـپس پرایمـر اختـصاصی  مربـوط ب

. طراحی و براي سنتز به شرکت سـیناکلون سـفارش داده شـد            
:توالی پرایمرهاي مورد استفاده در زیر آمده است

VEB1-F 5’GTGGAGTCCGATTAAAGAGG3’
VEB1-R 5’CATCATTAGTlGGCTGCTGC3’

اي واکنش زنجیره:واکنش زنجیره اي پلیمراز آزمون 
1بافر. بی ژن مورد نظر به شرح زیر انجام شدبه منظور ردیاپلیمراز  x

، lµ7/0، کلریدمنیزیم lµ5/2اي پلیمراز زنجیرهواکنش
میکرولیتر1میکرولیتر از هر پرایمر،Mµ200 ،5/0الیگونوکلئوتیدها

lµ25و تا حجم نهایی lµ2/0Taq pol1u،  هدفDNAاز 
در دستگاه یمرازاي پلواکنش زنجیرهبرنامه. آب مقطر انجام شد

:ترموسایکلر به شرح زیر انجام شد
، درجه94دقیقه در 5رشته به مدت مرحله اولیه جداسازي دو

دقیقه، مرحله 1درجه به مدت 94در ،مرحله باز شدن دو رشته
، مرحله طویل شدن درجه56ثانیه در 30به مدت اتصال پرایمرها
یه و مرحله طویل شدن نهایی ثان30درجه به مدت 72رشته الگو در 

از آب مقطر به عنوان کنترل منفی  و . دقیقه5به مدت 72در دماي  
، به عنوان کنترل VEBاز سویه سودوموناس آئروژینوزاي حامل ژن 

واکنش زنجیره اي پلیمراز محصولمیکرولیتر40. مثبت استفاده شد
فن آوران به شرکت ژن،میکرولیتر پرایمر ژن مربوط40به همراه 

واکنش زنجیره اي تعیین توالی ارسال شد تا از صحت عملکرد براي
).12(یقین حاصل شود پلیمراز 

توسط ژل آگارز یک اي پلیمراز واکنش زنجیرهمحصولات 
80یک ساعت در ولتاژ ثابتماید به مدت ودیوم برتیدرصد حاوي ا

یناتور بررسی ترانس لومالکتروفورز شد و سپس محصولات توسط 
).11-13(گردیدند 

هایافته
سویه سودوموناس آئروژینوزا از نمونه هاي بالینی 100تعداد 

بیشترین نمونه هاي به دست آمده .جمع آوري شدبیماران بستري
بیشترین مقاومت سویه ها به آنتی . از ادرار و سپس برونش بودند

% 48یلین با و کمترین آن به پیپراس% 65بیوتیک آمیکاسین با  
ها به یهمقاومت سویزانم).>05/0P(مقاومت مشاهده شد 
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،%59یسین، جنتاما%56یپروفلوکساسینسيهایوتیکبیآنت
، %55یم، سفپ%55پنم یمی، ا%65یکاسین، آم%61یسینتوبراما
و% 62یم، سفوتاکس%60یاکسون، سفتر%57یدیمسفتاز

.بود% 48یپراسیلینپ
این مطالعه تمامی سویه ها از لحاظ ژنوتیپی مورد همچنین  در
به این منظور،  تمامی سویه هاي مقاوم به چند . بررسی قرار گرفتند

از لحاظ وجود ..) .ایمی پنم، سفتازیدیم، پیپراسیلین و(آنتی بیوتیک
بررسی واکنش زنجیره اي پلیمراز با تکنیک VEB1ژن بتالاکتاماز 

که روي همه وم به چندین  آنتی بیوتیکتري مقاباک63از . شدند
%)60(سویه 38انجام گرفت، واکنش زنجیره اي پلیمراز آنها تکنیک 

).1شکل (بودندحامل این ژن

3و 2، 1کنترل مثبت،P ی، کنترل منفbp100 ،NمارکرM.1شکل 
.هستندbla VEB1449  bpحامل ژن سویه هاي 

گیريبحث و نتیجه
در هاي مقاوم به چند آنتی بیوتیکشناسایی سویه

هايژنانتشارجلوگیري از مختلف، به منظورهايبیمارستان
امروزه با شیوع . )14(به نظر می رسدضروريامري مقاومت
هاي چندین آنتی بیوتیک، کنترل عفونتهاي مقاوم بهباکتري

این ). 15(شود ست و مرگ بیماران منجر میب به شکبیمارستانی اغل
ناشی از فقدان اطلاعات کافی در مورد فلور غالب ممکن استامر 

بیمارستانی و ناشناخته ماندن منشأ مقاومت آنتی بیوتیکی در بیماران 

هاي رسی مقاومت آنتی بیوتیکی در سویهبنابراین بر. بستري باشد
ود در اختیار ما قرار هاي موجچالشبیمارستانی دید روشنی از 

ها نشان سویهمقاومت آنتی بیوتیکی اینتعیین).11،13(دهدیم
. که مقاومت آنها به کرباپنم ها رو به افزایش استداد

ایزوله بالینی، مقاومت100در این مطالعه با بررسی روي 
، %57کل درپنمایمیوسیپروفلوکساسینسفتازیدیم،بهنسبت

186، 1387در مطالعه جمالی و همکاران در سال. ودب% 55و56%
در این . زن بودند% 28ومرد% 72که شدندبیمار سوختگی بررسی 

مطالعه بیشترین مقاومت به سفتیزوکسیم و سفوتاکسیم با مقاومت 
مشاهده گردید %8/61و کمترین مقاومت به  ایمی پنم با 100%

ن مقاومت نسبت به که در مطالعه حاضر کمتریدر حالی . )13(
این اختلاف شاید بیانگر حساسیت . گزارش شد%) 48(پیپراسیلین

بیشتر باکتري هاي جدا شده از بیماران سوختگی نسبت به ایمی پنم 
همچنین جمالی و همکاران میزان . در مقایسه با سایر باکتري ها باشد

را، پیپراسیلین%73را آمیکاسین،%91مقاومت به سفتازیدیم را 
این نتایج حاکی از . گزارش دادند%68و سیپروفلوکساسین را 75%

شیوع بالاي مقاومت آنتی بیوتیکی در بیماران سوختگی نسبت به 
.استسایر بیماران بستري 

111با بررسی روي 1388فاضلی و همکاران در سال 
، گزارش اصفهان) ع(رستان امام موسی کاظم بیمار سوختگی در بیما

به % 94سیلین و بیش از ها به سفتازیدیم و تیکارتمامی سویهدادند
). 14(، سیپروفلوکساسین و پیپراسیلین مقاوم بودند پنمایمی
با بررسی روي 1389سال ي در اصالحیان و همکاران درمطالعهمیر

ایزوله بالینی سودوموناس آئروژینوزاي جدا شده از سوختگی، 170
تیکارسیلین و %81را، آمیکاسین% 52ا میزان مقاومت به ایمی پنم ر

این میزان بالاي مقاومت در مطالعات میر ).18(گزارش دادند% 84را 
هاي مقاومت در فاضلی نشان دهنده شیوع بیشتر ژنصالحیان و

.)14،16(ستاسویه هاي سوختگی نسبت به سایر نمونه هاي بالینی 
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ه شیوع ک2010و همکاران در سالشاه چراغیدر بررسی 
سویه جدا 41هاي بتالاکتامازي را بررسی کرده بودند، از میان ژن

% 92در bla OXA10ژن  یفراوانشده از مراکز سوختگی کرمان،  
RFLP-سویه ها به روش% 100درbla VEB1ژن یفراوانو

PCRچنین در این مطالعه فراوانی ژن مه.شدیید تأCTX-M

% 70درOXA-1و %24در GES-1، %68در PER-1، %2در 
). 12(سویه ها مشاهده شد 

در VEB1ونه که ملاحظه می گردد، فراوانی ژن همان گ
ي ادر مطالعه . راغی، از مطالعه حاضر بیشتر بوده استه چمطالعه شا

روي کلبسیلا پنومونیه انجام دادند، 2007که  چانویت و همکاران در 
برت و ). 15(رش دادندگزالهایزو%) 37(11را در VEB1 شیوع

از % 26را در bla OXA10فراوانی ژن  2002همکاران در سال
بالینیشده از نمونه هايسویه هاي سودوموناس آئروژینوزاي جدا

). 17(گزارش دادند
با بررسی  )2012(در مطالعه دیگري جیانگ و همکاران

bla VEB3، bla، فراوانی ژن هاي هاي جدا سازي شدهسویه

OXA10وbla TEM-l ایزوله از 13و 12، 29دربه ترتیب را
). 18(ایزوله سودوموناس جدا سازي شده گزارش دادند75میان 

در ایران شیوع بالاتري bla VEBتوان گفت فراوانی ژن بنابراین می
بتالاکتاماز در تحقیقات ایران نسبت هايبالاتر بودن فراوانی ژن. دارد

ات، نشانگر افزایش مصرف آنتی بیوتیک و متعاقب آن، مطالعبه سایر
هاي مقاومت و در نتیجه، شیوع بیشتر ژنهاي افزایش انتقال ژن

این امر برلزوم . اخیر نسبت به گذشته استسال هايمورد بحث در 
. بیشتر توجه به تجویز صحیح دارو در مراکز درمانی تاکید می کند

ر بیمارستان ها نیز با توجه به شیوع بنابراین پیشنهاد می گردد در سای
. گرددبررسی و تحقیق) در اصفهان و کرمان(بالاي این ژن 

و قدردانیتشکر
این پژوهش با حمایت دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان 

از مسئولین و کارکنان محترم آزمایشگاه . اصفهان انجام شد
ین سرکار خانم دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان و هم چن

.دکتر رنجبر تشکر و قدردانی می گردد
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