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  کوتاهمقاله 

سودوموناس  یو حساسیت داروی یمولکول یشناخت تیجمع یبررس
  زابلآموزشی  يها مارستانیدر ب يبستر مارانیشده از بجدا يژینوزاوآئر

  
  2نو راشکی قلعه زهرا ،1فروغ حیدري

  
  

  چکیده
سالانه جان بیماران بسیاري را  که است بیمارستانیهاي  ترین عوامل عفونت یکی از مهم ،ینوزاژسودوموناس آئرو :و هدف زمینه

میکروبی، شناسایی الگوي  با توجه به توانایی ذاتی و اکتسابی این باکتري در ایجاد مقاومت به بسیاري از عوامل ضد. کند تهدید می
هاي ناشی  فونتها، در مدیریت ع هایزولهمچنین بررسی الگوي ژنتیکی . در کنترل مناسب آن اهمیت بالایی دارد بیوتیکی تیمقاومت آن

با  ینوزاژسودوموناس آئروهاي  هایزولبیوتیکی  و مقاومت آنتیبررسی تشابه ژنتیکی  ،هدف از این مطالعه .از این باکتري ضروري است
  .بود RAPD-PCRاستفاده از نشانگر مولکولی 

سودوموناس هاي  هایزولتیکی بیو با هدف بررسی الگوهاي ژنتیکی و مقاومت آنتی ،مقطعی -توصیفی این مطالعه :تحقیقروش 
ه بالینی با روش انتشار دیسک و ایزول 100 یبیوتیک یمقاومت آنت. انجام شد هاي آموزشی زابل بیمارستانشده از  آوري جمع ینوزايژآئرو

  .بررسی شد RAPD-PCRروش الگوهاي ژنتیکی با 
در منطقه سیستان  سودوموناس آئروژینوزاهاي  ن ایزولهشکلی را در میا، درجه بالایی از چندRAPD-PCRنشانگر ملکولی  :ها یافته

  .گونه ارتباطی مشاهده نشد هیچ ،ع ژنتیکیوبیوتیکی و الگوي تن همچنین بین حساسیت آنتی ؛نشان داد
ین بیانگر کارآیی بالاي ا ،RAPD-PCRحاصل از    دهد که دندروگرام آمده از این مطالعه نشان می دست ههاي ب یافته :گیري نتیجه

  .در منطقه سیستان است سودوموناس آئروژینوزاهاي  هایزولشناختی  روش در مطالعه جمعیت
   RAPD-PCR؛ بیوتیکی آنتی مقاومت ؛آئروژینوزا سودوموناس :هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
، از خانواده سودوموناس آئروژینوزا باکتري 

Pseudomonadaceae است که به مین عامل عنوان سو
این باکتري  .)1(شود  هاي بیمارستانی شناخته می شایع عفونت

هاي  بیوتیک هاي چندگانه به آنتی دلیل داشتن مقاومت به
تواند در بیماران  مطلوب شناخته شده است و می، نامختلف
 هاي بخش :مانندهاي مهم بیمارستانی  شده در بخش بستري

هاي ثانویه ایجاد کند  عفونت ،هاي ویژه سوختگی و مراقبت
)2(.   

ها  ع را در بین باکتريبیشترین تنو ،ژنوم سودوموناس
علت  به سودوموناس آئروژینوزاتنوع ژنتیکی باکتري . داراست

 ،هاي مختلف ها و محیط توانایی سازگاري با میزبان
بنابراین براي . کند هاي فنوتیپی متفاوتی ایجاد می واکنش

 ؛ردهاي فنوتیپی اکتفا ک توان فقط به تست شناسایی آن نمی
روش دقیقی براي تشخیص  ،هر چند که روش فنوتیپی

  روش ،مولکولی هاي روش بین در .)3( باشد می
RAPD-PCR با که است اعتمادي قابل روش ت بسیارصح 

 ارتباطات نیتعی و بندي طبقه در آمیزي موفقیت طور به و بالا
 و ها ویروس ها، قارچ :جمله از ها ارگانیزم از بسیاري کییژنت

 در با .)4( گیرد می قرار استفاده سودوموناس مورد هاي گونه
 نیز و ایران هاي سودوموناس در گونه بالاي عتنو گرفتن نظر

 و آگاهی و عدم کشور مختلف مناطق در آنها پراکندگی
هاي  از میزان تشابه ژنتیکی در بین ایزوله کامل شناخت

  .ددیگر  روشن تحقیق انجام ضرورت ،آئروژینوزا سودوموناس
  

  تحقیقروش 
نمونه از  527عداد ، تمقطعی -در این مطالعه توصیفی

هاي مختلف  خون، زخم، ترشحات ریه، خلط و ادرار از بخش
تا پایان سال  1391هاي آموزشی از ابتداي سال  بیمارستان

  . آوري گردید جمع 1392
ها بر  ، ابتدا نمونهآئروژینوزا سودوموناسبراي شناسایی 

کانکی آگار کشت داده  هاي ستریماید آگار و مک روي محیط

. دگردیگرماگذاري  C37°ساعت در دماي  24ت مد شد و به
هاي تشخیصی و  انجام تستبراي یافته هاي رشد سپس کلنی

آمیزي گرم، اکسیداز، کاتالاز، تست  رنگ :افتراقی از قبیل
IMViC توانایی حرکت و تولید پیگمان، توانایی تخمیر ،

مورد آزمایش و  ،C42°رشد در دماي  وTSI قندها در محیط 
 روش به بیوتیکی آنتی مقاومت تعیین. ی قرار گرفتارزیاب

استانداردهاي  اساس بر و) Kirby-Bauer(دیفیوژن  دیسک
CLSI استفاده  مورد بیوتیکی آنتی هاي دیسک. )5( انجام شد

 پنم، ایمی سیپروفلوکساسین، :شامل )طب شرکت پادتن(
میکسین  توبرامایسین و پلی ،سفکسیم سفتازیدیم، پیپراسیلین،

B مرکز تا مرکز(یکدیگر  از متر سانتی 4/2 فاصله به که بود 
مولر هینتون آگار جاگذاري و  محیط روي) دیگر دیسک

 قطر. گرماگذاري شد C37°ساعت در دماي  18-24ت مد به
 ثبت آن نتایج گیري و اندازه دیسک هر اطراف رشد عدم هاله

 عنوان به 9027ATCC آئروژینوزا سودوموناس سویه از. گردید
 استفاده منفی کنترل عنوان به مقطر آب از و مثبت کنترل
  .گردید

هاي  ژنومی، ابتدا ایزوله DNAبراي استخراج 
 Triptocase Soy  (TSA)در محیط آئروژینوزا سودوموناس

Agar ساعت در دماي  18-24مدت  به°C37 گذاري گرما
میکرولیتر آب مقطر  200سپس چند کلنی باکتري در  .گردید

ت مد سوسپانسیون به. آمد در سوسپانسیون صورت استریل به
پس از سانتریفیوژ، . جوشانده شد C100°دقیقه در دماي  15

در دماي  PCRبراي انجام  DNAاوي محلول رویی ح
°C20- ذخیره گردید .  

 شده تهیه پرایمر استفاده از دو با RAPD-PCR واکنش
آنزیم ، PCRیند آانجام فربراي  .شرکت پیشگام انجام شد از

2×Master Mix RED در . از شرکت پیشگام خریداري شد
میکرولیتر از  5/12 ،الگو DNAمیکرولیتر از  2این واکنش 

2×Master Mix RED  پرایمرمیکرولیتر از یک و   
208:ACGGCCGACC و پرایمر   
272 :AGCGGGCCAA )20 با ،)مول در میکرولیترپیکو 
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به  تقطیر بار دو مقطر آب با نهایی حجم و مخلوط یکدیگر
 PCRهاي  برنامه اجرایی سیکل. شد رسانده میکرولیتر25

 در (Denaturation)واسرشتگی اولیه : واجد مراحل زیر بود
: شامل تکثیر سیکل 30 دقیقه و سپس5ت مد به C95° دماي

پرایمرها  اتصال ،ثانیه 60 تمد به C94°دماي  در واسرشتگی
 شدن طویل ،ثانیه 60 تمد به C36° دماي الگو در DNAبه 

 C72° دماي ثانیه در 120ت مد به (Extension)الگو  رشته
 در دقیقه5 مدت به (Final extension)شدن نهایی  و طویل
 محصولات از میکرولیتر 5 ،واکنش انجام از پس. C72°دماي 
 75 ولتاژ تحت تأثیر دقیقه80ت مد به %2 آگارز در ژل واکنش

 نشانگر از استفاده با شده تکثیر قطعات و شد الکتروفورز
Ladder 100  شد ارزیابی.  

  
  ها یافته

پس از  زاسودوموناس آئروژینونمونه  100 ،در این مطالعه
هاي  آگار و انجام تست هینتون مولر کشت در محیط

هاي مختلف بالینی  نمونه. ت شدندتعیین هوی ،بیوشیمیایی
از ادرار، %) 21(مورد  21از لوله تراشه، %) 61(مورد  61 :شامل

از %) 7(مورد  7از خلط و %) 8(مورد  8از مدفوع، %) 3(مورد  3
سودوموناس وله ایز 100از تعداد . خون جداسازي شد

% 15به سیپروفلوکساسین، % 7پنم،  به ایمی% 11، آئروژینوزا
به % 7به توبرامایسین و % 4به سفکسیم، % 98به سفتازیدیم، 

  از حاصل نتایج). 1جدول (پیپراسیلین مقاوم بودند 
 RAPD-PCRمطالعه هاي تحت تمامی ایزوله که داد نشان، 

  .بودند ایپت قابل استفاده مورد پرایمر دو هر با
آنها  از حاصل دندروگرام و ها شکل آنالیز کلی طور به

استفاده، تمامی  مورد پرایمر دو هر در که داد نشان) 1 شکل(
حاوي  کدام هرو  مجزا قرار داشتند کلاستر 17 در ها ایزوله

و  F کلاسترهاي. بودند سودوموناس آئروژینوزا نمونه چندین
K حالی که کلاستر  بیشترین ایزوله را داشتند؛ درN  داراي دو

داد که با  نشان RAPD-PCR از  حاصل نتایج. ایزوله بود
ها از هم مجزا  شده، تمامی ایزوله استفاده از دو پرایمر طراحی

شده و الگوي متفاوتی را نشان دادند که خود نشانگر تمایز 
هاي  ایزوله مورفیسم پلی حال عین در و پرایمرها این بالاي

  .است همورد مطالع

  مختلف هاي بیوتیک آنتی به مقاوم سودوموناس آئروژینوزاي هاي سویه درصد فراوانی -1جدول 

 بیوتیک نام آنتی
  پنم ایمی

)µg10(  
 سیپروفلوکساسین

)µg5( 
  سفتازیدیم

)µg30( 
  سفکسیم

)µg5( 
  توبرامایسین

)µg10( 
  پیپراسیلین

)µg100( 
 %7 %4 %98 %15 %7 %11 مقاوم

 %9 %1 0 %13 %15 %2 نیمه حساس
 %84 %95 %2 %72 %78 %87 حساس

 %)100( 100 %)100( 100 %)100( 100 %)100( 100 %)100( 100  %)100( 100  جمع

  RAPD-PCRدندروگرام نتایج  - 1شکل 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

M

N
O

P

Q
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  بحث
 تمایز بین و شناسایی مولکولی براي هاي روش امروزه

 هاي  روش از رترمؤثّ و کارآمدتر ها بسیار میکروارگانسیم
 روش ،بین این در .باشند قدیمی می کلاسیک و نوتیپیف

 و سریع :هایی مانند ویژگی دلیل به RAPD-PCR ملکولی
  نیاز به عدم و زیاد تحساسی از برخورداري بودن، هزینه کم

 در که طوري به ؛باشد می توجه مورد بالا، تکنیکی مهارت
 روش این با اند توانسته، باکتریایی هاي اپیدمی از چندین مورد

  . )6( پیدا کنند را آلودگی منبع
سودوموناس هاي  تشابه ژنتیکی سویه ،در این مطالعه

هاي زابل  ماران بستري در بیمارستانشده از بیجدا آئروژینوزاي
داد  تحقیق نشان حاصل از این نتایج. مورد بررسی قرار گرفت

 قابل قبولطور  به ،مطالعه این در رفته به کار پرایمر دو هر که
 باندي الگوي ،ها ایزوله از دو یک هیچ زیرا ؛کردند عمل

   .مشابهی نداشتند صد در صد 
ع ژنتیکی نیا بر روي تنوسپااي که در کشور ا در مطالعه

و  MLSTتوسط روش سودوموناس آئروژینوزا هاي  نمونه
-99ع بالایی حدود تنو ،آنالیز درخت فیلوژنی انجام گرفت

اي که در تهران با  در مطالعه .)7( درصد مشاهده شد 100
 سودوموناس آئروژینوزاهاي  کی نمونهعنوان بررسی تنوع ژنتی

میزان شباهت ژنتیکی  ،انجام شد RAPD-PCRتوسط روش 
در مطالعه حاضر میزان . )8(درصد بود  100- 40ها  نمونه

یک از صد نمونه،   درصد بود که هیچ 80-5شباهت ژنتیکی 
 573اي که بر روي  در مطالعه. صد در صد به هم شبیه نبودند

مشاهده شد که  ،انجام شد سودوموناس آئروژینوزاه ایزول
اي  در مطالعه. )9(هاي مشابهی بودند  هق به گرودرصد متعل90ّ

ع ژنتیکی بالایی توسط آنالیز درخت میزان تنو ،با همین عنوان

یید أتواند نتایج این مطالعه را ت که می فیلوژنی مشاهده شد
  .)10( کند

بیوتیکی  دهنده بیشترین مقاومت آنتی نشان ،نتایج حاصل
و کمترین مقاومت به توبرامایسین، %) 98(به سفکسیم 

. بود %7و % 7، %4 :یبترت پیپراسیلین و سیپروفلوکساسین به
پنم بیشترین  در یک مطالعه در برزیل مشاهده شد که ایمی

دارد و سودوموناس آئروژینوزا  ضدفعالیت را بر 
  .)11(سیپروفلوکساسین در درجه دوم قرار داشت 

  
  گیري نتیجه
 روش کردن استاندارد مقاله، این هاي یافته اساس بر

RAPD-PCR الگوهاي اطلاعاتی از هاي بانک تهیه و 
سودوموناس هاي  سویه دقیق و سریع مقایسه ژنومی،

 کند می پذیر امکان مختلف هاي آزمایشگاه در بین را آئروژینوزا
 و دگیآلو منشأ ردیابی و اپیدمی یک سریع آغاز تشخیص در و

 رو این از. دارد اهمیت کنترل عفونت مدیریت آن پی در
 مورد در اطلاعاتی کردن فراهم با طرف یک از حاضر مطالعه
طرف  از و سودوموناس آئروژینوزاهاي  سویه ژنتیکی تشابه
 دادن نشان و RAPD-PCR روش سازي بهینه با دیگر

 در این باکتري، تایپینگ شده در طراحی دو پرایمر توانایی
 بهداشتی مدیریت در آن کارگیري به دیدگاه و این توسعه
  .باشد می اهمیت حائز کشور

  
  تقدیر و تشکر

یه عزیزانی که ما را در انجام دانیم از کلّ بر خود لازم می
  .یمیتقدیر و تشکر نما ،این تحقیق یاري دادند
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Abstract                     Short Communication 
 
 

Epidemiology and Drug Susceptibility of Pseudomonas 

aeruginosa Strains isolated from Patients admitted to Zabol 

hospitals 

 
Forough Heydari1, Zahra Rashki Ghalehnoo2 

 
Background and Aim: Pseudomonas aeruginosa is one of the most important causative agents of 
nosocomial infections that threatens many lives .. Regarding the innate and adaptive ability of the bacteria 
species to become resistant to many antimicrobial agents, recognition of different antibiotic resistance 
patterns is extremely significant in assessing the validity of the monitoring programs. Also, the pattern of 
genetic isolates is essential in the management of infections caused by these bacteria. The purpose of this 
study was to determine genetic diversity and patterns of antimicrobial resistance of P. aeruginosa isolates 
using RAPD-PCR. 

Materials and Methods: The present study aimed at assessing the genetic diversity and antibiotic resistant 
pattern of P. aeruginosa isolates in the educational Zabol hospitals. Thus, antibiotic susceptibility of 100 
isolates was determined applying Kirby-Bauer disk diffusion method. 

Results: RAPD-PCR data revealed  a high level of polymorphism among the isolates of P. aeruginosa in 
Sistan. But, no association was observed between antibiotic susceptibility and genetic diversity pattern. 

Conclusion: In the present study, we RAPD-PCR technique was found to be a useful means for the 
investigation of the genetic variation and epidemiological study among P. aeruginosa isolates collected from 
Sistan region. 

Key Words: Pseudomonas aeruginosa; Antibiotic resistance; RAPD-PCR   
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