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رایـج، مشـکلاتی   هاي  بیوتیک آنتینسبت به بیشتر  مقاوم، ائروژینوزاي ودوموناسس هاي يسویه ها و هدف: زمینه

 به سویه هاي مقاوماز بین بردن  براي ،با پتانسیل بالا، انتی بیوتیک پنم . ایمیدر درمان این عفونت ها ایجاد می کنند
، TEM يدر بیـان ژن بتالاکتامـاز   ،نمپ هدف از انجام این مطالعه بررسی اثر ایمی. باشد می باکترياین  آنتی بیوتیک،

 Real-timeبـا روش   ،سوختگی نمونه هاي زخماز مقاوم به انتی بیوتیک، ي آئروژینوزا سودوموناسدر سویه هاي 
PCR .بود 

ایزوله هاي  .آوري شد جمع ،هاي تهران بیمارستانهاي سوختگی، در زخم از  ،نمونه 100، توصیفیدر مطالعه  ها:روش
 از ، PCR ، بـا انجـام واکـنش    TEMژن ،  DNAاستخراج از نمونه ها شناسایی شد. پس از   روژینوزاآئ سودوموناس

بیـان ژن  ، شد. سپس نسبت به ایمی پنم، براي انها تعیین MICمیزان شد و  جداسازي، نمونه هاي داراي این باکتري
بـا روش  ، پـنم  بـا ایمـی   تیمار بدونهاي  هتیمار شده و سوی آئروژینوزا سودوموناسهاي  سویه، در  TEM يبتالاکتاماز

Real-time PCR .مقایسه شد 

نمونـه   34 در و نـد بود آئروژینوزا سودوموناسباکتري داراي عفونت با   %)60ایزوله (  60 نمونه زخم، 100 در نتایج:
، در TEM. بیـان ژن  حضـور داشـت   TEMژن بتالاکتامـاز  هاي ایزولـه شـده،    آئروژینوزا سودوموناساز   %)6/56(

 ٪68/78به میزان  ،سویه هاي غیرتیمار شده،  با ایمی پنم در مقایسه باي تیمار شده آئروژینوزا سودوموناسهاي  سویه
 داشت. کاهش

که موثر بـر کـاهش بیـان     ،فعالیت ضد بتالاکتامازي با پنم ایمیتوان از  ، مینتایج این تحقیقبر اساس  گیري:نتیجه
 .استفاده نمود، آنتی بیوتیک به مقاوم يسودوموناس آئروژینوزا هاي بود، در کنترل سویه TEMژن 

 :  ها واژه دیکل
ــودوموناس ــوزا س ، آئروژین

ــنم،  ، ایمـــیTEMژن  پـ
Real-time PCR 

 

 يشـر بـرا  نحقوق  یتمام
 یدانشگاه علـوم پزشـک  

محفــوظ  تربــت حیدریــه
 است.

 مقدمه 

اي شـکل یـا    ههاي گرم منفی میل باکتري، از  سودوموناس باکتري

 تـاژك ها به وسـیله یـک یـا چنـد      این باکتري کمی خمیده هستند.

در حضـور  گرچـه   ،هستندهوازي اجباري  بوده و قطبی متحرك

ایـن بـاکتري   در  هوازي داشـته باشـند.   توانند رشد بی نیترات می

ــدها مصــرف  ــی بصــورت اکسیداســیونقن ــرد  انجــام م از و گی

 باشـد  زا مـی  بیمـاري فرصت طلب بصورت  هایی است که باکتري

گونـاگون   عوامـل به دلیل  ،باکتري در محیط گستردهانتشار  ).1(

هـاي گونـاگون محیطـی و     توانایی استقرار در زیستگاه ه،از جمل

 ،امکان استفاده از بسیاري از ترکیبـات بـه عنـوان منبـع انـرژي     

تواند در هر بخشی از بـدن   می سودوموناسبا باشد. عفونت  می

هایی از  در بخش ،در سوختگی ها یا تروما فونتو این ع رخ دهد

 تـر  گوش میانی، قرنیه، دستگاه ادراري و دستگاه تنفسـی شـایع  

توانـد سـبب انـدوکاردیت،     مـی  این عفونـت  ). همچنین2، 1است (

سودوموناس شود.  ،و استفراغ، آمپیم و حتی سپتی سمی اسهال 
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بــه  از عوامـل شــایع عفونـت بیمارســتانی و مقـاوم    آئروژینـوزا 

 بروز در عمده عامل و  ستی ابیوتیک آنتیداروهاي بسیاري از 

محسـوب   ایمنـی  سیسـتم  ضـعف  بـا  بیمـاران  در و میـر  مـرگ 

 ایـن بـاکتري   در میکروبـی  ضـد  مواد به ذاتی مقاومت شود. می

بـاکتري   آن هـا بـا   درمـان عفونـت   وضعیت شدن تر وخیم سبب

   ).3-1( گردد می

ایجاد مقاومت این باکتري نقش هاي شایع که در  یکی از مکانیسم

تولید آنزیم بتالاکتاماز است کـه عامـل مقاومـت در برابـر      ،دارد

ــام ــا مــی باشــد ( بتالاکت ــه TEMبتالاکتامازهــاي  ).4، 3ه ــه ب ، ک

تقسیم شده اند و به تعداد   2berو 2b ،2be  ، 2brهاي زیرگروه

تــرین مکانیســم مقاومــت  امــروزه معمــول، باشــند نــوع مــی 172

هـاي بتالاکتـام را بـه     بیوتیک هاي گرم منفی در برابر آنتی باسیل

 ها مسئول ایجـاد تغییـرات فنـوتیپی    دهند. آن خود اختصاص می

))ESBL(Extended-spectrum beta-lactamases (  در

جایگــاه فعــال آنزیمــی هســتند کــه امکــان دسترســی بــه اکســی 

ل بـه  هـاي جایگـاه فعـا    ). ریشـه 6 ،5کننـد (  ایمینوها را فراهم می

ــزیم   ــه آن ــیت ب ــام، حساس ــتراي بتالاکت ــده سوبس ــاي مهارکنن   ه

 دهـد.   هـم چـون اسـید کلاولانیـک را افـزایش مـی       ،بتالاکتامازي

و بسـیاري از   هـا  بیوتیک در برابر آنتی سودوموناس آئروژینوزا

ایـن مقاومـت قابـل     .انـد  عوامل ضد باکتریایی مقاومت پیدا کرده

یکـی از  و  شود هاي عفونی می توارث بوده و باعث ادامه بیماري

محسـوب مـی   سراسـر جهـان    در هاي سلامتی بزرگترین چالش

شود که سبب ایجاد ارایه راهکارهاي مناسب در جهت درمان بـا  

 ).  8 ،7است (این باکتري شده 

هسـتند   هـا  کارباپنم هاي بتالاکتامی، بیوتیک آنتییکی از خانواده 

یـک حلقـه   ،  سـیلین  پنـی  اننـد مههـا   در سـاختار شـیمیایی آن  که 

بتالاکتــام چهــار ضــلعی و یــک حلقــه پــنج ضــلعی وجــود دارد. 

هـاي   هـا طیـف فعالیـت گسـترده علیـه میکروارگانیسـم       کارباپنم

یکی از کاربـاپنم  پنم  ایمیآنتی بیوتیک هوازي دارند.  هوازي و بی

هاي موثر در درمان عفونت بـاکتري هـاي مقـاوم بـه دارو مـی      

 سـودوموناس آن بـر  بخشـی  نم در اثرپ ـ اهمیت ویژه ایمیباشد. 

نتی بیوتیک هـا  آ. این است انتروکوکوسهاي  و گونه آئروژینوزا

ها اثر ضد باکتري خود را از طریق اتصال  همانند سایر بتالاکتام

ــروتئین ــه پ ــی  ب ــه پن ــل شــونده ب ــاي متص ــیلین ( ه  =PBPsس

Penicillin-binding proteins    اعمال کـرده و سـنتز دیـواره (

پـنم در مقابـل هیـدرولیز     کننـد. ایمـی   کتري را مختل میسلولی با 

 ).  10 ،9بتالاکتاماز بسیار مقاوم است (آنزیم هاي توسط اکثر 

هـاي   حضور ژن در خصوصهاي اخیر مطالعات متعدد،  در سال

TEM  به  با الگوي مقاومت، اسودوموناس آئروژینوزدرباکتري

کننـده رشـد    و تعیین حداقل غلظت ممانعـت  یبتالاکتام داروهاي

)Minimum Inhibition Concentration  براي این دسـته از (

به خصوص ایمی پنم کـه در مقایسـه بـا سـایر      ،نتی بیوتیک هاآ

دارد، انجـام  وجـود  ن آحساسـیت بیشـتري نسـبت بـه      ،داروهـا 

 . )21-11گرفته است (

بررسـی اثـر   بـا هـدف   ایـن مطالعـه    اهمیت موضـوع توجه به با 

ــی ــنم ایم ــان  ،پ ــازدر بی ــاي  ، TEM يژن بتالاکتام ــویه ه در س

 ،جدا شده از منـابع سـوختگی  مقاوم ي آئروژینوزا سودوموناس

 . انجام شد Real-time PCRبا روش 

 هاروش 
نمونه از  100بود. در این مطالعه  توصیفیمطالعه حاضر از نوع 

زخم بیماران سوختگی در مراکز سوانح و سوختگی شهر تهران 

و در نظر گرفتن اصـول اخلاقـی معاهـده     و با کسب رضایتنامه

ه بـا کـد   ژایـن پـرو  . همچنـین  وري شـد آجمع توکیو  -هلسینکی

مورد تصویت کمیته نظـارت بـر کارهـاي     157305448962031

قرار گرفتـه اسـت.   دانشگاه آزاد اسلامی زمایشگاهی آاخلاقی و 

هاي گرفته شده از بیماران بر روي محیط مک کانکی آگار  نمونه

وترینت آگار به آزمایشگاه میکروب شناسـی انتقـال و   و محیط ن

هــا پــس از خــالص ســازي و تســت هــاي       در آنجــا ســویه 

  میکروبیولوژي و بیوشیمیایی شناسایی شدند.

نوزا بیوشیمیایی سودموموناس شناسایی شناسایی   :آئروژی

بر اساس تست هاي افتراقـی   آئروژینوزا سودموموناسباکتري 

میـزي  آي میکروبیولوژي شـامل: رنـگ   زمایشگاه هاآاستاندارد 

 42گرم، بررسی تست تخمیر لاکتوز و توانـایی رشـد در دمـاي    

گــراد، همچنــین ویژگــی فلوئورســانس زیــر نــور  درجــه ســانتی
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فــرابنفش و در مرحلــه بعــد اســتفاده از کشــت هــاي انتخــابی و 

هاي بیوشـیمیایی (شـامل تسـت هـاي اکسـیداز و کاتـالاز،        تست

SIMمون سیترات، اوره و محیط سـیتریمید  ، وژسپرسکوئر، سی

 ،انجام شد (محیط هاي کشت تهیـه شـده از شـرکت مـرك     )اگار

 ).22( لمان بودند)آکشور 

نم براي ایمی MICتعیین  پنم به روش بـراث   ایمی MICتعیین  :پ

هـاي باکتریـایی   دایلوشن انجام شـد. بـه ایـن ترتیـب کـه سـویه      

حـیط کشـت   جداسازي شـده روي م  سودوموناس ائروژینوزاي

سـاعت در گـرم    24دار کشت داده شـدند و بـه مـدت    آگار خون

گراد نگهداري گردیدند. پس از طی  درجه سانتی 37 خانه با دماي

مدت نگهـداري، از نمونـه باکتریـاي بـراي تهیـه سوسپانسـیون       

هــاي  باکتریــایی اســتفاده شــد. بــراي ایــن منظــور ابتــدا ســلول 

به کمک لوپ استریل  باکتریایی از سطح محیط کشت آگار خونی

لیتــر بــافر ســالین فســفات اســتریل  جمــع آوري و در یــک میلــی

-5/1× 108هاي با کدورت نیم مک فارلند (نمونه ومخلوط گردید 

 Colony-Forming Unit)  (CFU عدد باکتري در هر میلی لیتر 1

تهیه شد. براي اطمینان از ایجـاد کـدورت مـذکور، جـذب آن بـه      

فرابنفش در محـدوده طـول مـوج     -مرئی وسیله اسپکتروفتومتر

 08/0 – 1/0گیري و میزان جذب در محدوده نانومتر اندازه 260

تنظـــیم شـــد. بـــا اســـتفاده از روش اســـتاندارد کمیتـــه ملـــی  

 CLSI(Clinical and، ((هـاي بـالینی  اسـتانداردهاي آزمایشـگاه  

Laboratory Standards Institute (  حداقل غلظت ممانعت کننـده ،

پـنم بدسـت    ها در مجاورت با ایمـی  راي هر یک از باکتريرشد ب

 12اي بـا   خانـه  96در این روش از میکروپلیـت   .)23( آورده شد

میکرولیتر محیط تریپتـون سـوي    100ردیف که هر کدام حاوي 

استریل بود، استفاده گردید. سـپس   )Tripton Soy Broth( براث

بـه ردیـف اول    ml/µg 30پنم با رقت بالا  میکرولیتر از ایمی 100

میکرولیتر محیط تریپتون سوي براث اضـافه شـد و    100حاوي 

ــا رقــت    100انجــام شــد. ســپس  ml/µg 058/0رقیــق ســازي ت

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با غلظت نیم مک فارلند به 

 همه چاهک ها اضافه شد. همچـین از دو ردیـف چاهـک بعنـوان     

 

میکروبـی) و کنتـرل منفـی    کنترل مثبت (محیط و سوسپانسیون 

پنم) استفاده شد. سـپس میکروپلیـت هـا در     تست (محیط + ایمی

ــیکر دار (  ــاتور ش ــاي   200انکوب ــه، دم درجــه  37دور در دقیق

 ساعت) نگهداري شدند. 24گراد و حداکثر مدت زمان  سانتی

و مقایسه تغییرات بیـان ان پـس از    TEMبررسی حضور ژن 

 تیمار با ایمی پنم

ج  بـه  PCR واکـنش   و هـا  ژنـومی  از بـاکتري   DNA اسـتخرا

ــازي ژن   اســتخراج ژنــوم بــاکتري هــاي  :TEMمنظــور جداس

شناسایی شده توسط کیت شـرکت   يآئروژینوزا سودموموناس

. )24( انجـام گرفـت  و بـا روش اسـتاندارد   پیشگامان انتقـال ژن  

اسـتخراج شـده بـا اسـتفاده از دو روش      DNA کمیت و کیفیـت  

روي ژل آگــارز مــورد  DNAالکتروفــورز اســپکتروفتومتري و 

در فریزر در دماي   DNAنمونه هاي سپس بررسی قرار گرفت. 

بـراي   PCRواکنش انجام  گراد نگهداري شدند. درجه سانتی -20

انجـام شـد. پرایمرهـا و مـواد مـورد       TEMبررسی حضور ژن 

بـه  ، میکرولیتـر  20استفاده بـراي ایـن واکـنش در حجـم نهـایی      

پرایمرها در این پروژه ورده شده است. آ 2و 1 لترتیب در جداو

طراحی گردید  Oligoتوسط نرم افزار  TEMبراي شناسایی ژن 

و طراحی به گونه اي صورت گرفت که پرایمرها مناسب آزمون 

Real-time PCR  .برنامه دستگاه نیز باشدPCR  35که در تعداد 

 چرخه تکرار شد به قرار زیر بود:

 گراد درجه سانتی 95در  دقیقه 3اولیه دناتوراسیون  -

 گراد درجه سانتی 95در  ثانیه 30دناتوراسیون  -

 گراد  درجه سانتی 55ثانیه در  30اتصال  -

 گراد درجه سانتی 72در  دقیقه 1سازي  طویل -

 گراد درجه سانتی 72در  دقیقه 10 نهایی سازي طویل -

، در TEMبراي مشاهده حضـور ژن    PCRپس از انجام واکنش 

درصـد   5/1روي ژل آگـارز   PCRا، محصولات واکنش نمونه ه

عکسبرداري با دسـتگاه  رنگ آمیزي و و سپس  هالکتروفورز شد

حضـور ژن   حاصـل از بانـدهاي   1ژل داك انجام شد. در شـکل  

TEM  نشـان   سـودوموناس ائروژینـوزا  ، در نمونه هاي بـاکتري 
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 مورد استفاده در پژوهش پرایمرهاي .1جدول 

 PCRبراي واکنش  پرایمر '3 - '5توالی   

ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT TEM-F 

TGGATGGAGGCGGATAAAGTTGC TEM-R 

 Real Time PCRبراي واکنش  پرایمر '3 - '5توالی 

ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT TEM-F 

TGGATGGAGGCGGATAAAGTTGC TEM-R 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16s rRNA -F 

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 16s rRNA -R 

 کاربرد داشته باشند. Real Time PCRو  PCR*پرایمرها در این پژوهش به گونه ایی طراحی شده اند که در هر دو واکنش 
 

 Real Time PCRو  PCRمقادیر مورد استفاده جهت انجام واکنش  .2جدول 

 مقدار (برحسب میکرولیتر) PCR مواد واکنش

 4 ب مقطرآ

 1 (pmol/μl 10) پرایمر چپ 

 1 (pmol/μl 10)پرایمر راست 

 DNA (120ng) 4نمونه 

Master mix Amplicon  (2X) 10 

 20 حجم نهایی

 حسب میکرولیتر) (برمقدار  PCRواکنش براي  Master mixمقادیر مواد موجود در 

Taq (50 U) 5/0 پلیمراز 

dNTP (10 mm) 1 

 5/7 (10X) بافر 

MgCl2 (50 mm)  میکرولیتر)حسب  (برمقدار 

 مقدار بر حسب میکرولیتر Real Time PCRواکنش  مواد

Master mix SYBER Green 2X 10 

cDNA 5/1 

 1 پرایمر چپ

 1 پرایمر راست

 5/6 ب فاقد نوکلئازآ

 20 حجم نهایی
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ــه از،  ــن مطالعـ ــت. در ایـ ــده اسـ  Klebsiella 1770 داده شـ

pneumonia ه عنوان کنتـرل (که از انستیتو پاستور گرفته شد) ب 

ب مقطـر) بـه عنـوان    آ(با جایگزینی  DNAمثبت و از نمونه فاقد 

  ، استفاده شد.bp 50 کنترل منفی و مارکر مولکولی با سایز

ج   در ایـن مرحلـه از   :Real-time PCRواکنش و  RNAاستخرا

 پـنم بـر طبـق    تیمار شده با ایمـی  هايآئروژینوزا سودموموناس

تیمار نشده،  هاي سودوموناس و MIC روش ذکر شده در تعیین

ــت  RNAانجــام گرفــت. بــراي اســتخراج   RNAاســتخراج  از کی

 Bio( DEPC)، آب تیمـار شـده بـا    RNA )Bio Basicاسـتخراج  

Basic    و تیـوب هـا و سرسـمپلرهاي (DNase and RNase Free  

لـودگی  آژنومی و عـدم    DNA همچنین براي حذفاستفاده شد. 

RNA  انزیم استخراج شده با ان، ازDNase     اسـتفاده شـد (زیـرا

ژنـومی سـبب خطـا در     DNAاستخراج شـده بـا    RNAآلودگی 

و نتـایج میـزان بیـان ژن مـی گـردد).        Real Time PCRواکنش 

اســتخراج شــده از   RNAســپس بــراي اطمینــان از درســتی    

الکتروفورز روي ژل آگارز و ارزیابی با دستگاه فلورومتر مـدل  

E6150   ر ایـن دسـتگاه کـدورت سـنجی     استفاده شد. اسـاس کـا

ن از رنگ هاي فلورسنس استفاده شد. بـراي انجـام   آاست و در 

بـــر اســـاس   cDNAابتـــدا ســـنتز  Real-time PCRواکـــنش 

انجــام شــد. ســپس بــا  Vivantisکیــت اســتاندارد دســتورالعمل 

سنتز شده و پرایمرها و سایر مواد مورد  cDNAاستفاده از این 

 Real-timeرده شـده اسـت واکـنش    وآ 2و  1ول انیاز که در جد

PCR     ــان ژن ــزان بی ــه می ــراي مقایس ــاي   TEMب ــه ه در نمون

 هـاي  سـودوموناس پـنم و   تیمار شده بـا ایمـی   هاي سودوموناس

 16S rRNAژن مرجـع ایـن واکـنش    ). 25( تیمار نشده، انجام شد

 35داراي  Bio Rad Real Time PCRبرنامـه دسـتگاه   و  بـود 

 زیر بود: چرخه تکرار و شامل مراحل

 گراد درجه سانتی 95ثانیه در  15دناتوراسیون  -

 گراد  درجه سانتی 55ثانیه در  30اتصال  -

 گراد درجه سانتی 72ثانیه در  30سازي  طویل -

بـراي  هـا  تـرین روش   دقیقکه یکی از  Real-time PCRروش از 

در این روش تعداد  ، استفاده شد.بررسی تغییرات بیان ژن است

م نیست و فقط کاهش و یـا افـزایش بیـان ژن    هاي ژنی مه نسخه

شـد و  که این کاهش و افزایش با یک استاندارد مقایسه  بودمهم 

 واکنش داراي کنترل مثبت و کنترل منفی بود.

نالیز آماري  SPSSهـاي  هاي حاصل، با نـرم افزار  نتایج و داده :آ

از نظر آماري مورد بررسی قرار گرفت و براي محاسبه اختلاف 

بدسـت  و  ΔΔCtن ژن نمونه و مرجـع از روش محاسـبه   بین بیا

 ΔΔCt-2و همچنـین محاسـبه    cycle threshold (Ct( اوردن تفاوت

مـده در قسـمت   آاستفاده شد (روش محاسبات و اعـداد بدسـت   

 .نتایج ذکر شده است)

 نتایج 

نمونه ها ج   43مـرد و   57 گیري زخـم سـوختگی از    نمونه :نتای

) ســال 30 ± 5/0یــانگین ســنی (ســال و م 5-55زن بــین ســنین 

  نشان داده شده است). 1 (در شکل گرفتصورت 

نـوزا     ج شناسـایی بـاکتري سـودوموناس آئروژی نتـایج   :نتای

هـا   درصد کل نمونـه  60 ،حاصل از کشت این نمونه ها نشان داد

 سودوموناس آئروژینـوزا نمونه) باکتري  100نمونه از بین  60(

 ،گرم و ویژگی هاي بیوشـیمیایی  بودند. این نتایج با رنگ آمیزي

را تایید نمودند. به این  سودوموناس آئروژینوزاحضور باکتري 

ترتیب که در رنگ آمیزي گرم باسیل گرم منفی مشـاهده شـد و   

  مشاهده شد. 3یج تست هاي بیوشیمیایی مطابق جدول انت

ج  ــای ــزان  :MICنت ــاي    MICمی ــویه ه ــنم در س ــی پ ــراي ایم ب

 ml/µg 5/7برابر بـا  جداسازي شده  يسودوموناس آئروژینوزا

 .به دست آمد

ج الکتروفورز نی حضور و   PCRمحصولات واکنش  نتای فراوا

ــام  :TEMژن  ــس از انجـ ــازي ژن   PCRپـ ــور جداسـ ــه منظـ بـ

هاي DNAدر  TEM، وجود یا عدم وجود ژن TEMبتالاکتامازي 

د بررسـی ش ـ  PCRاستخراج شده بـا الکتروفـورز محصـولات     

ــ)2(شــکل  ــه  60 از تعــداد نشــان دادایج . نت ســودوموناس نمون

نمونه زخم سـوختگی،   100 از بین ،ي شناسایی شدهآئروژینوزا

 بودند. TEM) واجد ژن %6/56نمونه ( 34
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 هاي مورد بررسی در این پژوهش بر اساس سن و جنس تفکیک نمونهنمودار  .1 شکل
 

سودوموناس شیمیایی باکتري ویژگی هاي بیو .3 جدول

 آئروژینوزا

 نتیجه واکنش تست بیوشیمیایی

MR/VP -+/ 

TSI k/k 
 + سیمون سیترات

 + کاتالاز

 + اکسیداز

SIM   +-  - 

 بیآ -کلنی سبز  سیتریمید اگار

 + اوره

 - لاکتوز
 

ــان ژن  ج بی ــای ــا روش  TEMنت ــه  Real time PCRب در ایزول

نم  یمار شـده بـا ایمـی   سودوموناس آئروژینوزاي ت  نتـایج  :پـ

  نشان داد که بهترین دماي منحنی ذوب Real time PCR واکنش

)Melting curve براي ژن (TEM ،94/86 گراد بـود  درجه سانتی 

 هاي در ایزوله TEMکه ژن  شد مشخص). همچنین A - 3(شکل 

پـنم نسـبت بـه     ي تیمار شـده بـا ایمـی   سودوموناس آئروژینوزا

ي تیمار نشده با سودوموناس آئروژینوزاهاي  ولههاي ایز ایزوله

درصـد) کـه    68/78پنم کاهش بیان داشـته انـد (بـه میـزان      ایمی

در  ،TEMدر کـاهش بیـان ژن    ،پـنم  دهنده نقش مثبت ایمـی  نشان

 ).B -3(شکل  ، بوده است سودوموناس آئروژینوزاهاي  ایزوله

نالیز واکنش  ج آ ر بـه  نسبت ژن مورد نظ :Real time PCRنتای

هاي زیر محاسبه گردیـد   از طریق فرمول) 16s rRNAژن مرجع (

 Ct )cycleو اخــتلاف در  Efficiencyو اســاس آن بــر پایــه   

threshold( بــا روش محاســبه . بــودΔΔCt ،  تفــاوتCt )cycle 

threshold( محاسبه شد و از  ،پنم هر دو ژن بعد از تیمار با ایمی

 شد. استهک ،پنم قبل از تیمار با ایمی مقدارهمین 

ΔCt = target – reference 
ΔCt target= (TEM-treat) – (16s rRNA -treat) 

ΔCt target= ( 98/31 ) - ( 75/17 ) = 23/14  
ΔCt reference = (TEM-Non treat) – (16s rRNA -Non treat) 
ΔC reference = ( 98/29 ) – ( 98/17 ) = 00/12  

ΔΔCt = ΔCt target – ΔCt reference 
ΔΔCt = 23/14  – 00/12  = 23/2   

2-ΔΔCt Variant = 2- 23/2 = 213/0  

Knockdown = 68/78%  

 هـاي تیمـار شـده بـا      در سـلول  TEMنتایج نشـان داد بیـان ژن   

  68/78به میـزان   ،ایمی پنم در مقایسه با سلول هاي تیمار نشده
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نوزادر نمونه هاي  TEMباندهاي حضور ژن  .2شکل   سودوموناس آئروژی

کنترل   : -خانه سوم ، TEMن داراي ژ Klebsiella pneumonia 1770  : کنترل مثبت ا نمونه +خانه  دوم )،  bp 50: مارکر با سایز مولکولی (Mخانه (

نوزانمونه هاي :  7و  6و 5و  4 و 2و  1 خانه هايمنفی: آب مقطر،  نمونـه  :  10و  9و  3هـاي   خانـه ) و TEM ) bp93داراي ژن  سودوموناس آئروژی

نوزاهاي   ).TEMفاقد ژن  سودوموناس آئروژی
 

پنم در جهـت مهـار    درصد کاهش داشته است و استفاده از ایمی

 .)5(شکل  می تواند موثر باشد، TEMبیان ژن 

 بحث 
از عوامل شایع عفونت بیمارسـتانی و   سودوموناس آئروژینوزا

هاي  نیسم). یکی از مکا1هاست ( بیوتیک مقاوم به بسیاري از آنتی

شایع که در ایجاد مقاومت این بـاکتري بـه بتالاکتـام نقـش دارد     

آنتـی  تولید آنزیم بتالاکتاماز است کـه عامـل مقاومـت در برابـر     

 ،آئروژینـوزا  سـودوموناس مـی باشـد.    یبتالاکتامبیوتیک هاي 

 بـروز  در عمده عاملی که است زاي فرصت طلب بیماري باکتري

محسـوب مـی    ایمنـی  سیسـتم  ضـعف  با بیماران در و میر مرگ

 سبب این باکتري در میکروبی ضد مواد به ذاتی مقاومت شود و 

 آن هـــاي درمـــان عفونـــت وضـــعیت شـــدن وخـــیم تـــر

  ).5 ،2 ،1می گردد ( 

که یـک ژن بتالاکتامـازي اسـت در     TEMدر پژوهش حاضر ژن 

ــالینی  ســویه جــدا شــده از  آئروژینــوزاي ســودوموناسهــاي ب

% مشخص شـد و  6/56راوانی حضور با فهاي سوختگی  عفونت

 .به دست آمد ml/µg 5/7نسبت به ایمی پنم برابر با  MICمیزان 

 سـودوموناس  ایزوله هاي پنم بر نتی بیوتیک ایمیآ کهپس از آن 

بیـان ایـن ژن مـورد بررسـی قـرار      اثـر داده شـد    آئروژینوزاي

هـاي تیمـار    در سلول TEMگرفت. نتایج حاکی از آن بود که ژن 

ا ایمی پنم در مقایسه با سویه هاي تیمار نشده بـه میـزان   شده ب

پنم را مـی   کاهش بیان داشت. در نتیجه استفاده از ایمی  68/78%

توان در جهت مهار بیـان ایـن ژن توصـیه نمـود. بـراي آگـاهی       

بـا نتـایج   کـه  مقایسـه ایـی   مـی تـوان بـه    بیشتر در ایـن زمینـه،   

  ، پرداخت.است انجام گرفتهدر این خصوص تحقیقات گذشته 

مطالعـه  ،  PCRبا روش ،2008در سال  ،و همکارانش شجاع پور

ــراي ایــی را  ــوتیکی و حضــور ژن آبررســی مقاومــت ب نتــی بی

ــاز  ــویهTEM بتالاکتامـ ــالینی   در سـ ــاي بـ ــودوموناسهـ  سـ

هاي سوختگی، انجـام داده انـد    جدا شده از عفونت آئروژینوزاي

ــارانش 11( ــاهچراغی و همک ــین ش ــا ،). همچن ــه  ،2009ل در س ب

 سـویه بـاکتري   100بررسی مولکولی ژن هاي بتالاکتامـازي در  

هـاي زخـم در دو    جدا شـده از نمونـه   سودوموناس آئروژینوزا

  MICبیوتیکی و  بیمارستان تهران پرداختند. آنان حساسیت آنتی
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نهاي  در ایزوله TEMبراي ژن  Real time PCRنتایج  .3 شکل  وزاسودوموناس آئروژی

)A ( منحنی ذوب بدست آمده از تکثیر ژنTEM  نـوزا در ایزوله هـاي   در ایزولـه  TEMبـراي ژن   مقایسـه میـزان  نتـایج  ) Bو  سودوموناس آئروژی

نوزا  ).پنم و تیمار نشده ي تیمار شده با ایمیسودوموناس آئروژی
 

 در ،و همکارانش ). فولادي12مورد بررسی قرار داده اند ( را نیز

ــال  ــی   ، 2010س ــوتیکی و فراوان ــی بی ــت آنت ــی مقاوم ــه بررس ب

ي جدا شده آئروژینوزا سودوموناسهاي  بتالاکتامازها در سویه

). 13پرداختنــد (،  TEMهــاي بــالینی بــه خصــوص ژن از نمونــه

 100، طـی مطالعـه اي   2013نیز در سال  ،پور و همکارانشرجب

 را جدا کردنـد و پـس از انجـام    آئروژینوزا سودوموناسایزوله 

بیوتیـک   را براي آنتـی  MICبیوتیکی میزان  تست حساسیت آنتی

 ،پــنم گــزارش نمودنــد کــه ایمــی و وردنــدآبدســت  ،هــاي رایــج

اسـت   آئروژینـوزا  سـودوموناس مؤثرترین دارو بـراي درمـان   

ــال  14( ــارانش در س ــاقري و همک ــه ،2017). ب  600اي  در مطالع

ردنـد.  آوري ک از بیمـاران جمـع   آئروژینـوزا  سودوموناسنمونه 

هـاي   بیوتیـک  بررسی اولیه مقاومت باکتریایی با استفاده از آنتی

 ،MICانجام گردید. سپس بـا انجـام تسـت     ،الطیف مختلف وسیع

گـزارش نمودنـد و در    ،پنم بالاترین حساسیت باکتري را به ایمی

 را برابــر بــا  MICهــایی کــه مقـاوم بــه ایمــی پـنم بودنــد    سـویه 

ml/µg 4،  بهرامــی و همکــارانش در ســال ). 15وردنــد (آبدســت

(16s-treat=17.89)      (16s-non treat=17.75)      (TEM-non treat=29.98)     (TEM-treat=31.89) 

 

A) 
 

B) 
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هـاي   در ایزولـه  هاي بتالاکتامـازي  ، در تحقیقی حضور ژن2018

ــالینی  ــودوموناسب ــوزا س ــدرعباس،  آئروژین ــزارش در بن را گ

مطالعه اي در  2019). شمس و همکاران نیز در سال 16( نمودند

در نمونه هاي کلینیکی مقاوم بـه   ،TEMخصوص جداسازي ژن 

بـا روش  ، سـودوموناس ائروژینـوزا  هاي  نتی بیوتیک از سویهآ

را در  TEMنــان حضــور ژن  آانجــام دادنــد.   PCRمولکــولی 

ایزوله شده که مقاومت بالایی نسبت  سودوموناس ائروژینوزاي

 ).17نتی بیوتیک ها داشتند، مثبت گزارش نمودند (آبه 

ــق  ــال   Zaferدر تحقی ــارانش در س ــر روي   ،2014و همک ــه ب ک

ژن هاي کد کننده بتالاکتامازي در سـویه  نتی بیوتیکی آمقاومت 

صورت گرفت، مشخص شـد کـه    سودوموناس ائروژینوزاهاي 

سویه هایی مقاوم نسبت به ایمی پنم از نظر حضور بسـیاري از  

). همچنـین  18نیز مثبت مـی باشـند (   ،ژن هاي بتالاکتامازي دیگر

، گــزارش نمودنــد کــه اکثــر 2017طبســی و همکــاران در ســال 

جــدا شــده از بیمــاران بســتري در  ئروژینــوزايســودوموناس ا

در اکثـر ایـن    MICبیمارستان، مقاوم به ایمی پنم بوده و میزان 

، 2017و همکاران در سـال   Laudy). 19بود ( ml/µg 4سویه ها، 

ژن هـــاي بتالاکتامـــازي را در ســویه هـــاي مقـــاوم   فراوانــی 

ــوزا ــوتیپی و   ســودوموناس ائروژین ــاوت فن ــا روش هــاي متف ب

هـا مقاومـت سـویه هـا را      نآارزیـابی نمودنـد. نتـایج     ،پیژنوتی

را در نمونه  TEMنسبت به ایمی پنم و حضور ژن بتالاکتامازي 

ــود ( ،هــا ، 2018و همکــاران در ســال  Ghaima). 20گــزارش نم

مطالعه مولکولی براي جداسازي ژن هاي بتالاکتامازي از سـویه  

انجـام  نمونـه هـاي سـوختگی     سودوموناس ائروژینـوزاي هاي 

ها مشخص نمـود بـا مثبـت بـودن حضـور ژن       نآدادند. تحقیق 

TEM ،      در برخی ایزوله ها میـزان مقاومـت همزمـان بـه چنـدین

ن آن ســویه هــا و مشــکل شــدن درمــان در آنتــی بیوتیــک در آ

 ).  21افزایش می یابد ( ،هانمونه

تحقیقات ذکر شده با مطالعـه حاضـر مشـخص    نتایج مقایسه  از

 ،سـوختگی  نمونـه زخـم   100این پژوهش نیز از می گردد که در 

 آئروژینـوزا  سـودوموناس بـاکتري  عفونت بـا  ایزوله داراي  60

اهـا  آئروژینـوز  سـودوموناس  ایزوله هـاي نمونه از  34بودند و 

بـراي سـویه    MICبودنـد و میـزان   ، TEMداراي ژن بتالاکتاماز 

 . بنـابراین به دست آمـد  ml/µg 5/7هاي شناسایی شده برابر با 

در راسـتاي  ایـن مطالعـه،   چنین نتیجه مـی شـود کـه کـه نتـایج      

و تشــابهاتی در جداســازي بــوده تحقیقــات دانشــمندان گذشــته 

و  TEMو میـزان حضـور ژن    سودوموناس ائروژینوزا باکتري

بـین ایـن    ،محاسبه شده نسبت به ایمی پـنم  MICهمچنین میزان 

   مطالعات وجود دارد. 

در خصوص بخش دیگـر پـژوهش کـه مقایسـه تغییـر بیـان ژن       

TEM   تیمـار شـده و    آئروژینـوزا  سـودوموناس در سویه هـاي

مشابه ولـی بـا   نیز پیشینه تحقیقاتی  ،تیمار نشده با ایمی پنم بود

توسـط سـایر دانشـمندان وجـود     سایر ترکیبات ضد میکروبـی،  

یـر بیـان   تغی ،2017دارد از جمله، رودبارکی و همکاران در سال 

در جدایـــه هـــاي  Real Time PCRرا بـــا روش mexB ژن 

تحـت   ،مقاوم به سیپروفلوکساسیلین سودوموناس ائروژینوزاي

بررسی نمودند. نتایج  ،تیمار با سیلیبینین انکپسوله در نانو ذرات

ها نشان داد در سلول هاي تحت تیمار با سیلیبینین انکپسوله  نآ

در مقایسه mexB بیان ژن  ،یندر نانو ذرات و سیپروفلوکساسیل

بـه تنهـایی    ،هاي تحـت تیمـار بـا سیپروفلوکساسـیلین     با سلول

 2015،). همچنین عظیمی و همکاران در سال 26کاهش می یابد (

ــان ژن    ــر روي بیـ ــی بـ ــه ایـ ــودوموناس در  oprDمطالعـ سـ

از نمونــه هــاي عفونــت  ،مقــاوم بــه کاربــاپنم هــا ائروژینــوزاي

 oprDنان مشخص نمود بیان ژن آق سوختگی انجام دادند. تحقی

نسـبت بـه سـویه حسـاس      ،در سویه هاي مقاوم به کابـاپنم هـا  

).  محمدي پور و 27استاندارد بطور معنی داري کاهش می یابد (

نشـان   Real Time PCRبـا روش   2017 ،همکاران نیز در سـال 

 سودوموناس ائروژینـوزاي در سویه هاي  oprMدادند بیان ژن 

فلوکساسیلین تحت تیمار با سیلیبینین انکپسـوله  مقاوم به سیپرو

کـاهش   ،در مقایسه بـا سـلول هـاي بـدون تیمـار      ،در نانو ذرات

). پیـر سـرابی و همکـاران در سـال     28معنی دار داشـته اسـت (  

 حـاوي  میسلی نانو ذرات اثر با تحقیقی که براي بررسی، 2018

 بـه  مقاوم سودوموناس آئروژینوزاي هاي جدایه بر کورکومین

انجام دادنـد،   mexD و mexCهاي  ژن بیان و سیپروفلوکساسین
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گزارش نمودند در اثر تیمـار بـا کورکـومین انکپسـوله در نـانو      

 و mexCبیـان ژن هـاي    ،ذرات میسلی و سـیپرو فلوکساسـیلین  

mexD بطـور معنـی داري    ،در مقایسه با سلول هاي بدون تیمار

و همکـاران در   Baggeدر مطالعه همچنین ).  29کاهش می یابد (

که براي بررسی اثر مهار کنندگی ایمی پنم بـر بیـان    2004سال 

ژن هاي بتالاکتامازي و ژن هاي تشـکیل دهنـده بیـوفیلم انجـام     

کـه بیـان بسـیاري از ایـن ژن هـا در      گردیـد  شده بود، مشخص 

یا بطور معنی داري کاهش یافته مهار شده  ،مجاورت با ایمی پنم

 ).  30( است

نتایج تحقیـق  با  ،تحقیقات ذکر شده فوقنتایج با مقایسه بنابراین 

کـه   TEMحاضر مشخص می شود که در این پژوهش بیان ژن 

در مقایسه با سـلول هـاي   با ایمی پنم، هاي تیمار شده  در سلول

و در راسـتاي  است  یافتهکاهش  معنی داربه میزان  ،تیمار نشده

ــاوم، در ســویه هــاي    ــان ژن هــاي مق ــاهش بی ناس ســودوموک

تیمـار شـده بـا داروهـاي      مقـاوم بـه کاربـاپنم هـا     ائروژینوزاي

ن تحقیقات آو همچون نتایج متفاوت، این کاهش بیان ایجاد شده 

. سبب کاهش بیان ژن بتالاکتامازي در ایـن بـاکتري شـده اسـت    

در جهت مهار بیـان ژن  را پنم  استفاده از ایمیهمچنین، می توان 

TEM،  ــ روژینــوزايســودوموناس ائدر ســویه هــاي ه مقــاوم ب

 بتالاکتامازها، با توجه به نتایج تحقیق حاضر، پیشنهاد نمود.

تفـاوت هـایی هـم در    در پایان ذکر این نکته قابل اهمیت است که 

مـی  گذشـته وجـود دارد و   مطالعات تحقیق، با نتایج این مقایسه 

مورد اسـتفاده و یـا    سویه هاي باکتري هايتواند در اثر تفاوت 

تفـاوت در  بدلیل  ، باشد و یابررسی شدههاي ی بیوتیک نتآانواع 

موادي که براي کاهش بیان ژن هاي بتالاکتامازي مورد استفاده 

و باشد. تفاوت جغرافیایی و نـژادي جمعیـت هـا     ،قرار گرفته اند

پـژوهش هـاي انجـام    در بـازه زمـانی   همچنین و تعداد نمونه ها 

 .هاي مطالعات باشد می تواند دلایلی بر تفاوت یافتهنیز ، شده

 گیرينتیجه 
ــوزا ــاتوژنی، ســودوموناس آئروژین ــا تعــداد   پ ــب، ب فرصــت طل

و داراي ظرفیت ژنتیکـی  است زا  هاي بیماري وسیعی از شاخص

می باشد. ها،  بیوتیک مقاومت به بسیاري از آنتی در ایجاد ،بالایی

و مکانیســم ایجــاد مقاومــت کننــده هــاي ایجــاد  لــذا شــناخت ژن

در هـاي مقاومـت    در این باکتري حائز اهمیت است. ژنمقاومت، 

تواند کروموزومی، پلاسمیدي و یا ترانسپوزونی  میاین باکتري 

د منجـر بــه   نتوانـ ـ مـی ژنومی، در آن بـاکتري  تغییر  با و دنباش

د. با توجه بـه نتـایج بدسـت آمـده در ایـن      نشو دارویی مقاومت

میزان فراوانـی   باژن بتالاکتامازي مهمی که ، TEMپژوهش، ژن 

بالا، در سویه هاي مقاوم به دارو، در این باکتري اسـت، در اثـر   

یابـد.   نتی بیوتیک ایمـی پـنم، کـاهش بیـان، مـی     آتیمار باکتري با 

و کـاهش میـزان    TEMمهـار بیـان ژن    بـراي  تـوان  مـی بنابراین 

در جهـت کنتـرل و پیشـگیري از عفونـت هـاي       دارویی،مقاومت 

 ..را، توصیه نمودپنم  ستفاده از ایمیاحاصل از این باکتري، 

 و قدردانی تشکر 
آوري نمونـه   مسئولان و بیماران بیمارستان که در جمـع از کلیه 

مسئولین محتـرم دانشـکده علـوم    هاي تحقیق همکاري نمودند و 

زاد اسلامی واحد تهـران شـمال و آزمایشـگاه    آزیستی دانشگاه 

آزمایشـگاهی ایـن    تحقیقـاتی و پاسارگارد که در انجام کارهـاي  

تحقیـق کمـال همکـاري را مبـذول فرمـوده انـد، سپاســگزاري و       

 .تشکر می گردد

 منافع تضاد 

ر این پژوهش هیچ گونه تعـارض منـافعی توسـط نویسـندگان     د

 .گزارش نشده است

 مشارکت نویسندگان:
یـا   هـا،  داده آوري جمـع  یـا  مطالعه طراحی و پردازي مفهوم )1(

یگانـه عسـایی، الهـام سیاسـی،     ها:  داده تفسیر و تحلیل و تجزیه

 .جمیله نوروزي

 الهام سیاسیمقاله:  نویس پیش تهیه )2(

 جمیله نوروزي مجله: به ارسال از پیش نوشته دست ) تایید3(
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   Abstract 

 Background & Aim: Pseudomonas aeruginosa strains that were resistance to majority 
of commonly used antibiotics were caused problem in treatment of these infections. 
Imipenem is the excessive potential antibiotic for elimination of antibiotic resistance 
isolates of these bacteria. Aim of this study was, identification of imipenem effect on 
TEM beta-lactamase gene expression in resistant to antibiotic, Pseudomonas 
aeruginosa strains, from burn wound samples, by Real-time PCR. 

Methods: In descriptive cross-sectional study, 100 burn wound samples were collected 
from Tehran hospitals. Pseudomonas aeruginosa isolates, were found from samples. 
After DNA extraction by PCR reaction, were isolated TEM gene from samples 
contained this bacteria, and were defined imipenem MIC measure, for them. Then, were 
compared, TEM beta-lactamase gene expression, among imipenem-treated and 
untreated Pseudomonas aeruginosa strains, by Real-time PCR 

Results: From 100 wound samples, 60 isolates (60%) were infected by Pseudomonas 
aeruginosa and in 34 samples (56.6%) of Pseudomonas aeruginosa isolated, were 
presence TEM beta-lactamase gene. Expression of TEM gene, 78.68% decreased in 
imipenem-treated Pseudomonas aeruginosa strains, compare by untreated strains. 

Conclusion: According of this study finding, from imipenem by anti-beta-lactamase 
action that was interested on reduction of TEM gene expression, could be used in 
control of antibiotic resistance Pseudomonas aeruginosa strains. 
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