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های سودموناس آئروژینوزا جدا شده از  ارزیابی تولید بتالاکتاماز توسط پلاسمید در سویه
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Title: Production of plasmid-mediated ß-lactamases in Pseudomonas aeruginosa isolated from burn 
patients 
Authors: Sepehri Seresht S, (MSc); Najar Peerayeh S, (PhD); Sattari M, (PhD); Rezaee MA, (PhD). 
Introduction: Pseudomonas aeruginosa is the most important pathogen causing nosocomial 
infections in burn patients. The existence of ß-lactamase producing isolates exhibiting resistance to most 
ß-lactam antimicrobial agents greatly complicates the clinical management of patients infected with such 
isolates. The aim of this study was to evaluate plasmid mediated ß-lactamase production in Pseudomonas 
aeruginosa isolates. 
Methods: 80 isolatedPseudomonas aeruginosa were isolated from patients with nosocomial infections 
admitted to Motahari Burn Center in Tehran from March 2004 to February 2005. ß-lactamase production 
was determined by Iodomertric test, and plasmids were extracted by alkaline lyses method. 
Electroporation was used for transfection of E. coli DH5α with extracted plasmids. 
Results: ß-lactamase production was positive in all  Pseudomonas aeruginosa isolates. Most of the 
strains (97.5%) showed between one and three plasmid bands in agarose gel. Only large plasmids were 
transferred to E. coli DH5α by electroporation, and ß-lactamase production was positive in all of 
transformed E. coli DH5α. 
Conclusion: The results indicate that the ß-lactamase producing Pseudomonas aeruginosa isolates 
are predominant in the Motahari Burn Center, and the plasmids commonly involve in ß-lactamase 
production. Therefore, these plasmids may transfer resistance to the same or different species.  
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 مجله پژوهشی حکیم

 ...ارزیابی تولید بتالاکتاماز توسط پلاسمید در 62

 چکیده
زایی است که در بیماران دچـار سـوختگی و بـستری در بیمارسـتان،                 بیماری ین باکتر یتر مهم ،نوزایسودوموناس آئروژ  :مقدمه

های تولیدکننده بتالاکتاماز که نسبت به اکثر داروهای بتالاکتام مقاوم هستند مشکلات جدی در  وجود سویه. کند عفونت ایجاد می
 نـوزا یسودوموناس آئروژ های    سمیدی بتالاکتاماز در سویه   هدف این بررسی، ارزیابی تولید پلا     . آورد  درمان این بیماران بوجود می    

  . است
تولیـد  .  از بیماران بـستری در بیمارسـتان سـوختگی مطهـری جـدا گردیـد      نوزایسودوموناس آئروژ ایزوله از 80 :ارـروش ک ـ 

تروپوریـشن بـرای    از الک . بتالاکتاماز با آزمون یدومتری صورت گرفت و پلاسمید با روش لیز قلیایی از باکتری اسـتخراج شـد                 
  . استفاده گردیدنوزایسودوموناس آئروژبا پلاسمیدهای استخراج شده از  DH5αترانسفورم کردن باکتری اشرشیا کلی 

دارای یـک   %) 5/97(ها    اغلب سویه . مثبت بود %)  100(زا  نویسودوموناس آئروژ های    تولید بتالاکتاماز توسط همه سویه     :ها یافته
منتقل  DH5αتنها پلاسمید بزرگ باکتری با روش الکتروپوریشن به اشرشیاکلی  .روی ژل آگاروز بودندتا سه باند پلاسمیدی بر 

  .مثبت بود DH5αهای ترانسفورم شده اشرشیاکلی  آزمایش یدومتری همه سویه. گردید
ستان سوختگی مطهری غالب     در بیمار  نوزایسودوموناس آئروژ های تولید کننده بتالاکتاماز       نتایج نشان داد که سویه     :گیری نتیجه

بنابراین احتمال دارد این پلاسمیدها مقاومت را بـه         . گیرد  ها تولید بتالاکتاماز با واسطه پلاسمید صورت می         هستند و در این سویه    
  .های دیگر منتقل نمایند های باکتری  و یا به گونهنوزای سودوموناس آئروژهای سایر سویه

  

  .، بتالاکتاماز، یدومتری، پلاسمیدزانویسودوموناس آئروژ :واژگان  گل
  

  مقدمه 
 زا بیمـاری های  ین باکتریتر کی از مهمینوزا  یسودوموناس آئروژ 

های اکتسابی   جاد عفونت یهای سوختگی است و باعث ا      در بخش 
ایـن بـاکتری بـه فراوانـی در طبیعـت           ). 1(شود   مارستان می یاز ب 

سـتاران و   پخش شده و از محیط بیمارستان، وسایل پزشـکی، پر         
سـودوموناس   ).2(د  گرد سایر پرسنل بیمارستان به آسانی جدا می      

 مقاومت ذاتی نسبت به بسیاری از مواد ضدمیکروبی و          نوزایآئروژ
ها و   صابون ضدعفونی کننده نظیر ترکیبات آمونیم، هگزاکلروفن،     

افـزون بـر ایـن، اسـتفاده گـسترده از           ).3( هـای یـد دارد     محلول
های اخیـر موجـب شـده اسـت کـه ایـن              الها در س   بیوتیک آنتی

هـای   الطیـف از گـروه     هـای وسـیع    بیوتیک باکتری نسبت به آنتی   
هـای بـا مقاومـت       وجود سـویه   .شودبیوتیکی مقاوم    مختلف آنتی 

ــه دارویــی ــاکتری در  ،چندگان  مــشکل اصــلی در درمــان ایــن ب
هـای ویـژه     های مهم بیمارستانی چون سوختگی و مراقبت       بخش
  بـا اکتـساب پلاسـمید یـا        اومت دارویی معمولاً  مق ).5 و   4( است

سایر عناصر متحرک ژنتیکی و یـا ایجـاد جهـش در کرومـوزوم              
ــاکتری اســت ــمیدهای . ب ــی (Rپلاس ــت داروی یکــی از ) مقاوم

های  ترین عواملی هستند که مقاومت دارویی را در بین سویه        مهم
  هـای نزدیـک پخـش       مختلف یک گونه باکتری و نیز بین گونـه        

  
  

ــدکن مــی ــر   بیوتیــک آنتــی ).6- 8( ن ــام نظی هــای گــروه بتالاکت
هـا از    هـا و منوبـاکتم     هـا، کاربـاپنم    هـا، سفالوسـپورین    سیلین پنی

ــا ترکیبــی    ــرای درمــان تــک دارویــی و ی داروهــای انتخــابی ب
مقاومـت نـسبت بـه      .  هستند نوزای سودوموناس آئروژ  های عفونت

های بتالاکتامـاز،    های مختلفی نظیر تولید آنزیم     ها با راه   بتالاکتام
های افلاکس برای دفع فعال داروها و کـاهش         افزایش بیان پمپ  

 ).7- 11(د  گیـر   خارجی بـاکتری صـورت مـی       ینفوذپذیری غشا 
گردند  پلاسمید تولید می   های بتالاکتاماز توسط کروموزوم و     آنزیم

دلیل انتشار سریع آنهـا بـین        هها ب  ولی تولید پلاسمیدی این آنزیم    
ایـن   .ختلف از اهمیـت بیـشتری برخـوردار اسـت         های م  باکتری

ــین ســویه  ــاز را در ب هــای  تحقیــق تولیــد پلاســمیدی بتالاکتام
هـای سـوختگی را       جـدا شـده از عفونـت       نوزایسودوموناس آئروژ 

  . نماید بررسی می
  

   روش کار
ماران سوختگی  ینوزا از ب  ی سودوموناس آئروژ   ایزوله 80 :ها نمونه

د مطهـری جـدا     یسـوختگی شـه   مارستان سـوانح و     یبستری در ب  
 مـورد   گونهی استاندارد تا حد     یایمیوشیهای ب   و توسط تست   ندشد
  .د قرار گرفتندییتأ
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63  سرشت و همکارانسعید سپهری

هـای   می آنـز  ،های گرم منفی   یدر باکتر  :استخراج بتالاکتاماز 
 ـدر ا ). 12(ک قـرار دارنـد      یپلاسـم  بتالاکتاماز در فضای پـری     ن ی

هـا اسـتفاده     برای اسـتخراج بتالاکتاماز    1گانیمطالعه از روش کول   
 سـاعته بـاکتری بـر روی    18ک کلونی از کشت    یابتدا  ). 13( شد

طور کامل حل     به LBع  یط کشت ما  یآگار مغذی برداشته و در مح     
باکتری سپس  .  قرار گرفت  ºC37 ساعت در    18-24مدت   شد و به  

 دو بار   PBS محلول    آن با  رسوب وفوژ  یقه سانتر یدق  کیمدت   به
 ـ    آنگاه .شسته شد   سـوکروز افـزوده و      -سیول تـر   به رسوب محل

مـدت    به آن اضافه و بـه      EDTAل   سپس محلو  .دیورتکس گرد 
 ـقـه بـر روی   ی دق10 قــه ی دق5مـدت    بـه آنگـاه . خ قـرار گرفـت  ی

 اضافه و    حاصل ل به رسوب  ی آب مقطر استر   سپس .فوژ شد یسانتر
 ـقـه بـر روی      ی دق 10مدت    به به آرامی مخلوط و مجدداً     خ قـرار   ی

مـایع رویـی بـرای آزمـون          از  کـردن  فوژیسـانتر و پس از    گرفت  
  . بتالاکتاماز استفاده گردید

ه شده  ید تازه ته  ی ابتدا محلول    :)یدومتری( آزمون بتالاکتاماز 
تـر از  یکرولی م200 و کـرده  مخلـوط   %04/0محلول نشاسته   را با   

 20 آنگـاه  .ن اضـافه شـد    یلیس ـ تر محلول پنـی   یکرولی م 50آن به   
و بـاکتری بـه مخلـوط اضـافه          استخراج شده    نمونهتر از   یکرولیم

  ).14( تغییر رنگ ایجاد شده بررسی گردید
هـای   هی سـو   از دیپلاسـم  برای اسـتخراج     :دیاستخراج پلاسم 

رات مختـصر  یی ـی بـا تغ  یای ـز قل ی ل روشنوزا از   یسودوموناس آئروژ 
 ـ گرد استفاده  ـ از جملـه ا    ).16 و   15(د  ی  ـن تغ ی  شستـشوی   ،راتیی

ش مـدت زمـان قـرار       یزا اف ـ  و PBSها با محلول     ی باکتری یابتدا
ز ی ـخ پـس از افـزودن محلـول ل       یگرفتن مخلوط واکنش بر روی      

  .کننده بود
د یــدها در تولیبــرای بررســی نقــش پلاســم :شنیــالکتروپور
شن اسـتفاده   یون به روش الکتروپور   یاز ترانسفورماس  بتالاکتامازها

 هـای پلاسـمیدی جـدا شـده از          نمونـه  ن روش از  یدر ا ). 17(شد  
بــرای ترانــسفورمه کــردن نــوزا یوناس آئروژهــای ســودوم هیســو

 .اسـتفاده گردیــد ) فاقـد آنـزیم بتالاکتامـاز   ( DH5αاکلی یاشرش ـ
نـسفورم  ا تر DH5αسپس آزمون یدومتری بر روی اشرشـیاکلی        

  .شده انجام گرفت
  

  نتایج 
مخلـوط یـد و نـشاسته        ،دومترییروش   در   :آزمون یدومتری 

  آنـزیم   اثـر عمـل    ن در یلیس پنیکند و    رنگ ایجاد می   محلول آبی 
 ـزان تما یشود که م   ل می یک تبد یلوئیس د پنی یبتالاکتاماز به اس   ل ی

در . شتر از نشاسته اسـت    ید ب یک برای اتصال به     یلوئیس د پنی یاس
                                                      
1 Coligan 

 ن و سـپس   یلیس  پنی ،د و نشاسته  یجه اگر بر روی مخلوطی از       ینت
 حاصـل،   کیلوئیس د پنی ی اضافه شود، اس   )نمونه(  بتالاکتاماز آنزیم

ن رفتن رنگ آبـی     ی از ب   در نتیجه  د از نشاسته و   یا شدن   باعث جد 
ــی ــود م ــه. ش ــو %)100 (80 هم ــودوموناس آئروژیه س ــوزایس  ن

   ).1شکل (دکردند یبتالاکتاماز تول

  
 ـم بتالاکتاماز بـه مخلـوط       ی با افزودن آنز   -1شکل    - نـشاسته  -دی
 ـدر ا . شود ل می یرنگ تبد  ین رنگ مخلوط از آبی به ب      یلیس پنی ن ی

ه اضافه ی ثان20  زمانیریم با تأخیت راست به چپ آنزشکل از سم 
  .جی رنگ مشهود استیر تدرییتغ. شده است

یک تا  ) جز یک سویه   هب(ها    در کلیه سویه   :دیاستخراج پلاسم 
هـا   سـویه  )20 :80% (25. سه باند پلاسـمیدی مـشاهده گردیـد       

آنها دو باند پلاسمیدی    ) 7 :80( %7/8حاوی سه باند پلاسمیدی،     
   ها حاوی یـک بانـد پلاسـمیدی بودنـد          سویه) 53 :80( %3/66و  
 Rfط الکتروفـورز از فـاکتور       ی با ثابت نگاهداشتن شـرا     ).2شکل  (

طـور کـه در     همـان .  استفاده شد  دهایبرای بررسی شباهت پلاسم   
 نمونه حاوی پلاسـمید دارای      79گردد، کلیه     مشاهده می  2شکل  

  . بودندیک باند پلاسمیدی مشابه با وزن ملکولی بالا

  
های  هی سو الگوی الکتروفورزی پلاسمیدهای جدا شده از      -2شکل  

 37ه شـماره    یها به جز سو    هیدر تمامی سو   :نوزایسودوموناس آئروژ 
  .دی مشاهده شدیک تا سه باند پلاسمین یب) حفره دوم از سمت چپ(

 ـ هـر    یدیپلاسم محتوی   :شنیالکتروپور هـای   هیک از سـو   ی
ور جداگانـــه بـــرای انجـــام طـــ نـــوزا بـــهیســـودوموناس آئروژ

  اشرشـیاکلی  شن و انتقال بـه    یروش الکتروپور  ون به یترانسفورماس
DH5α    مشابه در   یدی پلاسم  باند تنها.  مورد استفاده قرار گرفتند 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ak
im

.tu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
26

 ]
 

                               3 / 5

http://hakim.tums.ac.ir/article-1-335-en.html


 

 مجله پژوهشی حکیم

 ...ارزیابی تولید بتالاکتاماز توسط پلاسمید در 64

 DH5α  اشرشـیاکلی  ها که دارای وزن مولکولی بالا بود به        هیسو
   ).3شکل (منتقل شد 

فورم شده  نسا تر DH5αی   اشرشیاکل 79 تمامیآزمون یدومتری   
  .با پلاسمید مثبت گردید

  
های  هیدهای جدا شده از سو    ی پلاسم یالکتروفورزالگوی   -3شکل  

)  از راسـت   4 تا   1های   حفره (DH5α  اشرشیاکلی   ترانسفورم شده 
هـای سـودوموناس     هیدهای جدا شده از سو    یسه با پلاسم  یدر مقا 
ن د بـا وز یتنهـا پلاسـم  ).  از راسـت   9 تـا    5های   حفره(نوزا  یآئروژ

 DH5α ه اشرشیاکلی   نوزا ب یمولکولی بالا از سودوموناس آئروژ    

  .منتقل شده است

   بحث
هـای   ار مهمـی در عفونـت     ینـوزا نقـش بـس     یسودوموناس آئروژ 

 ـکنـد، ز   مـاران سـوختگی بـازی مـی       یخصوص در ب   هانسانی ب  را ی
 ـوتیب ن باکتری در برابر اکثـر آنتـی  یهای ا هیاری از سو یبس هـا   کی

هـای ناشـی از       عفونـت  سـریع ص  یتشخ. دهند مقاومت نشان می  
 ـ     ینوزا و جلوگ  یسودوموناس آئروژ  مـاران  ین ب یری از انتشار آن در ب

هـای   خصوص هنگامی کـه ژن     ه ب ؛رسد نظر می  ار ضروری به  یبس
کی متحرک قرار داشته    یکی بر روی عناصر ژنت    یوتیب مقاومت آنتی 

  ). 19 و 18(ها منتشر شود  هین سویباشد و بتواند در ب
 جـدا   نـوزا ی سـودوموناس آئروژ   های سویه% 100 تحقیق   در این 

 آنـزیم بتالاکتامـاز     ،شده از بیماران بستری در بخـش سـوختگی        
هـای بتالاکتامـاز سـبب تجزیـه داروهـای           آنزیم .کردند تولید می 

 ها بـسیار متنـوع     این آنزیم  .گردند اثر شدن آنها می    بتالاکتام و بی  
اثرسـازی داروهـای     هـای بـی    ند و تولید آنها از مؤثرترین راه      هست

  . شود بتالاکتام محسوب می
از ) 21( و همکـاران   2پلگرینو،  از ایتالیا ) 20( و همکاران  1پاگانی

ــل و  ــاران 3شــاهیدبرزی ــد ) 11( و همک ــز تولی ــد نی % 100از هن

                                                      
1 Pagani 
2 Pellegrino 
3 Shahid 

 گـزارش   نـوزا ی سـودوموناس آئروژ   هـای  بتالاکتاماز را برای سویه   
% 5/97ها نشان داد که      آنالیز الگوی پلاسمیدی باکتری   . اند کرده

ــوزای ســودوموناس آئروژهــای ســویه .  دارای پلاســمید هــستندن
 های واجد پلاسمید ایـن بـاکتری رو        دهد سویه  تحقیات نشان می  

 ـ. به افزایش است   در ) 22( و همکـاران   4میلـسیمو کـه    طـوری  هب
ــه  1996 ــد ک ــشان دادن ــویه% 2/45 ن ــای از س ــودوموناس ه  س
کـه در بررسـی کـه         در حـالی  . ند دارای پلاسمید هست   نوزایآئروژ

 در تهــران 2003در ســال ) 3(توســط شــاهچراغی و همکــاران 
 واجـد   نوزای سودوموناس آئروژ  های سویه% 95صورت گرفته است    

  . اند پلاسمید گزارش شده
 کلیانتقال پلاسمید با روش الکتروپوریشن به بـاکتری اشرشـیا         

DH5α    بتالاکتامـاز   نشان داد که پلاسمیدهای تولید کننده آنزیم
های دارای پلاسمید وجود دارند و حداقل یکی از           سویه %100در  

 سـودوموناس   هـای  سویه% 5/97منابع تولید آنزیم بتالاکتاماز در      
هـای   این پلاسمید بین سـویه    . باشد  وجود پلاسمید می   نوزایآئروژ

 مشترک بود و شاید این حقیقت را نـشان          نوزایسودوموناس آئروژ 
 سـودوموناس   هـای  لاسـمید در بـین سـویه      دهـد کـه ایـن پ       می

تولیــد پلاســمیدی .  بــه آســانی قابــل انتقــال اســت نــوزایآئروژ
ــزارش شــده اســت   ــز گ ــین نی ــاز توســط ســایر محقق    بتالاکتام

  ). 23 و 6- 8(
  

  گیری نتیجه
 ســودوموناس هــای ســویه% 5/97 ، ایــن مطالعــهطبــق نتــایج

رسـتان   جدا شده از بیماران سـوختگی بـستری در بیما          نوزایآئروژ
های تولیـد آنـزیم بتالاکتامـاز را          که ژن  تنددارای پلاسمیدی هس  

 ـ     می هادیجا که پلاسم   از آن . دارد  ـهـای    هین سـو  یتوانـد در ب ک ی
د، کنتـرل   ن منتقل شو  در ارتباط های   های باکتری  هیا سو یباکتری  

 ـهـا از طر    ن باکتری یدها در ب  یانتشار پلاسم  ق کـاهش مـصرف     ی
  استفاده از   و همچنین  بتالاکتامازهاد  ی محرک تول  یها وتکیب آنتی

ثر بـر ایـن بـاکتری       ؤی م ـ کیوتیب  آنتی های ترکیب دارویی از گروه   
نظـر   نـوزا ضـروری بـه     یع سـودوموناس آئروژ   یجهت حـذف سـر    

  .رسد می
  

  تشکر و قدردانی
از همکاری و بذل عنایت پرسنل محترم آزمایشگاه بیمارسـتان          

تـر علیرضـا    سوانح و سوختگی شهید مطهری و جنـاب آقـای دک          
  .شود خوشدل تشکر و قدردانی می

  
  

                                                      
4 Millesimo 
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