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Abstract 

Background: Existence of extended spectrum B-lactamase (ESBL) genes plays an important 
role in spreading B-lactam antibiotic resistance in the producing strains of these enzymes. The 
resistance of gram-negative bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa, to different antimicrobial 
agents, especially B-lactam and carbapenem, has increasingly been reported. This study was conducted 
to determine the prevalence of TEM-1 beta-lactamases in Pseudomonas aeruginosa isolates through 
Duplex PCR. 

Materials and Methods: In this descriptive-analytic study, 175 Pseudomonas aeruginosa 
isolates collected from burn patients were subjected to bacteriological tests. The samples were cultured 
and identified according to standard methods. Then the frequency of ESBL producing strains was 
determined via the combined disk method. Using boiling method, DNA was extracted and examined 
for the existence of TEM-1 gene by Duplex PCR.  

Results: Out of the 175 Pseudomonas aeruginosa isolates, 66 (37.7%) were ESBL positive, 
15.15% of which were positive for TEM-1 B-lactamases resistance gene. 

Conclusion: Noticing the increasing rate of the ESBLs producing strains, using the 
appropriate treatment protocol based on the antibiogram pattern of the strains is highly recommended. 
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ي بالینی پسودوموناس آئروژینوزاي جدا ها سویه در TEM-1شیوع ژن بتالاکتاماز 
 1386-1387 شهرکرد - Duplex PCR روش  توسطي سوختگیها عفونتشده از 

 
  *4زاد بهنام زماندکتر  ،3 دکتر علی کریمی،2 لاله شریعتی،1مانا شجاعپور

  
  ، اراك، ایراناراكدانشگاه علوم پزشکی کارشناس ارشد میکروب شناسی پزشکی، مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی -1
  ، شهرکرد، ایران کارشناس ارشد میکروب شناسی پزشکی، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد-2
  ویروس شناسی بالینی، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد، شهرکرد، ایراندانشیار، دکتراي تخصصی  -3
  ، شهرکرد، ایرانب شناسی بالینی، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهرکردو، دکتري تخصصی میکردانشیار -4

  
 12/3/89 ، تاریخ پذیرش 21/11/88تاریخ دریافت 

 
  هچکید

ها به  ي مولد این آنزیمها سویهژن هاي بتالاکتاماز وسیع الطیف نقش مهمی در ایجاد مقاومت   حضور:زمینه و هدف
هاي گرم منفی از جمله پسودوموناس آئروژینوزا نسبت به آنتی  مقاومت باکتري. کنند میهاي بتا لاکتام ایفا  آنتی بیوتیک

بررسی این مطالعه با هدف . رباپنم به طور روزافزون گزارش شده استهاي مختلف، به خصوص بتا لاکتام و ک بیوتیک
  .انجام گردید Duplex PCRتوسط روش هاي پسودوموناس آئروژینوزا   در ایزولهTEM-1 لاز ژن بتا لاکتاشیوع

سوختگی  از بیماران  کهایزوله باکتري پسودوموناس آئروژینوزا 175،  تحلیلی-  توصیفیاین بررسی در: ها مواد و روش
 هاي روشها بر طبق  نمونه. آوري شده بود، مورد بررسی باکتریولوژیک قرار گرفت بستري در بخش سوختگی جمع

  تولیدکننده بتالاکتامازهاي وسیع الطیف، با روشهاي ، فراوانی سویه سپس.استاندارد، کشت و شناسایی گردیدند
Combined Disk  تعیین گردید. DNAخراج شده و از نظر وجود ژن  با روش جوشانیدن استTEM-1توسط روش  

Duplex-PCR مورد بررسی قرار گرفت.  
 بتالاکتامازفتوتیپ )  درصد7/37( ایزوله66  پسودوموناس آئروژینوزا، در ایزوله175 مجموع از این مطالعه،  در:یافته ها

   . بودندTEM-1بتالاکتاماز  داراي ژن مقاومت  درصد15/15  که از این تعداد،. مثبت مشاهده شدوسیع الطیف
ي تولید کننده بتا لاکتامازهاي وسیع الطیف، استفاده از پروتکل ها سویهبا توجه به شیوع رو به افزایش : نتیجه گیري

   .شود می توصیه  قویاً،ها سویهدرمانی مناسب بر اساس تعیین الگوي آنتی بیوگرام 
   TEM-1اس آئروژینوزا،  بتالاکتاماز وسیع الطیف، پسودومون:واژگان کلیدي
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  مقدمه
ي ها عفونتپسودموناس آئروژینوزا عامل رایج 

از ها بیمارستانی و عامل مقاومت به بسیاري از آنتی بیوتیک 
ها در  مقاومت نسبت به بتالاکتام. باشد میها  امجمله بتالاکت

 مربوط به تولید بتا لاکتاماز پسودوموناس آئروژینوزا عمدتاً
AmpCهاي غیر آنزیمی مثل تغییر   کروموزومی یا مکانیسم

هاي ترشحی یا تغییر در  در نفوذپذیري سیستم پمپ
بتالاکتامازها از . )2، 1(باشد مینفوذپذیري غشاي خارجی 

هاي مهارکننده داروهاي بتالاکتام در باکتري  ترین آنزیم مهم
بیوتیک  است که با هیدرولیز حلقه بتالاکتام از اتصال آنتی

کند و باعث ظهور مقاومت  به جایگاه هدف جلوگیري می
 آنزیم بتا لاکتاماز 340تا امروز بیش از  .)3-5(گردد می

ر اساس بندي مولکولار که ب بر طبق طبقه. شناسایی شده است
، باشد میها  توالی نوکلئوتیدها و اسید آمینه در این آنزیم

 ، Aکلاس . شناخته شده است) A-D(امروزه چهار کلاس 
Cو D در . کنند می از طریق مکانیسم بر پایه سرین عمل

روي براي فلز  یا متالوبتالاکتاماز ها به Bکه کلاس  حالی
 extended(  هاESBLاکثر . فعالیتشان نیازدارند

spectrum B-lactamases (  به کلاس مولکولیA در 
 هاي مشتق از ESBL ، تعلق دارندAmblerطبقه بندي 

SHV و TEM مربوط به آنزیم هاي کلاس A می 
هاي گرم  اولین بتالاکتاماز پلاسمیدي در باکتري. )6(باشند
دهه شصت شرح داده شد، اواسط  بود که در TEM-1 منفی

1-TEMاري بنام  از کشت خون بیم(Temonera) در 
طی مدت کمی پس از . یونان از اشریشیاکلی ایزوله شد

ها در سراسر جهان  ، این آنزیمTEMجداسازي بتالاکتاماز 
به سرعت انتشار یافتند به طوري که امروزه به عنوان 

ترین مکانیسم مقاومت به داروهاي بتالاکتام در  شایع
  با توجه به این.)7(آیند هاي گرم منفی به حساب می باسیل

ها فراوان  هاي آنتی بیوتیکی در بیمارستان که شیوع مقاومت
ترین  از طرفی پسودوموناس آئروژینوزا از مهم. باشد می

ي بیمارستانی است و این ها عفونتعوامل ایجاد کننده 
باکتري داراي مقاومت بالایی نسبت به طیف وسیعی از مواد 

بررسی . باشد موجود میهاي  ضد میکروبی و آنتی بیوتیک

ترین راه بروز مقاومت  تولید بتا لاکتاماز که به عنوان عمده
 مطرح )پرمصرف ترین آنتی بیوتیکها( ها نسبت به بتالاکتام

 مناسبی از وضعیت مقاومت هاي نسبتاً توان دیدگاه است می
 هدف از این مطالعه تعیین .را در یک منطقه ترسیم نماید

هاي پسودوموناس   در ایزولهTEM-1ماز فراوانی ژن بتالاکتا
  .باشد می Duplex-PCR روش توسطآئروژینوزا 

  
  مواد و روش ها

 1386 تحلیلی، از آبان -در این بررسی توصیفی
 ایزوله باکتري 175 تعداد 1387لغایت اردیبهشت 

زخم، (هاي کلینیکی شامل پسودوموناس آئروژینوزا از نمونه
لید پیگمان در محیط بر اساس تو) ادرار، خلط، خون

تست ( OFنوترینت آگار، تست اکسیداز مثبت، تست 
 هوازي مثبت، بی هوازي منفی و ) فرمنتاتیو-اکیداتیو

 TSI) Triple Sugar Ironوضعیت غیر تخمیري در محیط 

Agar ( هاي پسودوموناس آئروژینوزا  ایزوله. مجزا گردیدند
ضور از نظر ح Combined Diskمجزا شده براساس روش 

در . مورد بررسی قرار گرفتندبتالاکتامازهاي وسیع الطیف 
یک  :هاي مرکب استفاده گردید شامل این روش از دیسک
و یک دیسک مرکب )  میکروگرم30(دیسک سفتازیدیم 

کلاولانیک میکروگرم  10+ سفتازیدیم میکروگرم  30(
 انگلستان، که این ماست، تهیه شده از شرکت )اسید

 میلی متري از هم در محیط مولر 20له ها در فاص دیسک
که قطر هاله  در صورتی.  قرار گرفتند)مرك(هینتون آگار

عدم رشد اطراف دیسک حاوي کلاولانیک اسید پنج یا 
بیشتر از پنج میلی متر از دیسک سفتازیدیم باشد تولید 

هایی  ایزوله. )8(شود میمثبت تلقی بتالاکتاماز وسیع الطیف 
بتالاکتاماز وسیع  عنوان سویه مولده که در این مرحله ب

 از نظر Duplex-PCR شناسایی شدند به روش الطیف
 5 تا 3 ابتدا . مورد بررسی قرار دادیمTEM-1 وجود ژن

 100کلنی از هر نمونه را داخل ویال اپندورف حاوي 
 ورتکس آب مقطر استریل حل نموده و سپس میکرولیتر

 100(ن ماري جوش دقیقه در داخل ب10-15کرده، به مدت 
 7ها را به مدت   ویالنهایتاً. قرار داده شدند) گراد درجه سانتی
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 سانتریفوژ کرده، محلول رویی 12000دقیقه در دور 
 مورد استفاده PCR ویالها براي انجام واکنش) سوپرناتنت(

 از آزمایش TEM-1براي تعیین ژنوتیپ  .)9(قرار گرفت
در . استفاده شدDuplex-PCR واکنش زنجیره اي پلیمراز

 همزمان از دو جفت پرایمر اختصاصی در به طوراین روش 
منظور تشخیص ژن ه  ب. استفاده می شودPCRیک واکنش 

هاي   موجود در ایزوله TEM-1پلاسمیدي بتالاکتاماز
موجود در  SrRNA 16 پسودوموناس آئروژینوزا و

، از جفت )عنوان کنترل داخلیه ب ( مذکورهاي باکتري
  در یک  SrRNA 16و یک جفت پرایمر  TEM-1پرایمر

  .  استفاده گردیدPCRواکنش 

با حجم نهایی   PCRمخلوط اصلی واکنش
 5/2، کلرید منیزیوم میکرولیتر 2(میکرولیتر، محتوي 25

 dNTPs،3/17 میکرولیتر PCR ،5/0میکرولیتربافر 
 TEM-1 ،1 میکرولیتر پرایمر رفت1میکرولیترآب مقطر، 

پرایمر   میکرولیترTEM-1، 3/0یمر برگشتمیکرولیتر پرا
میکرولیتر پرایمر برگشت  16SrRNA ، 3/0رفت

16SrRNA   میکرولیتر آنزیم 1/0و Taqتهیه شد )  پلیمراز
 الگو DNAمیکرولیتر   به هر میکروتیوپ یک و نهایتاً

کلیه مواد از شرکت فرمنتاز تهیه شده . (اضافه گردید
د استفاده بر طبق مطالعات توالی پرایمر و دماهاي مور)است

  ).1جدول ()10-12(سایر محققین انتخاب گردید
  

  :توالی پرایمر ها و دماهاي مورد استفاده در جدول زیر آمده است: 1جدول 
 پرایمر  PCRمراحل واکنش 

  
  توالی پرایمر

  اکستنشن  آنلینگ  دناتوریشن
تعداد 
  چرخه

جفت (ژن 
  )باز

TEM-1(A) ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA  
TEM-1(B) GACAGTTAC CAA TGC TTA ATC A  

 
1079 

  
16SrRNA 
(A) 

GGAATTCAAATGAATTGA 
CGGGGGC  

16SrRNA 
(B) 

CGGGATCCCAGGCCCGGGAAC 
GTATTCAC  

 
 

94C° 
1min  

 
 

52 C° 
1min  

 
 

72 C° 
1/5min  

 
 
 

30 
  

 
479 

  

  
ــرل مثبــتایــن مطالعــه از  در  کلبــسیلا ســوش کنت

تهیــــه شــــده از مرکــــز  (ATCC 700603) پنومونیـــه 
هاي علمی و صـنعتی تهـران و سـوش کنتـرل منفـی              پژوهش

انستیتو پاستور استفاده گردید ) ATCC 35218(اشرشیاکلی
منظور مشاهده بانـدهاي    ه  ، ب PCRپس از پایان یافتن مراحل      

ــد    ــل آمیـ ــی اکریـ ــا ژل پلـ ــورز بـ ــده از الکتروفـ ــزا شـ مجـ
  .درصداستفاده شد8
  

  یافته ها 
 ایزوله پسودوموناس 175 این مطالعه در

 مورد 101 :شامل هاي مختلف کلینیکی آئروژینوزا از نمونه
)  درصد7/21( مورد 38ترشحات زخم،  ) درصد7/57(

 6/4(مورد 8نمونه خلط و )  درصد16(مورد 28نمونه ادرار، 
 دیسک دو تایی در روش.  نمونه خون ایزوله گردید)درصد

 7/37( ایزوله 66اس آئروژینوزا، ن ایزوله پسودومو175از 

 109 مثبت بودند و بتالاکتاماز وسیع الطیففتوتیپ ) درصد
   ).1شکل(فنوتیپ منفی گزارش شدند )  درصد3/62(ایزوله 

  
   دیسک دوتایی تست فنوتیپی تائیدي به روش.1شکل 

  
آزمون مجذور کاي نشان داد که بین وجود 

نمونه بالینی ارتباط و نوع بتالاکتاماز وسیع الطیف فنوتیپ 
که فراوانی  به طوري. )p>001/0(ي وجود دارددار معنی

هاي خلط و   در نمونهبتالاکتاماز وسیع الطیففنوتیپ مثبت 
  ).2جدول (باشد می هاي زخم و ادرار خون بیشتر از نمونه
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   و نوع نمونهESBLي پسودوموناس آئروژینوزاي تحت بررسی بر اساس فنوتیپ  ها سویه توزیع فراوانی .2جدول 
 زخم ادرار خلط خون 

 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد جمع
 فراوانی  نوع نمونه

 بتالاکتاماز وسیع الطیف

 مثبتESBLفنوتیپ  33  7/32  9  7/23  17  7/60  7  5/87  66
 منفیESBLفنوتیپ  68  3/67  29  3/76  11  3/39  1  5/12  109

  
بتالاکتاماز  سویه 66از میان  PCRهمچنین ارزیابی نتایج 

 ) درصد15/15( ایزوله10 دهد می مثبت، نشان وسیع الطیف
  .باشند می  TEM-1واجد ژن

 

 
  

-TEM قطعاتDuplex-PCRالگوي الکتروفورز محصولات :2شکل 
  سویه هاي پسودوموناس آئروژینوزا16S rRNA و 1
و  5، 4 ؛کنترل مثبت: 3کنترل منفی، :bp 100)SM0241( ،2مارکر : 1
نمونه هاي منفی :9و6،7؛  blaTEM-1نمونه هاي مثبت براي ژن :  8

 blaTEM-1براي ژن 

 
 بحث

 ایزوله باکتري 175در این مطالعه تعداد 
از این . پسودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی قرار گرفت

 ایزوله از کشت ادرار، 38 ایزوله از کشت زخم، 101تعداد، 
ایزوله از کشت خون مجزا  8 ایزوله از کشت خلط و 28

  .گردید
ي ایزوله شده ها سویه درصد 7/37در این بررسی 

میزان از طرفی . بودند بتالاکتاماز وسیع الطیفتولید کننده 
ي ها سویهدر  بتالاکتاماز وسیع الطیفشناسایی فنوتیپ 

 در تایلند در مطالعه 2001پسودوموناس آئروژینوزا در سال 
در . )13( درصدگزارش گردید6/20و همکاران، چاناونگ 

 درصد 4/25، 2005 و همکاران در سال لیکره در مطالعه 
 در 2006در سال . )14(مثبت بودند بتالاکتاماز وسیع الطیف

 4/23 و همکاران   سلنزابولیوي در مطالعه انجام شده توسط
بتالاکتاماز  ي پسودوموناس آئروژینوزا فنوتیپها سویهدرصد 

در بررسی انجام شده توسط . )15(دند مثبت بووسیع الطیف
 درصد و 33/45 در چین 2006و همکاران در سال جیانگ 

 40 ،2008همچنین درایران در مطالعه میر صالحیان در سال 
بتالاکتاماز وسیع  ي پسودوموناس آئروژینوزاها سویه درصد
با مقایسه نتایج حاصل . )17، 16(مثبت گزارش شدند الطیف

 آمده نشان به دستایج مطالعات قبل، آمار از این تحقیق و نت
 بتالاکتاماز وسیع الطیفي ها سویهدهنده آن است که درصد 
 در نتیجه تواند میو این افزایش . مثبت رو به افزایش است

مصرف بیش از حد و طولانی مدت سفالوسپورین هاي وسیع 
ي ها سویهالطیف باشد در درمان بیماران و کسب مقاومت در 

متعددي در خطر به طور کلی فاکتورهاي . ی باشدباکتریای
 بتالاکتاماز وسیع الطیفهاي تولید کننده  افزایش باکتري

مصرف بیش از حد و طولانی مدت : نقش دارند که شامل
هاي وسیع الطیف، طولانی بودن مدت زمان  سفالوسپورین

بستري در بیمارستان، استفاده از کاتترهاي عروقی و ادراري 
 امروزه وجود بتالاکتامازهاي وسیع الطیف .)19، 18(باشد می

هاي جدا شده از بیماران بستري که مقاومت  در باکتري
، یک مساله مهم بهداشتی کنند میدارویی چندگانه را بیان 

 .)21، 20(شود میدر اکثر کشورها محسوب 

توانند نشان دهند که  هاي فنوتیپی تنها می روش
 ولی ،ولید شده است یا نه تبتالاکتاماز وسیع الطیفیک 

بتالاکتاماز وسیع هاي یک  توانند تیپ و ساب تیپ نمی
 هاي مولکولی از قبیل لذا انجام تکنیک.  را نشان دهندالطیف
PCR ضروري بتالاکتاماز وسیع الطیف جهت تشخیص انواع 

با  TEM-1 در مطالعه حاضر فراوانی ژن. رسد میبه نظر 
  .بود ددرصPCR، 15/15 استفاده از روش

ــال   ــده در س ــام ش ــات انج ــته   در مطالع ــاي گذش ه
 در پسودموناس آئروژینوزا کم بوده، به  TEM-1 ژنفراوانی  
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 در 1996 و همکـاران در سـال      کـاوا لـو     در مطالعه  که طوري
 و همکـاران در کـره در سـال     لیفرانسه و همچنین در مطالعه 

ــیچ2005 ــل   ه ــه حام ــک از ایزول ــنی ــد ای . )14، 1( ژن نبودن
ــی و   بــرت  در مطالعــه اي توســط 2002ن در ســال همچن

 ایزولـه پـسودوموناس آئروژینـوزا    259 همکاران در فرانـسه، 
ــن  PCR-RFLPتوســـط روش ــه از ایـ ــدند کـ  بررســـی شـ

هـا    ایزولـه  درصـد 9/1در  )TEM )TEM-1,TEM-2میـان 
ــد  ــایی ش ــاهچراغی و   .)22(شناس ــات ش ــران در مطالع در ای

ــاران ــال  درهمک ــاي  س ــه تر2009 و 2008ه ــب  ب  19 و 11تی
 TEMهاي پسودوموناس آئروژینوزا حامل ژن  درصد ایزوله

، 23(که با نتایج حاصـله از تحقیـق مـا همخـوانی دارد            ،  بودند
ــن ژن در   .)24 ــه ایـ ــالی اســـت کـ ــزان کـــم در حـ ایـــن میـ

رسـد کـه     و به نظر می  شود میانتروباکتریاسه به فراوانی دیده     
س آئروژینــوزا ایــن آنــزیم از انتروباکتریاســه بــه پــسودومونا

در مجمـوع  . )25(توسط عناصـر متحـرك انتقـال یافتـه اسـت        
فراوانــی ایــن آنــزیم در ایــن مطالعــه نــسبت مطالعــات ســایر  

لذا انجام تحقیقاتی مـشابه در کـشور مـا      . محققین بیشتر است  
ي مقـاوم و همچنـین ارائـه       هـا  سـویه جهت اطلاع از وضعیت     

ار ایـن   راهکارهاو تـدابیر مناسـب جهـت جلـوگیري از انتـش           
کـه نتیجـه     از طرفی با توجه به این     . باشد می ضروري   ها سویه

 و نتیجـه تـست   باشـد  مـی درصـد    7/37تست فنوتیپی تاییـدي   
 کـه در ایجـاد      شـود  مـی است، مشخص     درصد 5/15 ژنوتیپی

ــلاس    ــایر ک ــوزا س ــسودموناس آئروژین ــت در پ ــاي  مقاوم ه
  دخالت دارند که در مطالعات انجـام       بتالاکتاماز وسیع الطیف  

 بتالاکتاماز وسیع الطیـف شده در کشورهاي مختلف پنج نوع     
 ,PER( در پــسودوموناس آئروژینـوزا، شــامل A از کـلاس 

VEB, GES, IBC, SHV (گزارش شده است)افزون . )26
هاي ژنوتیپی مورد استفاده در تحقیقات نیز      بر این تنوع روش   

  .تواند از دلایل این اختلاف نتایج باشد می
  

  نتیجه گیري
توجه به اهمیت پسودوموناس آئروژینوزا در با 

ي ها سویهي بیمارستانی و همچنین شیوع بالاي ها عفونت
 هاي روش باید از  وسیع الطیفتولید کننده بتالاکتاماز

ها به   در آزمایشگاهها سویهتشخیصی سریع در تعیین این 
عنوان ه  بتواند میصورت روتین استفاده گردد زیرا این نتایج 

کار براي پزشکان جهت استفاده از یک راه 
  . باشدها عفونتهاي وسیع الطیف در درمان  سفالوسپورین

  
  تشکر و قدردانی

این پژوهش حاصل بخشی از پایان نامه دانشجویی     
لـذا  . باشـد  مـی ) 579بـه شـماره   (سرکار خانم مانا شـجاع پـور    

دانشگاه علـوم پزشـکی   پژوهشی محترم بدینوسیله از معاونت   
کلیه همکارانی که مـا را در  لیل پشتیبانی مالی و  شهرکرد به د  

  . انجام این تحقیق یاري رساندند تشکر و قدردانی می نماییم
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