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  چكيده :

باسيل هاي گرم منفي غير تخميري و از عوامل مهم عفونت بيمارستاني يكي از آئروژينوزا پسودوموناسزمينه و هدف : 

كارباپنم بعنوان مهم ترين داروي انتخابي در درمان عفونتهاي ناشي مي باشد. با سيستم ايمني مشكل دار  بخصوص در افراد
. ولي اين باكتري با وجود مقاومتهاي ذاتي و كسب شاخصهاي مقاومت گيردمورد استفاده قرار مياز اين باكتري در بيماران 

  و سي مكانيزمهاي مقاومت ذاتياز ساير ارگانيزمها در برابر داروهاي مصرفي با درمان مبارزه ميكند. اين مطالعه جهت برر
  . انجام گرفتبراي مقاومت در برابر كارباپنم ها باكتري  بوسيله بكار رفتهاكتسابي 

 حساسـيت آنتـي  باليني پسودوموناس آئروژينوزا در شهر كرمان انجام شد.  يزولها 170اين بررسي روي روش بررسي : 

در حضـور چهـار آنتـي    مقاوم ايزوله هاي  MIC .ديفيوژن تعيين شدمختلف با روش ديسك  بيوتيك آنتي 11 بيوتيكي براي
در حضور كلوگزاسيلين بدست آمـد.  آنها نيز  MICبيوتيك ايمي پنم ، مروپنم ، سفتازيديم و سفپيم به تنهايي تعيين و سپس 

ــا روش  ــوتيپي ب -2و  EDTAدر حضــور   Double Disk Synergy Testتوليــد متالوبتالاكتامازهــا هــم بصــورت فن
بررسـي شـد. شناسـايي فنـوتيپي پمپهـاي افلاكـس  بصـورت         PCRمركاپتوپرپيونيك اسيد و هم بصورت ژنوتيپي با روش 

در حضور چهار آنتي بيوتيك ايمي پنم ، مروپنم ، سفتازيديم و كاربني سيلين به تنهايي و در حضور مهار كننده پمپ فنوتيپي 
هيدروكلرايد تعيين شد. همچنين نقش روي در مقاومت بـه كاربـاپنم هـا بـا تعيـين      آميد دينين بتانفتيلفنيل آرژيافلاكس 

MIC  بدست آمد. سكانس ژني پروتئين پورينoprD هاي مخدوش كننده بررسي شـد و در نهايـت    جهت شناسايي جهش
بـراي تايپينـگ و بررسـي ارتبـاط      ERIC-PCRروش  از بدست آمـد.  Real Time PCRبه روش  mexAميزان بيان ژن 
  .ها استفاده شد ژنتيكي ايزوله

به كليستين حساس بودند و بر طبق نتايج حاصله  ها درصد ايزوله100روش ديسك ديفيوژن نشان داد كه :  يافته ها

)، % 8/71()، سفپيم % 5/73)، سفتازيديم (% 9/65پنم ( وري)، د% 5/63)، مروپنم (% 1/64ميزان حساسيت به ايمي پنم (
) و كاربني سيلين % 1/77)، پيپراسيلين/تازوباكتام (% 6/70)، سيپروفلوكساسين (% 7/64)، جنتامايسين (% 9/62آزترونام (

بودند و كاهش دوبرابري يا  AmpCآنزيم  داراي نمونه آنزيم 56)8/91ايزوله مقاوم به كارباپنم ، ( 61از كل ) بود. % 9/62(
 EDTAايزوله مقاوم به كارباپنم در زمان استفاده از  61دادند. در بين ر كلوگزاسيلين نشان ميدر حضو MICبيشتر را در 

%)  5/6( 4مركاپتوپروپيونيك اسيد وجود -2هيچ واكنش مثبتي ديده نشد و همه نمونه ها منفي بودند در حالي كه استفاده از 
بعنوان مهاركننده پمپ هاي  فنيل آرژينين بتا نفتيل آميدحاوي آنزيم متالوبتالاكتاماز را نشان ميداد. حضور  هايايزوله



. در تمام اين ايزوله ها پمپهاي افلاكس فعال بوده و  نشان داد.ايزوله مقاوم به كارباپنم   61در  را MIC كاهش افلاكس
در  MICميلي مولار سبب تغيير  2/0) در محيط در غلظت ZnCl2ي (دارو را به خارج سلول پمپ مي نمودند. حضور رو

با اين حال در غلظتهاي بالاتر از  . ايزوله هاي حساس و سويه استاندارد گرديد ولي روي ايزوله هاي مقاوم تاثيري نداشت
ور آنزيمهاي حض PCRنشان مي دادند. واكنش  MICميلي مولار سويه هاي مقاوم نيز تغييرات افزايشي را در  2/0

 ايزوله نشان داد. 4را در  blaNDMو  blaIMP  ،blaVIM  ،blaSIMمتالوبتالاكتامازي 

ايزوله  61در  كه بدست آمد singleton 3كلاستر و  9 %) 70(در نظرگرفتن درصد شباهت با ERIC-PCRدر روش  
نتايج تعيين توالي تغييراتي  . بودندايزوله  11با  6ايزوله و كلاستر  20با  8كلاستر  رايج مقاوم به كارباپنم شايعترين تيپهاي

 Insertion، الحاق نوكلئوتيدها بصورت تكي و يا الحاق را بصورت پلي مورفيسم (جايگزيني آمينو اسيدها) ، حذف 

Sequence  استاندارد  در مقايسه با سويه در سكانس ژني نمونه هاي بالينيراPAO1  ميزان بيان ژن اد و دنشانmexA  در
بود كه نشان  PAO1) در مقايسه با سويه استاندارد 2-7برابر ( 2%) نمونه از ايزوله هاي مقاوم به كارباپنم بيش از  6/42(26

 از فعاليت اين پمپ در ايجاد مقاومت به دارو را داشت.

   :گيري نتيجه

و درگيري  زياد بود ايزوله هاي بالينيدر آئروژينوزا پسودوموناسهاي  در اين بررسي مقاومت چندگانه در ايزوله
يافتيم كه در ميان تمام مكانيزمهايي كه  در مطالعه حاضرفاكتورهاي متعددي را در ايجاد مقاومت به كارباپنم ها نشان داد. 

و در درجات بعدي افزايش  oprDتخريب كننده ژن پروتئين ، در درجه اول تغييرات گرددسبب مقاومت به كارباپنم ها مي
ها  ESBLو در نهايت توليد آنزيمهاي متالوبتالاكتاماز و  MexAB-OprMو افزايش بيان پمپهاي افلاكس  AmpC توليد

اي و نشان از گوناگوني سويه هاي درگير در بيماريز ERIC-PCRنتايج تايپينگ  .نقش دارندمقاومت به كارباپنم ها را در 
عنوان يك ببا توجه به مصرف دارويي كلوگزاسيلين در درمان عفونتهاي استافيلوكوكي  . يكسان نبودن استرينها داشت

  همراه نمود. AmpCپسودوموناسي جهت مهار آنزيم ضد پيشنهاد ميتوان كلوگزاسيلين را با داروهاي 
  

  Real Time PCRو  AmpC   ،MBLs  ،P4157*  ،MexA  ،OprD ، مقاومت ضدميكروبي  :كلمات كليدي

  هيدروكلرايد: فنيل آرژينين بتا نفتيل آميد دي *
 



Abstract:  

Background and Objectives    : Pseudomonas aeruginosa is one of the non-fermented gram 

negative bacteria and is one of the most important factors in hospital infection, especially in 

people with immunocompromised system. Carbapenem is used as the most important selective 

drug in the treatment of infections caused by this bacterium in patients. But this bacterium does 

not respond to the treatment by possessing inherent resistance and acquired resistance 

determinant from other organisms.This study was conducted to investigate the innate and 

acquired resistance mechanisms used by bacteria to carbapenems resistance. 

 

Methods: This study was performed on 170 clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa in 

Kerman. Antibiotic susceptibility for 11 different antibiotics was determined using disk diffusion 

test. MIC resistant isolates were determined in the presence of four antibiotics: imipenem, 

meropenem, ceftazidime and cefipime alone, and then their MIC was obtained in the presence of 

coloxacillin. Phenotypic detection of metallo-β-lactamase in the presence of EDTA and 2-

mercaptopropionic acid was done by the double disk synergy test. PCR method carried out for 

genotyping detection of metallo-β-lactamase. Detection of efflux pumps was determined in 

presence of imipenem, meropenem, ceftazidime and carbenicillin with/ or without Phe-Arg-β-

naphthylamide dihydrochloride as efflux pump inhibitor. The ZnCl2 role was determined by MIC 

determination in resistance to carbapenems. OprD protein gene sequence was investigated to 

detect the destructive mutations and eventually the level of mexA gene expression was 

determined by Real time PCR method. The clonal relationship of the carbapenem-resistant 

isolates was evaluated by enterobacterial repetitive intragenic consensus-PCR (ERIC-PCR).  

Results: According to the results, the disk diffusion test showed that 100% of isolates were 

sensitive to colistin and the antibiotics resistance rate was as follow: imipenem (64.1%), 

meropenem (63.5%), doripenem (65.9 %), ceftazidime (73.5%), cefepime (71.8%), aztreonam 

(62.9%), gentamicin (64.7%), ciprofloxacin (70.6%), piperacillin/tazobactam (77.1%) and 

carbenicillin (62.9%).Out of 61 resistant isolates to carbapeneme, 56(91/8 %) samples had the 

AmpC enzyme and showed two fold decrease or even more in MIC in the presence of cloxacillin. 

No carbapenem resistant was observed among the 61 isolates using EDTA,  while 2-

mercaptopropionic acid showed 4 (6.5%) isolates containing  metallo-β-lactamase enzyme.The 

Presence of Phe-Arg-β-naphthylamide dihydrochloride showed a reduction in MIC in 61 



carbapenem resistant isolates as the efflux pumps inhibitor. All of isolates showed active efflux 

pumps. The Presence of zinc (ZnCl2) in the culture at 0.2 mM concentration changed MIC among 

sensitive isolates and also standard species but had no effect on the resistant isolates. However, at 

concentrations higher than 0.2 mM, resistant strains also showed an increasing in MIC. PCR 

reaction demonstrated the presence of metallo-β-lactamase genes including blaIMP, blaVIM , blaSIM 

and blaNDM in 4 isolates. 9 clusters and 3 singletons were extracted by using ERIC-PCR method 

and considering the cut off value (70%). The most common types were eight cluster with 20 

isolates and six cluster with 11 isolates among the 61 isolates resistant to carbapenem. The result 

of sequencing showed that all isolates had mutation in oprD gene and changes as polymorphism 

(amino acids replacements), deletion, insertion of one nucleotid or insertion of insertionals 

sequences in gene sequence of clinical samples in comparison to standard species PAO1. The 

expression levels of mexA in 26 (42.6%) resistant isolates to carbapenem was twice as much 

comparing to PAO1 which means the activity of the efflux pumps played an  important role in the 

appearance of the resistance. 

Conclusion:  In this study, multiple resistance in Pseudomonas aeruginosa isolates was high in 

clinical isolates. Multiple factors were involved in occurrence of resistance. We  found that 

among all resistance mechanisms  to carbapenems , oprD genes had destructive changes as the 

most important factor and then increasing of AmpC production, overexpression of MexAB-OprM 

and production of metallo-β-lactamases and  ESBL had a significant effect on carbapenem 

resistance.  ERIC-PCR typing showed a variety of species involved in pathogenesis and 

heterogeneity. Considering cloxacillin as the treatment for staphylococcus aureus infections, 

cloxacillin could be accompanied with antipseudomonas drugs for inhibition of AmpC enzyme.  
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