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»اصیلمقالۀ«

ی دو سوختگمارانیاز بشدهي ایزولهنوزایسودوموناس آئروژيهاهیسوژنوتایپینگ 
RAPD-PCRروش با بخش زنان و مردان بیمارستان طالقانی اهواز

4، نجمه پرهیزگاري٭3محمدرضا ذوالفقاري،2،آذردخت خسروي1فاطمه نانوازاده

دهچکی
- هاي فرصتعوامل اصلی عفونتسودوموناس آئروژینوزا یکی از:زمینه

هایی نظیر ایمنی و در بخشسیستمفضعدچار ویژه در بیماران هلب، بط
ICUعدم رعایت نکات بهداشتی صورت ، که درباشدمیو سوختگی

شده، ممکن هاي کلونیزهسویه. یابدسرعت کلونیزه شده و انتشار میلازم، به
.کی داشته باشنداست از منابع گوناگون بوده یا منبع مشتر

سودوموناس هاي مختلف مطالعه، ارزیابی ارتباط بین سویههدف از این 
-RAPDبا روش ژنوتایپینگ مولکولی در بیماران سوختگیآئروژینوزا

PCR (Random Amplified Polymorphic DNA)باشدمی.
،شدهآوريجمعسودوموناس آئروژینوزايمشکوك به ۀایزول70از :روش

-RAPDتکنیک . ندتأیید شدهاي بیوشیمیایی تسته با استفاده ازسوی44

PCRهبپذیرالگوهاي الکتروفورزي تکرار،272با استفاده از پرایمر کوتاه-
.  گرفتها، مورد ارزیابی قرارد آورد و ارتباط ژنتیکی بین سویهوجو
الگوي باندي RAPD-PCR ،13نگاري ژنتیکی با تکنیک انگشت: نتایج
الگو 13باند از این 6تا 3هر ایزوله بین . نشان دادbp2700-180ولبا ط

بیشترین فراوانی . شدمی(I-IX)ژنوتیپ مختلف 9را نشان داد که شامل 
، VIIIو Vهاي کمترین فراوانی مربوط به ژنوتیپوIمربوط به ژنوتیپ 

.بودباکتري ۀایزول%)5(وباکتريۀایزول%)20(ترتیب با به
با قدرت افتراق بنديیپابزار ژنوتروشاین نتایج نشان داد:گیريجهنتی

سودوموناس هاي مورفیسم سویهمطالعات اپیدمیولوژي و پلیدربالا
به کنترل بر نیاز جدي،هاي این مطالعهبا توجه به داده.باشدمیآئروژینوزا

انتقال و پیشگیري ازهاي سوختگی، جهت کنترلمنابع عفونت در بخش
. شودتأکید میاین باکتري

ژنوتایپینگ ،RAPD-PCRسودوموناس آئروژینوزا، :يکلیدگانواژ
مولکولی
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مقدمه
طلب ترین پاتوژن فرصتسودوموناس آئروژینوزا شایع

که ) 1(باشدسودوموناداسه میةخانوادبیمارستانی در 
را از ها بیوتیکبسیاري از آنتیدر مقابل مقاومت ذاتی 

هاي ناشی ، درمان عفونتلهمسأو ایندهدنشان میخود
.نموده استمواجهاساسی تمشکلاارا بپاتوژن ایناز
، از گیدلیل وجود زخم سوختهبیسوختگدچار مارانیب

و استرس ناشی از ت دست رفتن سد دفاعی پوس
لذا بوده و دچار ضعف سیستم ایمنی سوختگی، 

ها ارگانیسمبا میکروبه عفونتنسبتيبالاترتیحساس
با گاهی کلونیزه شدن زخم سوختگی).8-2(دارند را

سو و فقدان پاسخ نوتروفیلیک مناسب سودوموناس از یک
ا به فاز باکتریمی و سپتی سمی یمار رببه تهاجم بافتی،

-هب؛)10، 9(شودرگ بیمار میمنجر به مبرد که سریعاًمی
سال گذشته، 25که از نظر اتیولوژي در طوري

مرگ و درصد77سودوموناس آئروژینوزا عامل حدود 
).12، 11(بوده استمیر در بیماران دچار سوختگی 

هاي ژنوتایپینگ سودوموناس آئروژینوزا با روش
هاي فنوتیپی ، که نسبت به روشPCR-basedمولکولی

نقش گیرند،قرار میفاکتورهاي محیطیر تحت تأثیرکمت
.بسیار مهمی در ردیابی مسیرهاي انتقال این پاتوژن دارند

هاي مولکولی، قدرت روششدهبر اساس مطالعات انجام
هايتشخیص و تکرارپذیري بالاتري نسبت به تست

دلیل توانایی آنها در فنوتیپی دارند و این پیشرفت، به
بالا، در هاي ژنومی کوچک و ثبات مولکولی تعیین تفاوت

ي استباکترۀهمان گونهاي فنوتیپی مقایسه با پروفایل
)13 ،14.(

PCRبندي قدیمی مبتنی بر هاي تیپروش

Restriction Fragment Lengthنظیر

Polymorphism (RFLP)،ایی از تغییرات هشاخص
هی، د که در مقیاس آزمایشگادهنژنومی را نشان می

هاي روش،از طرفی.باشدآنها با هم مشکل میۀمقایس
Multilocusتر نظیرمولکولی پیشرفتهتایپینگ

Sequence Typing (MLST))15 (وRandom

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) –
PCR)16 (دقیق برايوکاملکارآمد، هاییروش

. باشندمیباکتريهايشناسایی ژنوتیپ
هاي ترین روشیکی از سریعRAPD-PCRیک تکن

هاي تایپینگ بوده که به آسانی قابل انجام است و در سال
نسبتاً ۀدلیل سادگی، حساسیت، تکرارپذیري، هزیناخیر به
اي، توجه و قدرت افتراق بین سویهسرعت بالا پایین، 

شده در مطالعات انجام).17، 13(زیادي به آن شده است
RAPDقدرت بالاتر روش دهندةی نشانبیماران سوختگ

باشد میRFLPنسبت به روش بندي مولکولی در تیپ
کهRAPDتوان از تکنیک که میکندپیشنهاد میکه 

جاي تکنیک بهها دارد قدرت بالایی در افتراق بین سویه
PFGE21-18(استفاده نمود.(

PCRهاي همان واکنشRAPDهاي واکنش

با این تفاوت که در این تکنیک، یک تک ؛معمولی هستند
صورت تصادفی، واند بهتمی) mers8 -12(پرایمر کوتاه 

باکتري متصل شده و الگوهاي DNAبه چندین قطعه از 
-بهبراي تعیین افتراق ژنوتیپی الکتروفورزي تکرارپذیر 

.وجود آورد
و که قبلاً پرایمر به الگDNAچنانچه در جایگاهی از 

شده است موتاسیون رخ داده باشد، محصول میآن متصل 
PCR مربوط به این جایگاه تولید نشده و در نتیجه
ژلبر رويتکثیرشدهDNAقطعاتازمختلفیالگوي

هاي این از دیگر تفاوت. الکتروفورز مشاهده خواهد شد
Annealingدماي 2معمولی، استفاده از PCRروش با 

).22، 19(باشدمتفاوت می
با توجه به اینکه سودوموناس آئروژینوزا، از عوامل 

نی خصوصاً در بیماران  هاي بیمارستامهم عفونت
انتشارچگونگیآگاهی ازبنابراین باشد، سوختگی می

اي اپیدمیولوژیک ویژهاز اهمیتهاي این باکتري،سویه
انتشارارزیابی چگونگی،ر یافتن منبع عفونتمنظوبه
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هايویژه سویهبهترل سریع شیوع پاتوژنو کنهاسویه
-و از آنجا که به)23(استردار، برخوداروییمقاوم چند

- هاي خاصی از باکتري در عفونترسد ژنوتایپنظر می

تعیین،از این مطالعههدف شوند، هاي مختلف وارد می
شده از هاي سودوموناس آئروژینوزاي جداسویهژنوتایپ

، جهت RAPD-PCRنیک بیماران سوختگی، با تک
.تعیین تنوع ژنتیکی آنها، بوده است

روش
بیمارستان سوانح و سوختگی :هاي بالینیونهنم

دانشگاه تخت خوابه و وابسته به 160طالقانی اهواز، 
که در جنوب غرب ایران به باشدشاپور اهواز میجندي
،این بیمارستان.کندرسانی میمیلیون نفر خدمت6حدود 

ان خوزستان و سه استان مجاور در استنها مرکز ارجاع ت
بیمار سوختگی با درجات 1200حدود نه سالا.است

دلیل به). 24(شونددر این بیمارستان بستري میمختلف،
، بیشترین این بیمارستاناینکه دو بخش مردان و زنان

. شده را داشتند مورد انتخاب قرار گرفتندجمعیت بستري
در یک ICUرستان بخش مردان، اطفال و در این بیما

چون قرار دارد، لذا اي دیگر طبقه و بخش زنان در طبقه
بیمارستان در طبقات جداگانۀمورد مطالعه،این دو بخش

هاي با الگوي کی از اهداف ما تعیین تعداد سویههستند، ی
.  بودمجزاکاملاًژنتیکی مشترك بین این دو بخش

-، براي نمونه90ماه تا مهر89دي ماه بین زمانی بازة

از  بیماران سوختگی بستري در دو بخش مردان و گیري 
-مامی نمونهتانتخاب شد و زنان بیمارستان طالقانی اهواز

، مورد بررسی ژنوتیپی شده طی این مدتآوريهاي جمع
. قرار گرفت

امل ترشحات زخم، خون و ادرار شبالینیۀنمون70از 
هاي کشت و ز  بیماران، با استفاده از محیطشده اجدا

SIM ،MR-VPهاي بیوشیمیایی استاندارد شامل تست

،Oxidation Fermentation (OF) و تولید پیگمان
44، (Himedia,India)روي محیط مولر هینتون آگار 

نهایی رسیدندبه تأییدسودوموناس آئروژینوزا نمونه 
)25.(

انجام مراحل بعدي، در محیطها براياین نمونه
Tripticase Soy Broth (TSB)

(Himedia,India)در فریزر %15ر گلیسرول دا ،
C◦70 -نگهداري شد.

ازها، ژنومی باکتريDNA: ژنومیDNAاستخراج 
μl200 شده ازتهیه(108-104)سلولی سوسپانسیون

استخراجکیتازاستفادهباتک،هاي باکتریاییکلنی
DNA(Bioneer, South Korea)شداستخراج.

RAPD-PCR23(بر اساس مطالعات قبلی، انجام شد ،
26 .(

در دستگاه DNAتکثیر : اي پلیمرازواکنش زنجیره
مخلوط µl25، با (Bio Rad, USA)ترموسایکلر

PCRبافر µl5/2الگو، DNAاز µl1اصلی حاوي 

X10 ،µl1 3)272پرایمر الیگونوکلئوتید'-

AGCGGGCCAA- 5'))23( ،µl5/0 آنزیمTaq

DNA polymerase،µl5/1dNTP mix ،µl1
MgCl2)All from Cinnagen,Tehran,Iran (و

µl5/17distilled waterانجام شد.
واسرشتگی : ها به شرح زیر بودچرخهۀشرایط و برنام

)(Denaturation اولیه در◦C96دقیقه، 2دت مبه
1مدت بهC94◦واسرشتگی در ۀه با برنامچرخ3سپس 

الگو در DNAپرایمرها به ) Annealing(دقیقه، اتصال 
◦C36سازي دقیقه و طویل2مدت به)Extension ( در
◦C72ۀدیگر با برنامۀچرخ29دقیقه، 2مدت به

دقیقه، اتصال پرایمرها به 1مدت بهC94◦واسرشتگی در 
DNA الگو در◦C58سازي در قیقه و طویلد1مدت به

◦C72سازي طویلۀمرحل. دقیقه، انجام شد1مدت به
.دقیقه بود5مدت بهC72◦نهایی در  

% 5/1روي ژل آگارز RAPD-PCRمحصولات 
)w/vol()Cinnagen (شده با آمیزيرنگmg/ml5/0

، انتقال داده شد و بعد Cinnagen(از اتیدیوم بروماید
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Gel-Documentationدر سیستماز ژل الکتروفورز، 

(Uvitec, UK)برداري از ژل انجام شدعکس .
100bp DNA ladder (Vinantis, Singapur)به-

. مورد استفاده قرار گرفتمولکولیةاندازاستانداردعنوان
تکرار ، ارزیابی تکرارپذیريبرايبار3حداقل، واکنشهر 
.شد

-هنتایج ب، 16یرایش وSPSSافزار با استفاده از نرم
.توصیفی ارائه گردیدهايهصورت آمار

نتایج
دوموناس سوةشدتأییدهاينمونه: هاي بالینینمونه

تعلق زن18مرد و 26شده به آوريآئروژینوزاي جمع
-15شده در گروه سنی بینبیشتر بیماران بررسی. داشت

وط شده مرببالینی بررسیۀسال بودند و بیشترین نمون20
ها از بخش از نمونه% 59%). 77(به زخم سوختگی بود

از بیماران بخش زنان جداسازي شده %) 41(مردان و بقیه
.بود

-RAPDها با روش نگاري ژنوم باکتريبا انگشت

PCR ،13 الگو حاصل شد که باندهاي حاصل از آن

جدول (شدجفت باز را شامل می2700تا 180طیفی بین
.)1و شکل 

و )I)20%شده داراي ژنوتیپ هاي بررسییشتر نمونهب
- هب؛کمترین فراوانی را داشتVIIIو Vهاي ژنوتیپ
.)2جدول ( )%5(ایزوله دیده شدند 2تنها در کهطوري

ها بر اساس جنس بیماران پراکندگی هر یک از ژنوتیپ
بیشتر I ،IIهاي به این صورت مشاهده شد که ژنوتیپ

بیشتر در بخش مردان و VIنان، ژنوتیپدر بخش ز
- روي. برابري بین هر دو جنس داشتانتشارIIIژنوتیپ 

هاي حاصل از نمونهرفته تنوع ژنوتیپی بیشتري درهم
.دیده شد%) 28(نسبت به بخش زنان%) 31(بخش مردان

مختص بخش مردان IXو V ،VII ،VIIIهاي ژنوتیپ
.مختص بخش زنان بودIVو ژنوتیپ 

شده را در هاي شناساییژنوتیپ،3جدول شماره 
هاي بیمارستان نشان بالینی و بخشۀارتباط با نوع نمون

و I ،II ،IIIهاي جدول، ژنوتیپمطابق با این . دهدمی
VIی داشتند و هاي بیمارستان پراکندگدر هر دو بخش

اي سودوموناس آئروژینوزاي هبیشترین تنوع در سویه
هاي ژنوتیپ(بالینی زخم مشاهده شدۀاز نمونشدهایزوله

I تاIX(.
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شدهRAPD-PCRهاي ژل حاوي نمونه:  1شکل 
(M: DNA molecular weight marker (100bp) -C: Negative Control       1-9: Samples)

هاي سودوموناس آئروژینوزارزي، در هر یک از ژنوتیپتعداد و طول باند الکتروفو: 1جدول
GenotypeBands(bp)

IXVIIIVIIVIVIVIIIIII
────────180180

────200200
────────250250

────────────470470
──────────────────500500
──────────────────600600
────700700

──800800
──900900

────10001000
──15001500

────16001600
──27002700

555544664455666633No.of bands
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هاي سودوموناس آئروژینوااز ایزولهآمدهدستههاي بتوزیع ژنوتیپ:2جدول 
درصدتعداد ایزولهژنوتیپ

I920

II716

III49
IV49
V25
VI716
VII49
VIII25
IX511
944100Total

هاي بیمارستانی    ئروژینوزا در ارتباط با نوع نمونۀ بالینی و بخشهاي سودوموناس آتوزیع ژنوتیپ:3جدول 

SampleWard
Genotype IXVIIIVIIVIVIVIIIIII

Wound
5522441122223333مردان
3333113322زنان

Urine
مردان
1133زنان

Blood
3311مردان
1111زنان

552244772244447799Total

بحث
چگونگی انتشار توجه به ،در مطالعات اپیدمیولوژیک

س آئروژینوزا در هر هاي سودوموناو پراکندگی ایزوله
کهاستنشان داده شده.باشدز اهمیت مییبیمارستان حا

بندي هاي ژنوتیپروش،هاي ژنتیکیسیستمبیندر
اختصاصیت و ،RAPD-PCRمولکولی سریعی مانند

هاي یی براي شناسایی و تفکیک ایزولهحساسیت بالا
. )27،14(باکتریایی دارد

الگوي باندي 13ایزوله، 44از میان ،در این مطالعه
استفاده از پرایمرهاي . مختلف مورد شناسایی قرارگرفت

یر چندین قطعه از ژنوم کوتاه در این تکنیک منجر به تکث
استفاده 272از پرایمر ،در این مطالعه. شودباکتري می

دهد ري را نشان میاین پرایمر الگوهاي ژنوتیپی بیشت. شد
پذیري و قدرت تفکیک هاي حاصل از آن تکرارو پروفایل

.)28(بالاتري دارد 
با استفاده در تهران،2009در سال و همکارانافتخار

دست آوردند و نشان هاز این پرایمر باندهاي زیادي ب
280دادند که قدرت تفکیک بهتري را نسبت به پرایمر 

.)20(داشته است
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در بین %) 20(مورفیسم بالایی پلی،ماۀدر مطالع
حاصل ۀمشابه نتیج،این مطلب. ژنوتیپ ها مشاهده شد

2011در سال و همکاران) Akanji(عۀ آکانجی ز مطالا
زارشات متفاوتی در مورد درصد گ. )4(بوددر نیجریه

در . آئروژینوزا وجود داردمورفیسم در سودوموناسپلی
در 2007و همکاران در سال ) Nazik(ۀ نازیک مطالع
شده از وي سودوموناس آئروژینوزاي ایزولهکه بر رترکیه
مورفیسم ک فیبروزیس انجام شد، پلین سیستیبیمارا

فیسم در موردلیل پلی. )23(گزارش شد%) 43(بیشتري 
تواند ناشی از این حاضر میۀآن مطالعه نسبت به مطالع

نکته باشد که در بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس 
اي با به شدت ضعیف بوده و سویهسیستم ایمنی

ونت در این بیماران ویرولانس متفاوتی قادر به ایجاد عف
سودوموناس آئروژینوزا با و احتمال جداسازياستبوده

.تر دور از انتظار نیستهاي متنوعژنوتیپ
در و همکاران) Salimi(ۀ سلیمی در مطالعهمچنین

مورفیسم ژنوتیپ متفاوت با پلی8در تهران،2010سال 
ن را در سودوموناس آئروژینوزاهاي مربوط به بیمارا% 6

هر چند که تعداد . )18(سوختگی شناسایی کردند
ما ۀبه مطالع،شده در این مطالعههاي شناساییژنوتیپ

ین نمونه دیده شد که ي در اولی تنوع کمتر،نزدیک بود
هاي دقیق کنترل دلیل وجود برنامههتواند باین مطلب می
شده در آن پژوهش ستان سوختگی بررسیکیفی در بیمار

هاي بالینی ین یکی از دلایل تنوع بین نمونهنهمچ. باشد
ژنوم این ةبزرگ بودن اندازۀتواند در نتیجاین مطالعه می

مورفیسم را که احتمال موتاسیون و ایجاد پلیباکتري باشد
.)19(دهد افزایش می

هاي نتایج این مطالعه نشان داد که بیشتر ژنوتیپ
مشترك بود که بخش بیمارستان شده بین هر دو مشاهده

و I ،II ،IIIهاي قابلیت بالاي انتقال ژنوتیپةدهندنشان
VI نشان ها این یافته. در هر دو بخش دیده شداست که
احتمال . ها مشابه بوده استاین ایزولهأدهد که منشمی

-امکان،پرستاران یا ابزارهاي پزشکیۀواسطهانتقال آنها ب

و ژنوتیپ V ،VII،VIII ،IXهاي پذیر است و ژنوتیپ
IVتنها در ترتیباند و بهتري داشته، قابلیت انتقال پایین

.بخش مردان و بخش زنان دیده شدند

دو نه تنها ژنوتیپی بود که در هرIعلاوه ژنوتیپ هب
ۀبلکه در بین هم؛بیشترین فراوانی را داشت،بخش
نکته این. هاي بالینی نیز بیشترین فراوانی را داشتنمونه

ود که اشتراك ژنوتیپی رزیرا انتظار می،اهمیت زیادي دارد
ولی در ،هاي بالینی مختلف کمتر باشدبین نمونه 

اشتراك بالایی اتنگ وارتباط تنگ،بیمارستان مورد بررسی
.هاي مختلف دیده شدبین نمونه

آمده از ترشحات دستهبالینی بۀبیشترین تنوع در نمون
و پس ) ژنوتیپ9(یماران وجود داشت زخم سوختگی ب

. ژنوتیپ مختلف دیده شد4هاي خون که از آن در نمونه
-ها نتیجهشده در این نمونهالبته در مورد تنوع بالاي دیده

گیري کمی مشکل است که آیا در خون بیماران هم امکان 
.خیرمشاهده تنوع بیشتري وجود دارد یا

منحصر به فرد تنها در صورتها بهتعدادي از ژنوتیپ
تنها IVژنوتیپ ،به عنوان مثال؛ها دیده شدیکی از بخش

نیز تنها از بخش مردان IXوVاز بخش زنان و ژنوتیپ 
نتایج آنالیز آماري نشان داد که ارتباط . شدایزوله

ها و سن بیماران وجود ولهمعناداري بین تنوع ژنتیکی ایز
.نداشت

مورفیسم بالایی در میان این مطالعه نشان داد که پلی
هاي سودوموناس آئروژینوزاي مربوط به یک ایزوله

این نخستین گزارش از تنوع . بیمارستان وجود دارد
ژنتیکی مربوط به بیماران سوختگی در محل مورد مطالعه 

، شناسایی به نظر محققان این پژوهش. بوده است
اي سودوموناس هسویهبندي ها و طبقهژنوتیپ

اهمیت ،شده از بیماران سوختگیآئروژینوزاي ایزوله
شده در بیماران هاي کلونیزهزیادي در پیگیري نوع سویه

و استاز نظر شدت ویرولانس و مقاومت دارویی داشته
راهنماي مفیدي جهت انجام اقدامات پیشگیرانه و درمانی 

.دهدر پزشکان قرار میرا در اختیا
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و قدردانیتشکر 
-دانند که بدینسندگان این مقاله بر خود لازم مینوی

عفونی و هاي بیماريوسیله از همکاري مرکز تحقیقات 

شاپور اهواز و گرمسیري دانشگاه علوم پزشکی جندي
همچنین از پرسنل محترم بیمارستان سوانح و سوختگی 

.طالقانی اهواز تشکر نمایند
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Genotyping of Pseudomonas aeruginosa strains isolated from two
wards of Taleghani Hospital by RAPD-PCR in Ahvaz City of Iran

Fatemeh Nanvazadeh1, Azar Dokht Khosravi 2, Mohammad Reza Zolfaghary3*,
Najmeh Parhizgari4

Abstract
Background: Pseudomonas aeruginosa is a major health
hazard particularly in immunodeficient patients, patients in ICU
and burn units. It may be originated from different sources, and
comprises a high colonization and transmission capacity. The
present study aimed to investigate the genotypic variation of
Pseudomonas aeroginosa strains isolated from burn patients
using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) method.
Methods: Within 70 clinical samples collected from burn
patients in  Taleghani Burn Hospital , 44 samples were positive
for P. aeruginosa by application of conventional tests. The
RAPD-PCR method was applied according to standard method
using a short single primer. The technique created repetitive
electrophoresis patterns, which was used for genotypic
differentiation.
Results: Genetic fingerprinting of RAPD-PCR, created 13
different genotypic patterns with base pair length ranging from
180 to 2700. Each isolate roughly showed between three to six
genotypic patterns. The patterns comprised nine genotypic
diversity, designated as I to IX with genotype I as the most
common, identified in 20% bacterial isolates. The least
prevalent genotypes were V and VIII, identified in only 5%
isolates.
Conclusion: Based on the results, RAPD-PCR technique was
found as an useful tool to investigate the genetic variation for
P.aeruginosa strains. This technique is a rapid and low cost
genotypic method with high discriminatory power. The results
could assist the screening of original infection caused by
P.aeruginosa straines with subsequent control of colonization
and transmission.
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