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  هاي بالينيجدا شده از نمونه در سويه هاي سودوموناس آئروجينوزا mexXبررسي ژن 
  

  1مونا ميرزايي و 2، محمد طاهري1، مهدي بلفيون2نادر مصوري  ،*1ميترا صالحي سيرجاني، 1مهرناز ذوالعلي
  موسسه واكسن و سرم سازي رازي، كرج .2،دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال .1

  
  كيدهچ

. بيوتيك ها مقاوم مي باشدسودوموناس آئروجينوزا يك پاتوژن فرصت طلب است كه به بسياري از آنتي
از حساسيت ضعيف دارويي اين باكتري را مربوط به سيستم هاي افلوكس فعال از  گزارشات  دهه اخير بخشي

نحصر به فرد در سودوموناس آئروجينوزا م MexXY-OprMسيستم . مي دانند MexXY-OprMجمله 
جالب است كه نه همه . شودكند، القا ميبيوتيك هايي كه به بيرون پمپ مياست زيرا اين اپرن در معرض آنتي

. توانند اين اپرن را القا كننددهند ميبيوتيكي بلكه  عواملي كه ريبوزوم را هدف قرار ميسوبستراهاي آنتي
هاي با انجام آزمون. بيمارستان سوختگي جمع آوري گرديدايزوله از بيماران بستري در  102در اين بررسي 
ايزوله سودوموناس آئروجينوزا شناسايي شدند و تست حساسيت به آنتي بيوتيك روي آنها  58بيوشيميايي،

بيشترين . انتخاب شدند PCRو انجام  MICسويه هاي داراي مقاومت چند دارويي براي تعيين . انجام شد
ه آنتي بيوتيك هاي جنتاميسين، توبرامايسين، آميكاسين و سيپروفلوكساسين درصد مقاومت سويه ها ب

 MDRدر ايزوله هاي  MexXY-OprMاز سيستم  mexXبا توجه به اينكه حضور ژن . مشاهده گرديد
-MexXYمال بيان سيستم تهاي جداشده احتوان نتيجه گرفت كه در سويهمي. مشاهده شد مورد مطالعه،

OprM يي وجود دارد همانطور كه نتايج به ميزان بالاMIC نيز تاييد كننده اين مطلب است.  
  

  مقاومت دارويي -mexXژن  -سودوموناس آئروجينوزا :كليدي واژگان
  

 قدمهم
باكتري سودوموناس آئروجينوزا، پاتوژن فرصت طلبـي  

هـاي  است كه امروزه به عنوان يكي از عوامل مهـم عفونـت  
هـاي ايـن   مقاومـت سـويه   .شـود بيمارستاني نام بـرده مـي  

تواند در ارتباط با عـدم  باكتري به عوامل ضد ميكروبي، مي
ــدين سيســتم   ــذيري غشــاء خــارجي و فعاليــت چن نفوذپ

در حقيقـت انتشـار دارو بـه بيـرون     ). 1(افلوكس دارو باشد
ــرژي، يكــي از دلايــل عمــده مقاومــت   ــه ان ــر پاي   ســلول ب

گـزارش  بيوتيكي سويه هاي سـودوموناس آئروجينـوزا   آنتي
زيرا اين توانايي در باكتري هاي پاتوژن فرصـت  . شده است

طلب با چندين مكانيسم مقاومت به دارو، باعث مـي شـود   
كه در مقابل فشار محيطي ايجاد شده توسط حضـور دائـم   

در دو دهه اخيـر تحقيقـات   . آنتي بيوتيك ها مقابله نمايند

موزوم كرو(مولكولي در مورد عوامل انتقال دهنده هاي دارو 
در انواع مختلف ميكروارگانيسم ها شـرح داده  ) و پلاسميد
هاي دارو به عنوان انتقال دهنده RNDخانواده . شده است

و به علت فراواني و ارتباط آنها با مقاومت آنتـي بيـوتيكي،   
). 1(در ارگانيسم هـاي گـرم منفـي مـورد توجـه هسـتند       

-MexXYو  MexAB-OprMهـــاي خصوصـــاپمپ
OprM ــا مقاومــت ذاتــي ســودوموناس  كــه در ار تبــاط ب

ژنهاي كـد  . باشندآئروجينوزا هستند بيشتر مورد توجه مي
ــده سيســتم ــي  كنن ــوكس داروي  multidrug(هــاي افل

efflux(   در مقاومت ذاتي يا به دنبال يـك موتاسـيون،در ،
همكاري اينگونه ژنها و ). 2(مقاومت اكتسابي شركت دارند 

هـم بـه طـور سـينرژيكي     انتشار دارو به بيـرون سـلول بـا    
در مقاومـت سـودوموناس   ). 3(مقاومت را ايجاد مي كننـد  
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  پمـــپ انتشـــار دارو از خـــانواده 5آئروجينـــوزا حـــداقل 

RND هـاي  با عنوانMexAB-OprM ،MexCD-OprJ 
،MexEF-OprN ،MexXY-OprM وMexJK-OprM 

ــد اگــر چــه پمــپ هــاي افلــوكس در   .شــناخته شــده ان
ته شده اند و به نظر مي رسد سودوموناس آئروجينوزا شناخ

كه سازمان ساختاري مشتركي دارند اما در بسياري جهات 
از جمله سوبستراي آنتي بيـوتيكي و تنظـيم اپـران كـاملا     

بــه هــر حــال فقــط سيســتم . متفــاوت عمــل مــي كننــد
MexXY  هم در ارتباط با عدم نفوذپذيري و هم مقاومت

ها يافـت شـده   انطباقي با آمينوگليكوزيد در اين ارگانيسم 
  ). 5و 4(است 

ــاي ژن  mexY و )mexX )multidrug efflux Xه
)multidrug efflux Y) (Genebank: AB015853.1( 

شـوند و   كـد مـي   MexXYتوسط اپرن سيستم تراوشي 
است  OprMجزء غشاء خارجي براي اين سيستم احتمالا 

اپـرن سـه    RNDكننده نـوع   كه محصول سومين ژن كد
سيسـتم  ). 6و 5(نيز مي باشند  MexAB-OprMجزئي 

MexXY-OprM  در سودوموناس آئروجينوزا منحصر به
در معــرض  MexXYفــرد اســت زيــرا زمــاني كــه اپــرن 

بسياري از آنتي بيوتيك هايي قرار ميگيرد كه توسـط ايـن   
جالب توجه اسـت كـه   . سيستم خارج ميشوند، القا ميشود

يسـتم  عواملي كه ريبوزوم را هدف قـرار ميدهنـد، بيـان س   
MexXY  ــد ــا ميكن ــذف . را الق ــويه  MexXYح از س

وحشي سودوموناس آئروجينوزا حساسيت اين باكتري را به 
. جنتاميسين، تتراسايكلين و اريترومايسين افزايش ميدهـد 

اين پمپ قادر است با سوبستراهاي آنتـي بيـوتيكي نظيـر    
ــت      ــادر اس ــود و ق ــا ش ــين الق ــايكلين و جنتاميس تتراس

ماكروليدها وكارباپنم ها را به بيرون پمپ  فلوئوروكينولونها،
  ).7و 8(كند 

به شدت توسط عوامـل   mexYو  mexXبيان ژنهاي 
مداخله گر در سنتز پروتئين از جمله آمينوگليكوزيد ها يـا  

اگر چه غير فعال سازي اين ). 9(تتراسايكلين القا مي شود 
پمپ در سويه هاي مقاوم، حساسيت را افزايش مي دهد و 

يه مقاوم به آمينوگليكوزيد، اين پـروتئين پمـپ بـه    در سو
شدت بيان مي شود ولي هميشه ارتباط روشني بين ميزان 

  ).10و11(بيان و مقاومت وجود ندارد 
ــان داده  ــات نش ــودوموناس   مطالع ــلول س ــه س ــد ك ان

هـــاي مهـــاري آئروجينـــوزا وقتـــي در معـــرض غلظـــت

يـرد،  گاريترومايسين يا جنتاميسين قرار مـي  تتراسايكلين،
ــد ــروتئين  تولي ــوپروتئين(، MexXپ ــري   ليپ ــاي پ فض

ايــن تحقيــق جهــت ). 12(يابــد افــزايش مــي) پلاســميك
در ايزوله هاي جدا شده و ارتباط آن  mexXشناسايي ژن 

  .با مقاومت آنتي بيوتيكي انجام شد
  

  مواد و روش ها
  نمونه گيري

ايزوله از بيماران سوختگي جمـع   102در اين بررسي، 
  هـا بعـد از انتقـال بـه آزمايشـگاه تحـت      ايزولـه . آوري شد

بـه  . هاي ميكروسكوپي و بيوشـيميايي قـرار گرفتنـد   تست
هـاي  محـيط  بـر روي هـا  همين منظور، ابتدا كشت ايزولـه 

، سيمون سيترات آگار انجـام و رشـد   TSI، سيتريميد آگار
درجـه مـورد بررسـي قـرار      42و  37سويه ها در دماهـاي  

 نـگ آميـزي گـرم،   روجـه بـه   سپس كلني هـا بـا ت  . گرفت
ـــكش ــاي كات،  SIMتـ ــون ه ـــآزم ـــالاز واكسيـ داز و ـ

MRVP ت شدندــــن هويــتعيي.   
  

  تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيك
هاي هاي باليني با روشبررسي حساسيت دارويي سويه

وطبـــق اســـتاندارد ) Kirby-Bauer(انتشـــار در آگـــار 
NCCLS  27853و همــــراه بــــا ســــويه اســــتاندارد 

Pseudomonas aeruginosa ATCC  ــه عنــوان ب
بيوتيك مورد استفاده در هاي آنتيديسك. شاهد انجام شد

از شـركت پـادتن طـب تهيـه      1اين تحقيق طبق جـدول  
  . شدند

ساعته در  16در روش ديسك گذاري ابتدا از هر ايزوله 
 اسـتاندارد  فاز رشد، سوسپانسيون ميكروبي برابر با كدورت

) CFU/ml 108× 5/1غلظـت تقريبـي   (مك فارلند  5/0
به صورت سطحي تهيه و در شرايط كاملا سترون با سوآب 

سـپس  . بر روي محيط مولر هينتون آگار كشـت داده شـد  
ديسك هاي آنتي بيوتيك مورد نظر بـا رعايـت فاصـله بـر     

 37پليـت هـا در دمـاي    . روي محيط كشت قـرار گرفتنـد  
گـذاري  سـاعت گرمخانـه    24درجه سانتي گراد بـه مـدت   

قطر هاله عدم رشد كه نشـان دهنـده ميـزان    ). 13( شدند
گيري و در نهايـت  تاثير آنتي بيوتيك است با كوليس اندازه

هـا بـر اسـاس درصـد     بيوتيكي سـويه -الگوي مقاومت آنتي
  . گزارش شد
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  در ايــن مطالعــه بعــد از تعيــين الگــوي مقاومــت     

بيوتيكي، سويه هـاي سـودوموناس آئروجينـوزا داراي    آنتي
بـه روش مـاكرو    MICمقاومت چند گانه، جهـت تعيـين   

 هـــايبـــراث ديلوشـــن انتخـــاب و بـــا آنتـــي بيوتيـــك 
ــين     ــولفات، آميكاس ــين س ــين، جنتاميس سيپروفلوكساس

مـورد   )شـركت دارويـي اكسـير   (سـولفات و توبرامايسـين   
  .ارزيابي قرار گرفتند

  
  PCR واكنش پلي مراز

 ، در ســويه هــاي انتخــابي بــاmexXبــراي تكثيــر ژن 
پرايمـر هـاي اختصاصـي زيـردر نظـر       MDRخصوصيات 
با توحه به توالي نوكلوئيدي پرايمر ها، قطعـه  . گرفته شدند

bp 336 نشانه حضور ژن مذكور است.  
Forward - 5: GTCCTTATCCCGCTGGT-3  
  
Reverse - 5`-:GCTGTTCGAGTTCCGCA-3` 

  
DNA توسط كيـت تخلـيص    سويه هاي سودوموناس

پرايمرهـا بـا غلظـت    . خراج شـدند است metabionشركت 
پيكومول به ازاي هر ميكروليتر در مخلوط واكـنش بـا    2/0

برنامـه زمـان   . ميكرو ليتر استفاده شدند 100حجم نهايي 
 95دناتوراسـيون اوليـه در    بندي دسـتگاه ترموسـايكلر بـا   

درجه سانتي گراد به مدت چهار دقيقه و سـپس تكثيـر در   
-درجه سـانتي  94اسيون در دناتور باسيكل به تر تيب  35

درجـه   1/63دقيقه، اتصـال پرايمـر هـا در     1گراد به مدت 
سانتي گراد به مدت يك دقيقه و در نهايت پليمراسيون در 

    .دقيقه تنظيم شد 1به مدت 72دماي 
 

  نتايج و بحث
ســويه ســودوموناس آئروجينــوزا  58در مجمــوع بــين 

  ميـزان مقاومـت بـالاي    جداشده از زخـم هـاي سـوختگي   
به طوري كه مقاومت نسـبت  . آنتي بيوتيكي مشاهده شدند

  بــه آنتـــي بيوتيــك هـــاي رايــج درمـــان بــه ترتيـــب    
ــامل  ــين شـ ــين  ،)%100(توبرامايسـ  ،)%100(جنتاميسـ

ـــسيپروفلوكس ــ)%95(ين ــــــ ، )%90(ين ـ، آميكاســـــ

ــ ــيلين، )%80(كلين ـتتراسايـ ــام /پيپراسـ ، )%80(تازوباكتـ
   . ه استبود )%31(پنم  و ايمي) %70(سفتازيديم 

سويه هاي بيمارستاني در مقايسه بـا سـويه اسـتاندارد    
نسبت به آنتي بيوتيك هـاي جنتاميسـين و توبرامايسـين    

 18در نهايـت تعـداد   . مقاومت بسيار بيشتري نشان دادنـد 
-با مقاومت چند گانه نسبت بـه آنتـي  ) %31(سويه باليني 

بيوتيكهاي جنتاميسين، توبرامايسـين، سيپروفلوكساسـين،   
تازوباكتام، سفتازيديم /ميكاسين، تتراسايكلين، پيپراسيلينآ

  . پنم شناسايي شدندو ايمي
ــا روش     ــده ب ــاز دارن ــايج تعيــين حــداقل غلظــت ب نت

ــي   ــراي آنتـ ــن بـ ــاكروبراث ديلوشـ ــاي  مـ ــك هـ بيوتيـ
سيپروفلوكساسين، توبرامايسـين و آميكاسـين بـه ترتيـب     

 MIC. بـود  ميلي گرم در ليتـر  5/312و  250، 5/12برابر
چنانچه . بود ميلي گرم در ليتر 5/312 بيش ازجنتاميسين 

MIC ها به ترتيـب  جنتاميسين و آميكاسين يكي از سويه
  .بود ميلي گرم در ليتر 1250و  2500
  

  آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده در اين تحقيق .1جدول
  )µ/L(غلظت ديسك ها   آنتي بيوتيك ها 

  GM(  10(جنتاميسين
  AN( 30(آميكاسين

  CP(  5(سيپروفلوكساسين
  TOB(  10(توبرامايسين
  TE(  30(تتراسايكلين
  CAZ(  30(سفتازيديم
 TZP( 10+100(تازوباكتام/پيپراسيلين

  IPM(  10(ايميپنم
  

را نسبت  MICسويه ي باليني كه بيشترين  18تعداد 
ها نشان دادند جهت بررسـي مولكـولي در   به آنتي بيوتيك

در ژل  bp 336قطعـــه مشـــاهده . نظـــر گرفتـــه شـــدند
نشانه عملكرد پرايمر هـاي اختصاصـي و در    %1الكتروفورز 

سـويه سـودوموناس   18در  تمام  mexXنتيجه حضور ژن 
 ). 1شكل ( بود ) %100(آئروجينوزا
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را bp 100با فواصل  bp 1500تا  bp 100 و ماركر از  mexXاز ژن bp 336قطعه تكثير يافته 1-11، ستونهاي %1الكتروفورز در ژل  .1شكل 

  .دهدنشان مي
  

  

بيوتيك هاي وسيع امروزه به علت استفاده از آنتي
الطيف در مراكز درماني، گزارشات مبني بر جدا سازي 
سويه هاي سودوموناس آئروجينوزا با مقاومت چندگانه به 

در . دارو و در نهايت پايداري عفونت، رو به افزايش است
ري در جهت آگاهي و شناخت اين راستا تحقيقات بسيا

 عوامل مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري ها، در دست بررسي
  .مي باشند

آمينوگليكوزيدها گروه مهمي از آنتي بيوتيك هاي 
وسيع الطيف و همواره يكي از مهمترين انتخاب ها براي 

هاي تهديد كننده از جمله سودوموناس به درمان عفونت
ند چنانچه در دودهه اخير، تركيبات طبيعي از شمار آمده ا

 .قبيل جنتاميسين و توبرامايسين وارد عرصه شدند
هاي نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه سويه

سودوموناس آئروجينوزا ايزوله شده از بيماران نسبت به 
هاي مورد استفاده در بيماران دچار سوختگي آنتي بيوتيك

، توبرامايسين و از جمله جنتاميسين، آميكاسين
سيپروفلوكساسين داراي درصد مقاومت بالايي مي باشد 
كه البته در مطالعات همواره مقاومت سويه هاي جدا شده 
از مراكز سوختگي بيشتر از ساير سويه ها گزارش شده 

بيشترين مقاومت به لينكومايسين  84در سال ). 14(است 
ارش گز) %1(پنم و بيشترين حساسيت به ايمي) 100%(

هاي بيشترين مقاومت سويه88در سال  .)15(شد 
و ) %87(زوكسيم سودوموناس آئروجينوزا به سفتي

و در ) 16( بود) %5/69( پنمبيشترين حساسيت به ايمي

اين مطالعه بيشترين مقاومت به جنتاميسين و 
پنم و بيشترين حساسيت به ايمي) %100(توبرامايسين 

بيوتيك هاي رايج آنتي ينبنابراين در ب. ديده شد) 31%(
رسد كه در درمان سودوموناس آئروجينوزا به نظر مي

 .بيوتيك استپنم موثرترين آنتيايمي
درمان عفونتهاي ناشي از سودوموناس آئروجينوزا يكي 
از مشكلات بهداشتي مي باشد كه به علت طيف وسيعي از 

اين مقاومت . مقاومت آنتي بيوتيكي در اين باكتري است
  سهاي افلوكعلل مختلف از جمله وجود سيستمبه 

)multidrug efflux( نفوذپذيري كم سلول، توليد ،
ها بيوفيلم ،اكتساب ژن از طريق پلاسميد و اينتگرون

اختصاصي بودن سوبسترا براي ). 14(شود كسب مي
 ).7و 8(سيستم افلوكس دارويي نسبتا گسترده است 

براي انواع  يك آنتي بيوتيك ممكن است يك سوبسترا
مختلف پمپ ها باشد و همچنين يك پمپ ممكن است نه 
فقط آنتي بيوتيك هاي مختلف از كلاس يكسان، بلكه 
. كلاس هاي مختلف آنتي بيوتيك را به بيرون دفع كند

نهايتا، يك سلول مي تواند يك انبار بزرگ و پيچيده از 
پمپ هاي افلوكس داشته باشد تا طيف وسيعي از داروها را 

 .)17(ه بيرون دفع كند ب
  هاي افلوكس به عنوان يكي ازاخيرا سيستم

هاي كارامد و موثر در مقاومت سودوموناس مكانيسم
يكي از اين سيستم ها به نام .آئروجينوزا شناخته شده اند

MexXY هاي سودوموناس دليل بر مقاومت سويه
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اين پمپ به . آئروجينوزا نسبت به آمينوگليكوزيد است

، تنها (AGIR)قاومت بر پايه عدم نفوذپذيري عنوان م
از سويه هاي جداشده از بيماران  %90مكانيسم معمول در 

CF  در مطالعات حذف  ).6(گزارش شده استMexXY 
از سويه سودوموناس آئروجينوزا حساسيت آن را نسبت به 
جنتاميسين، تتراسايكلين و اريترومايسين افزايش داده 

 ). 5(است 
سال اخير رابطه بين مقاومت  10د در مقالات موجو

آنتي بيوتيكي باكتري سودوموناس آئروجينوزا را با پمپ
هاي مختلف تراوشي در باكتري مذكور بررسي نموده است 

هاي از آنجايي كه آمينوگليكوزيدها در درمان عفونت). 6(
ايجاد شده توسط سودوموناس آئروجينوزا در بيماران 

د، در سويه هاي باليني داراي سوختگي با ارزش مي باشن
مقاومت چند گانه نسبت يه آمينوگليكوزيدها، به بررسي 

نتايج . از پمپ تراوشي پرداخته شد mexXحضور ژن 
مولكولي حاكي از وجود اين ژن در تمام سويه هاي 

MDR يكي از دلايل آن را مي توان اينگونه ذكر كرد . بود
وبستراي مناسب هاي آمينو كليكوزيدي سكه آنتي بيوتيك

اند كه تاكيدي ايجاد نموده MexXYرا يراي القاء سيستم
 ها نسبت به آمينوگليكوزيدهابر مقاومت بالاي اين سويه

رابطه  2007خانم آزاده رحماني در سال ، در ايران. ستا
با مقاومت ذاتي سودوموناس  MexAB-OprMبين 

. رار دادهاي باليني را مورد بررسي قآئروجينوزا در ايزوله
 MDRسويه  23بر روي  PCRايشان با روش مولكولي 

  ).18(مثبت را مشاهده كرد  mexABسويه  4تنها در 
Arno Muller  به رابطه بين مصرف  2008در سال

در بين  MexXY-OprMآنتي بيوتيك و پيدايش 
هاي باليني سودوموناس آئروجينوزا پرداخته است ايزوله

هايي كه دهد كه در سويهن مينتايج مطالعه وي نشا). 19(
به طور غير آنزيمي به آمينوگليكوزيدها مقاوم هستند، 
مكانيسم ديگري كه باعث مقاومت به اين گروه دارويي 

پروتئينهاي سيستم شود بيشتر به علت توليد مي
MexXY-OprM بنابر اين در اين مطالعه كه هر . است

 بودند بايستي حضور mexXايزوله داراي ژن  18
آنزيمهاي تغيير دهنده آمينوگليكوزيدها و نيز بيان 

از  .بررسي شود MexXY-OprMسيستم پروتئينهاي 
 MexXYطرفي برخي از مطالعات بيان سيستم تراوشي 

 MexZرا تحت كنترل منفي با پروتئين ديگري به نام 

قرار دارد  mexXبالا دست  bp 263كنند گزارش مي
)20.(  

ر اين مطلب است كه اولا نتايج تحقيق حاضر بيانگ
  هاي باليني سودوموناس با مقاومت بسيار بالاسويه
 اينكه، دوم. بيوتيكي در بين بيماران شايع استآنتي

بخشي از يك سيستم تراوشي در تمام ايزوله هاي مورد 
مطالعه وجود دارد، بنا براين به نظر مي رسد كه سيستم 

MexXY صرف نوعدر ايزوله ها باليني با توجه به م  
. ها بيشتر القاء شده باشدآنتي بيوتيك نسبت به ديگر پمپ

 SDS_PAGEهاي مولكولي ديگر از جمله ته روشبال
و  MexXYسيستم پروتئين هاي براي بررسي بيان 

  .مطالعه اين پمپ تراوشي لازم است
  

   تشكر و قدر داني
واحد (بدين وسيله از همكاران آزمايشگاه محموديه 

 پور توحيد موسسه رازي و آقاي مهندس ،)شمال-تهران
كه در تامين امكانات لازم جهت انجام پروژه ما را ياري 
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