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  چكيده
  يك پاتوژن مهم  بيمارستاني  اسـت  كـه  مقاومـت  آنتـي بيـوتيكي زيـادي را نـشان                   پسودوموناس آئروژينوزا  :زمينه و اهداف  

هاي فنوتايپينگ مثل تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي و           روش ودوموناس آئروژينوزا پسبراي مطالعه اپيدميولوژيك    . مي دهد 
آناليز پلاسميدي اطلاعات مفيدي را در مورد منشاء اپيدمي و تعـداد كلـون              . ژنوتايپينگ مثل آناليز الگوي پلاسميدي  وجود دارد       

سـويه هـاي     مقاومـت آنتـي بيـوتيكي و پلاسـميدي     لذا جهت مطالعه الگويهاي متفاوت موجود در يك اپيدمي بدست مي دهد،   
 در عفونت هاي بيماران بستري شده در مركز آموزشي و درماني سيناي تبريز اين تحقيق انجام شـد                   ئروژينوزا آ پسودوموناس

  .تا ارتباط اپيدميولوژيك بين سويه هاي جدا شده مورد بررسي قرار گيرد
 بـستري در    هـاي مختلـف    شده از بيمـاران بـا عفونـت       جدا   وناس آئروژينوزا پسودوم سويه   135 اين مطالعه برروي     :ار ك روش

براي تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي ازروش انتشار ديسك درآگارو براي           . انجام گرفت  مركزآموزشي و درماني سيناي تبريز    
 linear  وopen circular   از supercoiledجهت شناسايي باندهاي . استخراج پلاسميد ازروش ليز قليايي تغيير يافته استفاده شد

  . بكارگرفته شدندHincII وEcoRI برش پلاسميدها دوآنزيم محدودالاثر براي.از روش الكتروفورز دوبعدي استفاده شد
 ايزوله شده از بيماران با عفونت هاي مختلف تست حـساسيت بـه آنتـي         ئروژينوزا آ پسودوموناس سويه   135 از تعداد    :يافته ها 
 ـكول ،   %77آزترونـام ميـزان مقاومـت بـه       . ها بعمل آمد و الگوي پلاسميدي تعيـين گرديـد         بيوتيك   ، %69م  يدي سـفتاز   ، %74نيستي

ــيپ ــساس ،%67ن يليپراس ــ توبراما ،%62ن ي اوفلوك ــ ،%56ن يسي ــاك ــ جنتاما ،%54ن يليربني س ــساسي س ،%51نيسي   ،%22ن يپروفلوك
 67فاقد هرنوع پلاسـميد بودنـد و در   %) 4/50( سويه 68 سويه 135از . بود%  2مي پنم ي ا و  B 13%نيكسيپلي م ، %15نيكاسيآم

  تـا  kb 5/0 در محـدوده "وزن مولكـولي  پلاسـميدهاي جداشـده عمـدتا    .  پلاسميد شناسايي شد6تا 1%) 6/49(سويه باقيمانده  
kb21    وتعدادي  بيش از kb 21  بدست آمد كه الگوهاي مشابه در       الگوي پلاسميدي    28 سويه داراي پلاسميد،     67از مجموع   .   بود

، داخلـي و جراحـي   ICUو نيز در ايزوله هـاي مربـوط بـه بخـش هـاي      )  ايزوله16 تا 2در (ايزوله هاي مربوط به بخش سوختگي   
 25 در   HincII و   EcoRIبعد از برش آنزيمي بـا آنـزيم هـاي محـدودالاثر             .  ايزوله شناسايي شدند   2 و   4،  6عمومي بترتيب در    

 مـشاهده شـد     EcoRIبـا %) 32( سويه   8 محتوي يك يا دو پلاسميد، الگوهاي برشي يكسان در           موناس آئروژينوزا پسودوسويه ي   
  .هيچگونه الگوي برشي مشابه حاصل نشد HincII درحاليكه با آنزيم

 ئروژينـوزا  آسپسودوموناسويه هاي  اكثر و حضور پلاسميد در     نتايج اين مطالعه نشانگر مقاومت آنتي بيوتيكي بالا        :نتيجه گيري 
ايزوله شده از عفونت هاي مختلف بوده و تشابه زيادي در الگوهاي پلاسميدي والگوهاي برشي سويه هاي جدا شـده از عفونـت                       

، داخلي و جراحي عمومي در يك زمان كوتاه بدست آمد كه احتمال منشاء گـرفتن                ICU هاي بيمارستاني از بخش هاي سوختگي،     
 كتريـــايي بـــا شـــيوع بـــالاي انتقـــال ژن را در بـــين ســـويه هـــاي بيمارســـتاني مطـــرح هـــا از يـــك كلـــون با ايـــن بـــاكتري

  . مي باشدپسودوموناس آئروژينوزامي سازد و نشانگر مفيد بودن مطالعه الگوي پلاسميدي در 
  ، الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي، الگوي پلاسميدي، عفونت بيمارستانيپسودوموناس آئروژينوزا :واژه هاي كليدي
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  مقدمه
       ترين  شايع يكي از پسودوموناس آئروژينوزا      

 گرم منفي است كه در عفونت هاي يباكتري ها
ه و مقاومت آنتي بيوتيكي زيادي را بيمارستاني يافت شد

  .]1[نشان مي دهد
 ادراري، سيستماين باكتري عامل عفونت هاي دستگاه 

فونت  عباكتريمي، هاي نرم، عفونت بافتدرماتيت،  تنفسي،
  وسيستميك و انواعي از عفونت هاي ومفاصل استخوان

  كهسرطان و ايدز ،  سوختگي شديد بيماران با  در بويژه
  . ]2[مي باشد دارند ايمني نقص

درمان اين عفونت ها بخاطر حساسيت پايين ذاتي 
  كسب در  باكتري ها و توانايي بيوتيك   آنتي  به باكتري
 درماني  بيوتيك   آنتي  طول در داروها به بعدي مقاومت

  .]3[شودمي  مواجه شكست با
 سويه هاي عامل عفونت هاي بيمارستاني برخلاف 
سويه هاي موجود در جامعه ميزان بالايي از مقاومت 

داراي را نشان مي دهند و اكثراً  نسبت به آنتي بيوتيك ها
عفونت هاي ير شناسي همه گ. ]4[مقاومت چندگانه هستند

 بوسيله آناليز " معمولاپسودوموناس آئروژينوزا
ماركرهاي فنوتيپي شامل بيوتيپ،  انواع سرولوژيك، توليد 
پيوسين،  فاژتايپينگ و الگوي حساسيت آنتي بيوتيكي مطالعه 

تايپينگ سويه   ها براي شناسايي و ريشه كني . مي شود
ونت ها با استفاده مخازن محيطي به اندازه پيشگيري از عف

  . ]5[از آنتي بيوتيك درماني مهم است
تحقيقات مربوط به خالص سازي، تفكيك و تكثير اسيد 

هاي ساب تايپينگ بر  نوكلئيك منجر به تكامل سيستم
ها شامل  اساس اسيد نوكلئيك شده است، اين سيستم

هاي  آناليز الگوي پلاسميدي، آناليز هضم با آنزيم
 و آناليز تعيين PFGE1،  PCR ايپينگ،محدودالاثر، ريبوت

آناليز الگوي پلاسميدي . مي باشد  توالي اسيدهاي نوكلئيك 
 پلاسميدي با آنزيم هاي آندونوكلئاز DNAو برش 

 DNAپايه ر بفنون محدودالاثر، از اولين و ساده ترين 
بكار گرفته شده همه گير شناسي است كه در مطالعات 

. دي سويه را تعيين مي كنداين روش الگوي پلاسمي. اند
                                                                               

 
1 Pulsed Field Gel Electrophoresis 

تعداد و اندازه پلاسميدها اساس تشخيص سويه مي باشد 
كه سويه هاي منشاء گرفته از يك كلون داراي تعداد  
مشابه از پلاسميدها بوده و اندازه آنها نيز مشابه خواهد 

  .]7،6[بود
         هدف ما از اين مطالعه  تعيين الگوي مقاومت

پسودوموناس دي سويه هاي آنتي بيوتيكي و پلاسمي
 در عفونت هاي بيماران بستري شده  در مركز آئروژينوزا

براي انجام اين . آموزشي و درماني سينا در تبريز مي باشد
مطالعه، بعد از جداسازي سويه ها از بيماران، تست سنجش 
حساسيت به آنتي بيوتيك ها براي يافتن اولين نشانه هاي 

ها انجام گرفت و بعد با استخراج تشابه يا تفاوت بين سويه 
پلاسميد و آناليز آن و برش با آنزيم هاي آندونوكلئاز 

الگوي برشي پلاسميدهاي  HincII و EcoRIمحدودالاثر 
  .ايزوله شده تعيين و با هم مقايسه شدند

  
  كار روش

 جداشده پسودوموناس آئروژينوزاه ي سو135تعداد  
ي شده در مركز ماران بسترياز عفونت هاي مختلف در ب

 85( سوختگي هاي نا در بخشيآموزشي و درماني س
 ICUو ) هيسو19( داخلي ،)هيسو11( راحي، ج)هيسو

  . ندآوري شد جمعماه 13مدت   در)سويه20(
 هاي مرسوم جمع آوري شده با تست ه هاييه سويكل

قات ي مركز تحق شناسيكربيم آزمايشگاهدر باكتريولوژيك 
د ييمورد تا زي علوم پزشكي تبر دانشگاهييكاربردي دارو
ت و يبه منظور بدست آوردن الگوي حساس. قرار گرفت

، مارانيب شده ازجدا ه هاي يكي سويوتيمقاومت آنتي ب
بنام ركه سك در آگاي روش انتشار دتست حساسيت به

  انجام پذيرفت، شناخته شده استKirby-Bauerروش 
وتيك ديسك آنتي بي 12در انجام تست حساسيت از .]8[

، )كروگرمي م30( ، آزترونام)كروگرميم10 ( ايمي پنمشامل
، )كروگرمي م30( ، سفتازيديم)كروگرمي م100( پيپراسيلين
 ،)كروگرمي م30 ( آميكاسين،          )كروگرمي م10 ( جنتامايسين
 5 (، سيپروفلوكساسين)كروگرمي م10( توبرامايسين

 لي ميكسينپ ،)كروگرمي م100( ، كاربني سيلين)كروگرممي
)B300اُ فلوكساسين و) كروگرم يم100( كوليستين ،) واحد 
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 ديسك هاي.   استفاده شد(Mast, UK)  ) ميكروگرم2(
 ور داده  به كمك پنس در سطح آگار قرا را نتي بيوتيك آ
 قرار C ˚ 37كلاوساعت در اتو18-24 مدت  بهها تيپل

 ريگي  قطر ناحيه مهار رشد باكتري اندازه پس س.گرفتند
ها  واكنش سويه NCCLS1  و طبق جدول استانداردهشد

دسته حساس، نيمه حساس و  در مقابل هر دارو در سـه
براي استخراج و خالص . ]10،9[ شد بندي مقاوم طبقه

از روش ليز قليايي تغيير يافته  ديي پلاسمDNAسازي 
تغيير داده شده در روش فوق شامل استفاده . استفاده شد
 CTAB (cetyltrimethylammoniumاز مخلوط

bromide)  و NaCl بعد از ليز باكتري و قبل از گرفتن 
 بود، كه موجبات جداسازي ديي پلاسمDNAرسوب 

براي الكتروفورز . ها را فراهم مي سازد كربوهيدرات
DNAاز بعد. استفاده شد% 7/0 از ژل آگارز ديي پلاسم 

 ديي پلاسمDNA ميكروليتر از محلول 5تهيه ژل آگارز، 
%  25/0 ميكروليتر از بافر لودكننده حاوي 1خالص شده با 

 گليسرول در% 30گزيلن  سيانول و % 25/0بروموفنل بلو،  
ژل  در چاهك موجود در آب مقطر مخلوط گرديده و

 30از اتمام الكتروفورز ژل آگارز به مدت  بعد. قرارداه شد
 ميكروگرم در ميلي 5/0داخل آب مقطر محتوي  دقيقه در

پس از رنگ آميزي . ليتر اتيديوم برومايد رنگ آميزي شد
 نانومتر براي شناسايي باندهاي 300از نور اولتراويوله 

DNAبراي تعيين اندازه قطعات بدست .  استفاده شد
آنزيم  هضم شده با Lambda DNA آمده از سايز ماركر

  . ]12،11[استفاده شد  HindIII وEcoRIي محدودالاثر ها
 و خطي ccc، ocي باندهايي كه بصور جهت شناساي

 هستند از روش الكتروفورز دوبعدي استفاده گرديد
برش آنزيمي پلاسميدها با استفاده از آنزيم هاي . ]14،13[

مطابق دستورالعمل كارخانه  HincII  وEcoRIمحدودالاثر 
  .انجام گرفت ) Fermentase(سازنده 

  

  يافته ها

                                                                               
 

1 National Committee For Clinical-Laboratory 
Standards 

د آگار رشد يميط كشت ستريه ها در محيتمامي سو 
گمان يگار مولد پآنتون يط و مولر هين محيدر ا كرده و
 ينني آرژ،كاتالاز مثبت، داز مثبتيه ها اكسي سوكليه. بودند
 ، حركت مثبت،   مثبتC˚42  رشد در،دروژناز مثبتيدي ه

فاقد و OF 2  محيط كشتده كردن گلوكز دريقادر به اكس
از . نددبو TSI 3ط كشتير قندها در محيتخمقدرت 

 12وگرام در مقابل يش آ نتي بيكشت خالص باكتري آزما
ميزان مقاومت سويه ها به . بعمل آمدماده ضد ميكربي 

ن يليپراسيپ، % 69م يدي سفتاز،%74 نيستي كول،%77 آزترونام
ن يليربني ساك، %56ن يسي توبراما،%62ن ي اوفلوكساس،67%
 نيكاسيآم، %22ن يپروفلوكساسي س،%51 نيسي جنتاما،54%
وزن مولكولي . بود% 2مي پنم ياو  B13% نيكسيپلي م، 15%

هضم Lambda DNA ز ماركريدها در كنار سايپلاسم
 مورد HindIII و EcoRIي محدودالاثر آنزيم هاشده با 

 kbتا  /. kb 5محدوده  در"بررسي قرار گرفت كه عمدتا
 با ييدهايه ها پلاسميسو از گرچه در برخي .بودند  21

  ).1تصوير (  شدييز شناساي نkb 21 از شيكولي بوزن مول
  10      9          8       7        6       5          4      3        2         1  

    

۲۱kb 
 

۲/۵ kb 

۳/۴ kb 

 
۲kb 

 
۹/۱ kb 

 

۵/۱ kb 

  

  

  

  

 ائروژينوزا پلاسميدي سويه هاي سودوموناسDNA الكتروفورز .1تصوير 
يماران مبتلا به عفونت زخم سوختگي در روي ژل آگارز ايزوله شده از ب

داراي الگوي پلاسميدي مشابه و ) 10 و 9(و )4 و 3(ستون هاي شماره %. 7/0
 1خانه شماره . ساير ستون ها داراي الگوي پلاسميدي متفاوت مي باشند

  وEcoRI لامبداي هضم شده با آنزيم  DNAمربوط به سايز ماركر

HindIII مي باشد .  
                                                                               

 
2 Oxidation Fermentation 
3 Triple Sugar Iron 
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با توجه به تداخل باندهاي بدست آمده از يك سويه و           
كه از روش الكتروفورز دو بعدي اسـتفاده  oc تعلق آن به  

كه در بعـد دوم الكتروفـورز بـا بانـد اول در              يي باندها   شد
 ocالكتروفورز بعد اول مثلـث تـشكيل مـي دادنـد بعنـوان              
از . شناســايي شــده و از الگــوي پلاســميدي حــذف شــدند 

 فاقد هرگونـه بانـد      %)4/50( هي سو 68ه  ي سو 135مجموع  
ــم ــديپلاس ــو 67  ودي بودن ــم%)6/49( يهس  دي داراي پلاس

ــ1 از ادهيدنــد كــه تعــداد پلاســموب   بــوديــر عــدد متغ6ات
  ). 1نمودار(

50.4

25.185

8.88 5.185 4.44 2.96 2.96
0

10
20
30
40
50
60

0 1 2 3 4 5 6

  
  

تعداد پلاسميدهاي ايزوله شـده از سـويه هـاي سـودوموناس            . 1نمودار
  آزمايشي
شـده از    جـدا  ه هاي يدها در سو  يعداد پلاسم ن ت يشتريب

   بـا وزن   ييدهايز پلاسم يعفونت هاي زخم سوختگي بود و ن      
 ـن بخـش ب   يهاي جدا شده از ا     هياد در سو  يمولكولي ز  شتر ي

حضور پلاسـميدي   ي داراي پلاسميد،ه هايسواز  % 82.بودند
 ســويه ي 67 از مجمـوع  .نـشان دادنــد  را kb21 بـا انــدازه 

لگوهـاي  ا. ي پلاسميدي بدست آمـد    لگوا28 داراي پلاسميد 
ماران بـستري در    يه هاي جدا شده از ب     ين سو يمشابهي در ب  

  ). 1جدول(  هاي مختلف و در يك بخش حاصل شدبخش
   بخشها بين در  و مقايسه الگوهاي پلاسميدي مشابه در يك بخش. 1جدول 

جراحي  داخلي سوختگي الگوي پلاسميدي
 عمومي

ICU 

5 /1 ،2 ،21 ،21> 4 0 0 0 
21 ،21> 2 0 0 0 

21>  2 0 0 0 
1 ،2 ،5/2 ،21 2 0 0 0 

5/1 ،2 ،21 2 0 0 0 
2/1 ،5/1 ،21 2 0 0 0 

37/1 ،21 2 0 0 0 
21 16 4 2 6 

5/3 ،2/5  2 0 0 0 
 0 0 0 2  3/4و5/3

دست ب ييتا  دويا د منفرد ويه داراي پلاسمي سو25تعداد 
آنزيم ر يحت تاثباعفونت هاي مختلف ت مارانيآمده از ب

 قرار گرفتند و HincII و EcoRI ي محدودالاثرها
 كه با آنزيم سه شدنديگر مقايكدينها با آالگوهاي برشي 

EcoRI بعنوان . الگوي مشابه بدست آمد%) 32( سويه 8در
به  شماره هاي (مثال الگوي برشي مشابه بين دوسويه 

كه هردومربوط به  عفونت زخم سوختگي بودند  )30و25
 حاصل شد EcoRIدراثر هضم  باآنزيم محدودالاثر 

ولي هيچگونه الگوي برشي مشابه دراثرهضم ). 2تصوير (
 درسويه هاي مذكور HincIIبا آنزيم محدودالاثر 

  . مشاهده نشد

     

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
يمي سويه هاي داراي الگوي پلاسـميدي يكـسان         زالگوي هضم آن  . 2تصوير  

 ديده 5 و 4الگوهاي مشابهي در ستون هاي    EcoRI. با آنزيم محدودالاثر
 لامبداي هضم شده  DNA مربوط به سايز ماركر1ستون شماره . مي شود
 . مي باشد HindIII  وEcoRIبا آنزيم 

  

   بحث
 يك عامل مهم عفونت هاي پسودوموناس آئروژينوزا

،  سرطانبيمارستاني در افراد با ضعف ايمني مثل مبتلايان به
     مهمترينكي از ي. ستيك و سوختگي مي باشدفيبروزكي
هاي نيسم   مكاپسودوموناس آئروژينوزا پزشكي جنبه هاي

هاي شناخته شده  كيوتيهاي آنتي ب كلاس مقاومت به تمام
  . ]15[مي باشد نيروت

به منظور بدست آوردن الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي 
رار  دارو مورداستفاده ق3دها يكوزينوگلياز آمسويه ها 

 .دن بودنيكاسي و آميسين جنتاما،نيسيگرفت كه توبراما
 به %56 ،نيسياامجنت به% 51  هاي آزمايشيهيسو

 نتايج . نشان دادندمقاومتن يكاسي به آم%15ن ويسيتوبراما

 تعداد پلاسميد

ها 
ه 
وي
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صد
در
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مشابه و يا متفاوت در ساير مطالعات در ايران وساير 
كشورها  بدست آمده است، طبق مطالعات  رستگار و 

زوله شده از يه هاي ايان مقاومت سوزيمهمكاران 
هاي  د تهران  در ساليمارستان سوانح و سوختگي توحيب

 برابر  در و%90 ، نسبت به آميكاسين1379الي 1374
  . ]6[  بوده است%98نيسيجنتاما

 درسال  توسط  شكيبايي و همكاران كه پژوهشيدر
ماران بخش يشگاه علوم پزشكي كرمان در بان در د1380

ن و يكاسيزان مقاومت به آمي مشدنجام ا سوختگي
گزارش شده  %2/81 و%85ب ين به ترتيسيتوبراما
 و 1 كانلوگار انجام شده توسط در مطالعه.]17[است

ه كه ي در تركيمارستانيلادي در بي م2003 در سال همكاران
زان مقاومت به يانجام شد م در عفونت هاي تنفسي

 %4/5 نيكاسيآم و% 4/58نيسي توبراما،%5/57ن يسيجنتاما
  . ]18[بوده است

پسودوموناس زوله شده  ايايهه ي سوميزان مقاومت
 ماران بستري دربخشير بدمطالعه اين  در آئروژينوزا

ن نسل سوم مورد يهاي مختلف در برابر سفالوسپور
طبق مطالعه  . دست آمد ب%69 بودم يديمطالعه كه سفتاز

زان  مي1380-1383هاي  مهاجري و همكاران در سال
مقاومت به سفتازيديم در بيمارستان هاي دانشگاه علوم 

 در 2003در سال . ]19[بود  % 50پزشكي كرمانشاه 
 39بيمارستان هاي انگلستان ميزان مقاومت به سفتازيديم 

شده جدا  ايهه ي سوميزان مقاومت. ]20[بود% 
ماران يدر بحاضر  در مطالعه پسودوموناس آئروژينوزا

 پلي ميكسين هاي هاي مختلف در برابر بخش     بستري در
 E و پلي ميكسين Bمورد مطالعه ما كه پلي ميكسين 

در  .مي باشد % 74 و %13مي باشند به ترتيب ) كوليستين(
 در اناگو نيجريه ميزان مقاومت به كوليستين 2003سال 

  . ]21[ بود% 25/16
 و همكاران 3 رابرتروسيه طبق مطالعه 2پيتسبورگدر 
و % B 4/0 ميزان  مقاومت  به  پلي ميكسين 1996در سال 

ميزان مقاومت سويه . ]22[گزارش شد% 6/2به كوليستين 
                                                                               

 
1 Gunlugar 
2 Pittsburg 
3 Robert 

در برابر حاضر مطالعه در  پسودوموناس آئروژينوزا هاي
  سيپروفلوكساسين و فلوروكينولون هاي مورداستفاده كه

در . مي باشد% 62 و% 22  بودند به ترتيب افلوكساسين
 رستان توحيد تهران ميزان مقاومت بهبخش سوختگي بيما

بوده است % 85 ،  1375-1379 سيپرو فلوكساسين در سال
 ميزان مقاومت به 1380در يك بررسي ديگر در سال .

  . ]16[بوده است  % 68سيپروفلوكساسين  
و  4 آلگومبيمارستان هاي تركيه طبق مطالعه در

 ميزان مقاومت به 2003همكاران در سال 
% 9/19و به افلوكساسين % 5/12سين سيپروفلوكسا
  . ]23[ گزارش شد

  پسودوموناس آئروژينوزا ميزان مقاومت سويه هاي
در برابر بتالاكتام هاي مورد استفاده يعني حاضر مطالعه 

% 2ايمي پنم، پيپراسيلين، كاربني سيلين و آزترونام به ترتيب
در  بيمارستان هاي  دانشگاه . ثبت شد% 77و % 54، % 67،
لوم پزشكي  كرمان  ميزان  مقاومت  به كاربني سيلين ع

در بيمارستان هاي دانشگاه . ]17[گزارش شده است% 50
  ميزان  مقاومت به 1376علوم پزشكي شيراز در  سال  

%  42و پيپراسيلين  % 9/35،  آزترونام %6/11ايمي پنم 
در بيمارستان هاي يونان ميزان مقاومت به ايمي . ]24[بود

و % 27و در مورد آزترونام% 3ور متوسطپنم بط
 در 2003در سال . ]25[گزارش شده است% 26پيپراسيلين 

، %8/21سيواز تركيه ميزان مقاومت به پيپراسيلين 
  .]18[ بوده است %6/21ايمي پنم و% 6/66آزترونام 

 خصوصيات فنوتيپي از قبيل الگوهاي بيوشيميايي،  
ي سطحي سلول و ها باكتريوفازتايپينگ، وجود آنتي ژن

الگوهاي حساسيت ضد ميكربي براساس تغييرات در 
خودبخودي تمايل به  جهش شرايط رشد، مرحله رشد و

تغيير دارند بنابراين استفاده از اين خصوصيات براي 
شناسايي منبع عفونت و شيوع براي بررسي عفونت هاي 

پسودوموناس ايجاد شده توسط گونه هاي هتروژن 
لذا استفاده از متدهاي . نخواهد بود مفيد آئروژينوزا

 و آناليز الگوي پلاسميدي در اين PFGEمولكولي نظير 
مثل  هاي متنوعي روش. ]26-28[مورد ضروري مي باشد
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روش ، Kado and Liu ، Holmes and Quigleyروش 
روش قبلي به اضافه ( Holmes and Quigleyغيير يافته ت

 Birnboim and و )كلروفرم -يك مرحله استخراج با فنل

Doly دارد ها وجود باكتري از براي استخراج  پلاسميد 
]30،29[ .  

وهش بدليل سرعت روش، عدم نياز به ژاين پ در
 DNAاولتراسانتريفوژو قيمت نسبي ارزان، مقدار 

استخراج شده و مناسب بودن آن براي هضم آنزيمي 
با ها  جداسازي كربوهيدرات( يافته ازروش ليز قليايي تغيير

استخراج  از بعد. استفاده شد) + CTAB 1 NaCl  مخلوط
DNAباكتري هاي تحت مطالعه براي شناسايي   از

 پلاسميدهاي بدست آمده از الكتروفورزدرژل آگارز
  فرم3 در آزمايش الكتروفورز پلاسميدها در. استفاده شد

ccc،  ocكدام باند  كه هر  ممكن است ديده شوندخطي و
  بخاطر cccتروفورز ايجاد مي كنند فرم الك در مجزايي را

حركت مي كند  فرم ديگر دو از تر فشرده تر بودن سريع
 كند  حركت ميoc فرم آخر آن فرم خطي و در  بعد از و
]31،16،15[ .  

وهش براي افتراق باندهاي مختلف و ژاين پ در
سويه هاي  در شناسايي دقيق تعداد پلاسميدهاي موجود

  . روفورز دو بعدي استفاده شداز روش الكت شييزماآ
اين تحقيق الگوي پلاسميدي سويه هاي   در

 ي  جدا شده از عفونت هاي پسودوموناس آئروژينوزا
نتايج بدست آمده . مختلف مورد بررسي قرار گرفت

سويه هاي تحت مطالعه حاوي % 6/49نشان داد كه 
نتايج مشابه يا متفاوت نيز در ساير . پلاسميد بودند

در مطالعه انجام شده در . بدست آمده استتحقيقات 
دانشگاه علوم پزشكي تهران توسط  عبيري و  همكاران 

DNA از سويه هاي مورد مطالعه % 62 پلاسميدي در
  و 2 ميلسيموطبق مطالعه. ]32[. مشاهده شده است

از سويه ها داراي % 2/45، ) 1996(همكاران در ايتاليا 
DNAكه  طالعه در چيندريك م. ]33[ پلاسميدي بودند 
 از سويه ها %3/45 گرفتو همكاران انجام  3 زانگتوسط

                                                                               
 

1 Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
2 Millesimo 
3 Zhang 

تعداد پلاسميدهاي جداشده از . ]34[بودند حاوي پلاسميد
 عدد  6 تا 1 ازدر اين مطالعه  بررسيسويه هاي مورد 

سلول در مطالعه  هر در تعداد پلاسميدهاي موجود. بود
عدد  3 "اكثرا عدد و 4 تا 1 و همكاران بين توسط عبيري

تعداد باندهاي پلاسميدي در بيماران بخش . ]32[ بود
سوختگي در بيمارستان هاي دانشگاه علوم پزشكي كرمان 

 3الي 1 طبق مطالعه  شكيبايي و همكاران بين 1380در سال 
 و همكاران در ايتاليا  ميلسيمومطالعه .]17[عدد بوده است

  نشان دادعدد 3 تا 1  از را تعداد پلاسميدها1996در سال 
 توسط  در آنكارا2004 سال  ديگر در ك مطالعهيدر  .]33[

گزارش  عدد 4 تا 1از پلاسميدها و همكاران تعداد 4آچيك
 عمده در  بطورمطالعهاين  اندازه پلاسميدها در. ]35[شد

 سويه ها  ازبرخي اين حال در  بابود kb21 تا kb1محدوده 
 شناسايي نيز kb21 وزن مولكولي بيش از پلاسميدهايي با

 هاي دانشگاه علوم پزشكي شيراز در بيمارستان در .گرديد
 kb 3 و kb 5/2  وزن مولكولي پلاسميدها بين1376 سال

  و5 داينيدر نيجريه طبق مطالعه. ]24[گزارش شد
 kb4/17  تا kb 6/6همكاران وزن مولكولي پلاسميدها از

 ايتاليا وزن   و همكاران  در ميلسيموطبق مطالعه. ]36[ بود
اين در . ]33[بود kb  23تاkb 1ازمولكولي پلاسميدها 

الگوي پلاسميدي  28 سويه مورد مطالعه 135تحقيق از 
 و عبيريدر تحقيق انجام شده توسط . بدست آمد

 كه گزارش شدالگو  28همكاران تعداد الگوهاي پلاسميدي 
در . ]32[ داردكاملي مطابقت حاضر تحقيق  اين مورد با

 5سويه  6 در و همكاران  آچيكيه بر طبق مطالعاتترك
  .]35[ الگوي پلاسميدي مختلف بدست آمد

مكزيك گزارش كرده  و همكاران در 6هرناند ز چاوز
 سويه داراي 11،  ي آزمايشيسويه 60اند كه در ميان 

DNA الگوي پلاسميدي بدست 5 پلاسميدي بوده اند و 
مارستان هاي  در بي طبق مطالعه انجام شده. ]37[آمد

 الگوي 5پلاسميدها در  همكاران و دايني نيجريه توسط
  .]36[ندپلاسميدي طبقه بندي شد

                                                                               
 

4 Açik 
5 Daini 
6 Hernandez-Chaves 
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تعـداد   در مطالعه حاضر الگوهاي پلاسميدي مشابهي با      
شـده از بخـش      پلاسميد در سويه هاي جـدا      3بيش از    و 3

همـه گيـر    سوختگي بدست آمد كه نشان دهنـده ارتبـاط          
 عـدد  3اد پلاسميدها كمتر از     زمانيكه تعد . آنهاستشناسي  

باشد و اندازه پلاسميدها نسبتا بزرگ باشد قدرت افتـراق          
ديگـري  فنون  الگوي پلاسميدي كاهش مي يابد و بايستي از         

نظيــر بــرش آنزيمــي بــراي افتــراق ســويه هــا اســتفاده  
وهش ســويه هــاي داراي پلاســميد ژايــن پــ در. ]38[كــرد

 و EcoRI ر  منفرد و دوتـايي بـا آنـزيم هـاي محـدودالاث     
HincII            برش داده شده و الگوهاي برشـي آنهـا بايكـديگر 

بعنوان مثال الگـوي برشـي مـشابه بـين دو            . مقايسه شدند 
كــه هردومربــوط بــه  ) 30و25بــه شــماره هــاي ( ســويه 

ــاآنزيم     عفونــت زخــم ســوختگي بودنــد در اثــر هــضم  ب
 بدست آمد ولي هيچ الگـوي برشـي         EcoRIالاثر   محدود

سويه   درHincIIالاثر  هضم با آنزيم محدود    ثرا مشابه در 
نتـايج حاصـل حـاكي از تـشابه         . هاي مذكور مشاهده نـشد    

از سـويه هـاي بررسـي شـده بـا           % 32الگوهاي برشـي در     
آنزيم هاي محدودالاثر بودكه از  بخش هـاي  سـوختگي و        

  .شده بودندجدا جراحي  
  

  نتيجه گيري
اير مطالعات نتايج اين پژوهش و مقايسه آن با نتايج س

بالا  نجام شده  نشان مي دهد كه مقاومت آنتي بيوتيكيا
         مولد پسودوموناس آئروژينوزادر سويه هاي 

عفونت زخم سوختگي  عفونت هاي مختلف بخصوص در
وجود الگوهاي پلاسميدي مشابه و نيز الگوهاي . دارد وجود

شده از بيماران بستري در  سويه هاي جدا برشي يكسان در
   بخش هاي مختلف در يك محدوده زماني كوتاه نشان

يك كلون باكتريايي   اين سويه ها از"مي دهد كه احتمالا
منشاء گرفته اند و يا انتقال ژن در بين سويه هاي 

  .بيمارستاني با شيوع بالايي مطرح است
  

  سپاسگزاري
اين مقاله بخشي ازنتايج طرح پژوهشي مصوب مركز 

يي دانشگاه علوم پزشكي تبريز تحقيقات كاربردي دارو
و شده  است، كه بدينوسيله از حمايت هاي مالي مركز ياد

 دكتر محمودپور و آقايان دكتر مسگري  علميهمكاري
  قدرداني و تشكر مي گردد
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