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 دهيچک
 .گردد ي ميباشد که مانع تجمع دارو درون باکتر ينوزا مي مقاومت در سودوموناس آئروژيها سمين مکانيتر از مهم ي ترشحيها ت پمپيفعال : و هدفزمينه

 در MexCD-oprJ و تعيين ميزان بيان پمپ ترشحي) CCCP(درازون يل هيکلروفن-٣د يانيل سي کربوني  اثر مهارکنندهيعه، بررسن مطاليلذا هدف از ا
  .بود ٩٤ تا ٩٣ يها  شهر تهران در ساليد مطهريمارستان شهينوزا جدا شده از بيماران بستري در بي سودوموناس آئروژيها هيسو

 انجام يد مطهريمارستان شهي در بي بستري سوختگ دچارمارانينوزا از بي سودوموناس آئروژي زولهي ا١٠٠ يبر رو يفي توصي ن مطالعهيا: يروش بررس
ل يکربون اثر مهارکننده ي و بررسCLSI يلوشن براث براساس رهنمودهايکرودايوژن و ميفيسک دي ديها وگرام با استفاده از روشيب ي آنتيها  تست.گرفت

  کي ـ بـا تکن MexCD-oprJ يان پمـپ ترشـح    ي ـزان ب ي ـم. دي ـلوشـن بـراث انجـام گرد      يکرودايمبـه روش    ) CCCP (ازوندري ـل ه ي ـکلروفن-٣د  يانيس
Real-Time PCRژن يها ت جهشيو درنها ن شديي تع nfxBيها  با روش PCR و Sequencing ديگرد نييتع. 

  نيليکارس ـيت و) درصـد  ۱۰۰( نيستي ـکلنـسبت بـه   ب ي ـمت بـه ترت مقاوت و ين حساسيشتريبنوزا، يآئروژ سودوموناس ي زولهي ا١٠٠از مجموع : ها افتهي
  هـا،  زولـه ين اي ـ اي بـرا Real-time PCRج ينتـا . ده شديدرازون ديل هيکلروفن-٣د يانيل سي کربوني اثر مهار،زولهي ا١٦ در گزارش شد و) درصد ٩٨(

  تي ـن را در موقعين به پـرول ير لوسيي، تغnfxB ين سکانس تواليي تع ورا مشخص کرد)  برابر ١/٤ن  يانگيم( ي برابر ٢٦/٠-٣٤/١٥ ي ان محدوده يش ب يافزا
 . نشان داد١٤

ن يباشد، بنابرا ي مي سوختگيها  در عفونتnfxB يها  بر گسترش موتانتين مطالعه گواهي در اMexCD-oprJ يان پمپ ترشحيش بيافزا: يريجه گينت
  .د باشديتواند مف يها م ن پمپير عملکرد ادرازون جهت تداخل ديل هيکلروفن-۳د يانيل سي کربوني مهارکننده

 ـب ينوزا، مقاومت آنت  يسودوموناس آئروژ : يدي کل واژگان  ـ، کربون mexCD-oprJ ي، پمـپ ترشـح    يکيوتي  ـکلروفن-٣د  يانيل س ـ ي  ـل ه ي   درازون،ي
 Real-time PCR   
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  مقدمه
 است کـه    يج و مخرب  ي را يها  از جمله جراحت   يسوختگ     

ــه مراقبــتيــن ــروز عــوارض آن ي فــوريهــا از ب  دارد تــا از ب
 عوارض، عفونت زخـم      اين نيتر  از مهم  يکي.  شود يريجلوگ

امــل  عيهــا ن پـاتوژن يتــر جيــاز را). ۱( باشـد  ي مــيسـوختگ 
، نـوزا يسـودوموناس آئروژ  مـاران   ين ب ي در ا  ي جد يها عفونت

ــ ــتاف  وينتوباکتربومانياس ــوس لوکوکوسياس ــه  اورئ ــاوم ب  مق
 عامـل   نوزايسودوموناس آئروژ . باشند يم )MRSA(ن  يليس يمت

ــت ــا عفون ــ از قبييه ــوني ــتگاه ادراريل پنوم ــت دس ، ي، عفون
، عفونـت گـوش و      يت، عفونـت پوسـت    ي، انـدوکارد  يميباکتر

). ۲-۴( باشـد  يمارستان م ـي در ب  يونت چشم در افراد بستر    عف
 باعـث   يمـاران دچـار سـوختگ     ي در ب  نوزايسودوموناس آئروژ 

 ي پوستي چرکيها جاد زخمي و ايمنيستم ايک سيالتهاب، تحر
اند كه ايـن      مطالعات اپيدميولوژيك نشان داده   ). ۵-۷( گردد يم

 رصـد د ۱۱هـاي بيمارسـتاني،     عفونت درصد ۱۰باكتري عامل   
 باشد يهاي بيمارستاني م   اپيدميدرصد   ۴هاي خوني و     عفونت

تـوان   يها، م  ي مقاومت در باکتر   يها سمين مکان يتر از مهم ). ۸(
 ي غـشا  يهـا  ني و پـور   ي ترشـح  يهـا  به بتالاکتامازهـا، پمـپ    

 ين پمپ ترشحيدر سودوموناس چند). ۹(  اشاره کرد  يخارج
 يترشـح  يهـا  ن پمـپ  ي ـن ا يتـر   از مهـم   يک ـيوجود دارد که    
MexCD-oprJ ييک پمـپ القـا  ي ـن پمپ،  يا). ۱۰و۱۱(  است 

 يهـا  طي در مح  نوزايسودوموناس آئروژ  يها زولهياست که در ا   
 مقاوم به چند    يها  در موتانت  ي ول ،شود يان نم ي ب يشگاهيآزما

  هـــا  ن موتانــت يـ ـ دارد، در اييان بـــالايـ ـ بnfxBدارو نــوع  
MexCD-oprJــ ــه آنتـ ــوتيب ي مقاومـــت بـ ــا کيـ ــل ييهـ  مثـ

 از ين و برخــيکليدها، تتراســيــهــا، ماکرول نولــونيلوروکف
ن و يکلي ســيجيکـل، تـا  يروم، کلرامفنيهـا مثـل سـفپ    بتالاکتـام 

 ـکلـوزان و کلرهگز    ي مثـل تـر    ييدهايوسايب هـا و   ن، رنـگ يدي
 در  ين پمپ ترشـح   يا). ۱۲ و۱۳( کند يها را کنترل م    دترجنت

 ــ ــا مقاومــت ذات ــاط ب ــيارتب ــوتيب ي آنت  يهــا هيهــا در ســو کي
 ـ   ي نم نوزايدوموناس آئروژ سو ان آن در   ي ـش ب ي افـزا  يباشـد ول

 ـ در ايجـاد مقاومـت اکتـساب   يبـا ا  nfxB موتانت   يها هيسو ن ي
 ي کرومـوزوم  nfxBژن  ). ۱۴ و۱۵( باشـد  يسم مرتبط م ـ  يارگان

 mexCD-oprJ از ژن mexCبـوده کــه در بالادســت ســکانس  
 ـم بيقرار گرفتـه اسـت و در تنظ ـ      يان اوپـرون پمـپ ترشـح   ي

MexCD-oprJ  ون در ژن    يجاد موتاس يا.  نقش داردnfxB  باعث 
 يـي جـه مقاومـت چنـد دارو      ي شـده و در نت     oprJان  يش ب يافزا
شگاه از  ي در آزما  ي ترشح يها  مهار پمپ  يبرا. ابدي يش م يافزا
ن ي ـن ا يتـر   از مهم  يکيشود که    يبات مهارکننده استفاده م   يترک

) CCCP(درازون ي ـل هيکلروفن-۳ ديانيل سيها، کربون  مهارکننده
 پمـپ   يهـا  ن مهارکننده ازجملـه مهارکننـده     يا). ۱۶( باشد يم

 ی  خـانواده  ي ترشـح  يها  پمپ ی و مهارکننده ) PMF(پروتون  
RNDيباشــد کــه بــا عملکــرد آن، تجمــع داخــل ســلول ي مــ 

 ـلم ن يوفيجاد ب يب در ا  ين ترت يجاد شده و بد   يوسرها ا يندياتوا ز ي
 باعـث   CCCPطور که گفته شد،      همان. دينما يجاد م يتداخل ا 

جـه، تجمـع دارو     ي گـردد کـه در نت      يز م ي ن يمهار پمپ ترشح  
 ـوتيب ي آنت ـ يجاد شـده و اثربخـش     ي ا ييايدرون سلول باکتر   ک ي

 ـ لذا هدف از ا    ).۱۷( ابدي يش م يافزا  اثـر   ين مطالعـه، بررس ـ   ي
) CCCP( درازوني ـل ه يکلروفن-٣د  يانيل س ي کربون ی مهارکننده

 يها هي در سو  MexCD-oprJ و تعيين ميزان بيان پمپ ترشحي     
ــستري در نــوزايســودوموناس آئروژ  جــدا شــده از بيمــاران ب

 ٩٤تـا  ٩٣ يهـا   سـال  ي شهر تهران ط   يد مطهر يمارستان شه يب
  .باشد يم
  

  بررسيروش 
 يها زولهي ا يشگاهيص آزما ي و تشخ  ي جداساز ی نحوه     

 ۹۳ تا اسفند سال    ۹۲ور ماه   ياز شهر  :نوزايسودوموناس آئروژ 
 بـه   يري ـگ  نمونـه  يد مطهر ي شه ينح سوختگ مارستان سوا ياز ب 

 ابتدا محـل    ي سوختگ يها  از نمونه  يريگ  نمونه يبرا. عمل آمد 
، سـپس بـه      شـد   شستشو داده  يولوژيزيماران با سرم ف   يزخم ب 

 بـه عمـل آمـد و        يري ـگ ل نمونـه  يک سـواب اسـتر    ي ی لهيوس
عا بـه  ي استوارت قرار گرفته و سريط انتقاليها داخل مح   سواب



  و همكاران سميرا تراشي 
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 يد بهشتي شهي دانشگاه علوم پزشکيشناس کروبيشگاه ميآزما
گار و مـک  آد يمايتري سيها طي محيسپس بر رو  . منتقل شدند 

 کـشت در داخـل    يهـا  طيمح ـ. گار کشت داده شـدند    آ يکانک
 ي ساعت نگهدار۲۴گراد به مدت  ي سانت ی  درجه ۳۷انکوباتور  
 يها افته جهت انجام تستي رشد يها ين مدت کلن يو بعد از ا   

ــتشخ ــ ويصي ــاکتري افتراق ســودوموناس  ي از نظــر وجــود ب
  ).۱۸(  قرار گرفتنديابيش و ارزيمورد آزمانوزا يآئروژ

سک ي با استفاده از روش ديکيوتيب ي مقاومت آنتين الگوييتع
 بـر  نوزايسودوموناس آئروژ ی زولهي ا ١٠٠ت  يحساس :وژنيفيد

 CLSI يوژن و طبق دستورالعمل هـا  يفيسک د ياساس روش د  
ــام گرد ــانجـ ــد. ديـ ــا سکيـ ــيهـ ــب ي آنتـ ــفپيکيوتيـ    مي سـ

   ميدي، ســفتاز)ميکروگــرم ۳۰( ميسفوتاکـس  ،)ميکروگـرم  ۳۰(
ــرم۳۰( ــام ) ميکروگ ــرم۳۰(، آزترون ــي، ا) ميکروگ     پــنميم
ــرم۱۰( ــي، آم) ميکروگ ــرم۳۰( نيکاس ــي، ت) ميکروگ    نيليکارس
، )ميکروگـــــرم ۱۰۰( نيليپراســـــي، پ)ميکروگـــــرم ۷۵(
ــيپ ــام/نيليپراس ــرمميکرو /۱۰( تازوباکت ــنمي، دور)۱۰۰ گ     پ
 نيپروفلوکـساس ي، س ) ميکروگـرم  ۱۰( ، مروپنم )ميکروگرم ۱۰(
   نيستيـــ، کل)ميکروگــرم  ۱۰( نيسيـ ـ، جنتاما) ميکروگــرم ۵(
ــ تهMastاز شــرکت ) ميکروگــرم ۱۰(  ی هياز ســو. ديــه گردي

عنــوان  بـه نــوزا يسـودوموناس آئروژ  ATCC27853 اسـتاندارد 
 ).۱۹( شد استفاده يفي کنترل کی هيسو

 :)MIC( ن حـداقل غلظـت ممانعـت کننـده از رشـد     يـي عت
 بـر اسـاس   نـوزا يسـودوموناس آئروژ   ی زولهي ا ١٠٠ت  يحساس

بـا اسـتفاده از   ) MIC(حداقل غلظت ممانعت کننـده از رشـد         
 يهــا  کيــوتي بي آنتــيلوشــن بــراث بــرا  يکرودايروش م

ن يــي پـنم و مـروپنم تع  يمــيم، ايدين، سـفتاز يپروفلوکـساس يس
ســـودوموناس  ATCC27853 دارد اســـتانی هيســـو .ديـــگرد

   کنتــرل مثبــت در نظــر گرفتــهی هيعنــوان ســو بــهنــوزا يآئروژ
 ).۲۰( شد

ــيتع ــده از رشــدي ) MIC( ن حــداقل غلظــت ممانعــت کنن
 ی زولـه ي ا١٠٠ت يحساس :CCCPهمراه   ن به يپروفلوکساسيس

بر اساس حداقل غلظت مهار کننده از      نوزا  يسودوموناس آئروژ 
 يلوشـن بـراث بـرا    يکرودايروش م با استفاده از    ) MIC(رشد  

. دي ـن گرد يـي تع CCCP ی ت نسبت به مهارکننده   ين حساس ييتع
 و يين بـــه تنهـــا يپروفلوکـــساسين مطالعـــه از سيـــدر ا

کروگـرم بـر    ي م ٢٥ ييهمـراه رقـت نهـا      ن بـه  يپروفلوکساسيس
 PAO1  اسـتاندارد يهـا  هيسو .دي استفاده گردCCCPتر يل يليم

 يدانـشگاه علـوم پزشـک      يشناس ـ کروبيه شده از گروه م    يته(
ــه ــشتيش ــودوموناس آئروژ ATCC27853و )يد به ــوزاي س  ن

 ).۲۱(  کنترل استفاده شديها هيعنوان سو به

 با استفاده از RNAاستخراج  :cDNA و سنتز RNA استخراج
انجـام  ) CAT. NO.:RN7713c ناژنيشـرکت س ـ ( RNXت يک

ه ي، کل ي استخراج شده از لحاظ کم     RNA ي بررس يبرا. ديگرد
 WPA Biowave II(هــا توســط دســتگاه نــانودراپ  نــهنمو

Nanospectrophotometer ( ٢۶٠/٢۸٠از لحاظ مقدار و نسبت 
 استخراج شده از RNAمار يت ي برا . شدند ي بررس ٢۳٠/٢۶٠و  
 ـ اسـتفاده گرد  Fermentase شرکت   DNaseم  يآنز د و سـپس  ي

  (Cat.#RRO37Q)ت شرکت تاکاراي با استفاده کcDNAسنتز 
  .انجام شد

 Master-Mix2xبـا اسـتفاده از     RT-PCR :RT-PCRانجـام 
 ــ   مـــول از هـــر يلـــي م۴/۰کـــه شــامل  ناکلون يشــرکت سـ

dNTP،۳ــي م ــول از  يلـ ــز MgCl2 ،۰۸/۰مـ ــد از آنـ   مي واحـ
Taq مر  يتر از پرا  يکرولي م ١ مراز،ي پلForward  ،تر از  يکرولي م ١

ــر يپرا ــت   Reverseم   تــر يکرولي م٢کومــول، ي پ١٠بــا غلظ
  يمرهـــا بـــراي پرايتــوال . جـــام گرفـــت بــود، ان cDNAاز 

MexD-F  ،CTCGAGCTATACGTGCCTAAC و MexD-

R ،GTCCCTCTTCCCATTTCACG بــا طـــول  bp ۷۹ و 
ــايپرا ــهيمرهـــــــــــــــــ   دار  ژن خانـــــــــــــــــ

rpsl-F      ،GGCGTGCGTTACCACACCGT و rpsl-R ،
GGACGCTTGGCGCCGTACTT     با طـول bp بـوده  ١٩٤  

ب يترت ني بدRT-PCR ي مورد استفاده برايي دمای  برنامه،)۲۲(
، )گراد ی سانتي درجه ٩٤ وقهي دقInitial denaturation) ۵ :بود
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Denaturation) گراد ی سانتي درجه٩٤ و هي ثان٤٥( ،Anealing 
 ـ ثان٤٥ (Extention، )گراد ی سانتي  درجه٦٠ و هي ثان٤٥(  و هي

ــه٧٢ ــانتي  درج ــراد ی س ــهي دق٥ (Final extention، )گ   و ق
 . چرخه انجام گرفت۳۶ يراکه ب )گراد ی سانتي  درجه٧٢

Real-Time PCR:  ـ مي بررس ـيبـرا   ـزان بي  از mexDان ژن ي
Power SYBR Green PCR Master Mix ــرکت  شـ

(CatNO.4367659,Invitrogen Co, USA)  ــد ــتفاده ش . اس
ــايپرا ــرا يمره ــده ب ــتفاده ش ــرا RT-PCR ي اس ــددا ب   ي مج

Real-Time PCRها در  وبيکروتيم . مورد استفاده قرار گرفت
ــتگاه د ــرکت RotorGene6000ســـ ــه شـــ ــق بـــ    متعلـــ

Corbette Rsearch ــت   يي دمــای  و بــا برنامــه  قــرار گرف
Initial Denaturation) گـراد  ی سانتي  درجه٩٤  وقهي دق١٠( ،

Denaturation) ــ ثان٦٠ ــه ٩٤ و هيـ ــانتي درجـ ــراد ی سـ ، )گـ
Anealing) گـراد  ی سـانتي   درجه ٦١ و هي ثان ٦٠(  ،Extention 

ــ ثان١٠( ــهدر ٧٢ و هي ــانتي ج ــراد ی س    Final extention، )گ
 ي چرخه بـا دمـا  ۴۰ ي برا)گراد ی سانتي  درجه٧٢ و قهي دق٥(

 ين بـرا  يچن ـهم. گراد اجرا شد   ي سانت ی  درجه ٩٥ تا   ٧٢ذوب  
 ـ نـانومتر ا ٥٨٥ تـا  ٤٧٠شره از کانـال    تگنال من يص س يتشخ ن ي

 ـ از تيعنوان کنترل منف ن بهيهمچن .ديدستگاه استفاده گرد   يوبي
 مواد موجود در واکـنش بـه جـز    ی  همهيده شد که حاو   استفا

cDNA يبـه جـا    .باشد ي م cDNA   ـ بـه ت  وب مربـوط بـه آن      ي
DEPC  يخ انجام شد و بـرا     ي ي مراحل رو  ی همه.  افزوده شد 

 ی ز مرحلـه يها و ن  مخلوطی هي، مراحل ته  ي از آلودگ  يريجلوگ
 ـ ي بر رو  cDNAافزودن   نـار صـورت   يلام ر هـود ي ـخ و در ز  ي
  .گرفت
 ـ با استفاده از ک    DNAاستخراج  : DNAراج  استخ ت شـرکت   ي

)Cat. No. K-3000( GeNetهـا   د و غلظت نمونـه ي انجام گرد
ــوج  ــول مـ ــا۲۶۰در طـ ــتگاه ۲۸۰  تـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ    بـ

WPA Biowave II Nanospectrophotometer يمورد بررس ـ 
  .قرار گرفت

  ت ـرکـش Master Mix 2x  ازnfxB ژن يراـب :PCRام ـــانج

مـول   يلي م۴/۰  که شامل)CAT. NO.:PR901638(لون ناکيس
 ـي م dNTP،۳از هر    م ي واحـد از آنـز  MgCl2، ۰۸/۰مـول از   يل

Taq انجـام  يمراز بود برا  ي پل PCR  يمرهـا يپرا. شـد  اسـتفاده 
ــرا  ــده بــ ــتفاده شــ ــامل، ژنnfxB ژن ياســ  ،nfxB-F  شــ

TGATTTCCCATGACGAGCGACTCA    و    nfxB-R، 
AGGCCTGGATGATCTGGTTCAGTA )bp۱۹۸( بـــوده 

 ـ نوکلئوت يمرها با اطلاعات تـوال    ي پرا يتوال که) ۲۲( است  يدي
 يبـرا  .دي ـچـک گرد ) blastستم ي ـس (Gene Bankموجود در 

  يي دمـــای کلر بــا برنامـــه ي دســـتگاه ترموســـاPCRانجــام  
Initial Denaturation )گـراد  ی سـانتي  درجـه  ٩٤ و قهيدق ٥(، 

Denaturation) ــثان ٤٥ ــه ٩٤  وهيـ ــان درجـ ــراد تيی سـ ، )گـ
Anealing )گـراد  ی سـانتي    درجه ۵۵ و هيثان ٤٥(  ،Extension 

   Final extension و )گــراد ی ســانتي  درجــه٧٢ و هيــثان ٤٥(
  .م شدي چرخه تنظ٣٦ يبرا) گراد ی سانتي  درجه٧٢ و قهيدق ٥(

   ژل آگـارز   ي را بـر رو    PCRمحـصولات    :انجام الکتروفـورز  
 الکتروفورز شده Tris-Borate EDTA(TBE)با بافر درصد  ۱

ت ژل بـا    ي ـد رنگ شـد و در نها      يوم بروما يديو سپس ژل با ات    
 نانومتر از نظـر وجـود   ۲۸۰ و در طول موج Gel Docدستگاه 

 و ي و کنتـرل منف ـ يسه با مارکر مولکول ي هدف در مقا   يباندها
  .دي گرديمثبت بررس

 ژن ين تواليي تعي، براPCRپس از انجام  :Sequencingانجام 
nfxB ها به شرکت     هي از سو  يخ برBioneer   ي کشور کره جنوب 

 Chromas 1.45ج با استفاده از نرم افزار يارسال شد و سپس نتا
  . قرار گرفتي مورد بررسNCBI در Blastو 
 ينه آماري و گزMinitab13افزار   با استفاده از نرم:يز آماريآنال

t-Test  و Pearson۰۵/۰  و قرار گرفـت يج مورد بررسي نتاP< 
  . گرفته شديدار يعنوان سطح معن به
  

  ها يافته
 در ي نمونه مورد بررس١٠٠از  :مارانين سن و جنس بييتع     

 نمونه متعلق  ٢٦ نمونه متعلق به مردان و       ٧٤ يماران سوختگ يب
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  مـاران نـشان داد کـه      ي ب ي سـن  ی  محـدوده  يبررس.  بود به زنان 
 تا  ١٠ ی در محدوده درصد   ٣٢ سال،   ١٠ر  يماران ز ي ب درصد ٦

  يبـالا  درصـد    ١٠ سـال و     ٦٠ تـا    ٣٠در   درصد   ٥٢ سال،   ٣٠
 .  سال بودند٦٠

 :وژنيفيسک ديوگرام با استفاده از روش ديب يج آنتين نتاييتع

ــت   ــد مقاوم ــهي ا١٠٠درص ــودوموناس آئروژ ی زول ــوزايس    ن
 نـشان داده شـده      ١وژن در جدول    يفيسک د يبراساس روش د  

 .است
  

 سودوموناس آئروژينوزا حاصل از ديسک ديفيوژنهاي  يکي سويهبيوت نتايج مقاومت آنتي: ١ جدول

 کيوتي بيآنت

ونام  نيستيکل
زتر

آ
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پنم
مرو

  

يميا
پنم
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لوک
روف

پ
  ني

درصد مقاومت در 
 ٩٤ ٩٥ ٩٥ ٩٥ ٩٤ ٨٢ ٩١ ٧٥ ٩٨  ٩٣ ۹۰ ٩٠ ٠  يماران سوختگيب

 

ــهيبــر طبــق نتــا   وژن،يــفيسک ديــدســت آمــده از روش د ج ب
، )درصـد  ٩٨( نيليکارس ـينـسبت بـه ت   زان مقاومتين ميشتريب
 ـپــنم، مــروپنم، جنتاما يم ـيا  پــنم و يدور، ) درصــد٩٥(ن يسي

ــرمو ک) درصــد ٩٤(ن يپروفلوکــساسيس ــن ميت زان مقاومــت ي
ت ي حـساس  )د درص ـ ١٠٠( ن بـا  يستي ـک کل يوتيب يمربوط به آنت  

 . بودند MDRها هي سو) درصد۹۵( ن مطالعهيدر ا .باشد يم

  در) MIC( ن حداقل غلظـت ممانعـت کننـده از رشـد      ييتع
ــهي ا١٠٠ ــودوموناس آئروژ ی زول ــوزايس  ١٠٠از مجمــوع  :ن

مقاوم به مـروپنم   ها از نمونه  درصد٩٠، ي تحت بررسی زولهيا
مقاوم درصد  ٩٦م و يديمقاوم به سفتاز   درصد ٧٢ پنم،   يمي ا و

 نشان داده ۲ در جدول MICج  ي نتا .ن بودند يپروفلوکساسيبه س 
  .شده است

  
  هاي سودوموناس آئروژينوزا  بر روي ايزوله(MIC) نتايج حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد: ٢ جدول

 کيوتي بيآنت )تعداد (نوزايسودوموناس آئروژ يها زولهي اي بر رو(MIC) ج حداقل غلظت ممانعت کننده از رشدينتا
)ml µg/(>۲  )ml µg/(۴  )ml µg/(۸  )ml µg/(۱۶  )ml µg/(۳۲  )ml µg/(۶۴  )ml µg/(۱۲۸  )ml µg/(۲۵۶  

  ۴  ۷  ۱۹  ۳۹  ۲۰  ۶  ۱  ۴  نيپروفلوکساسيس
  ۶۴  ۶  ۲  ۰  ۳  ۳  ۶  ۸  ميديسفتاز

  ۳۴  ۲۸  ۲  ۵  ۷  ۲۴  ۷  ۳  پنم يميا
  ۴  ۲۲  ۲۲  ۱۹  ۱۵  ۸  ۸  ۲  مروپنم

  

ــيتع ــده  يـ ــت کننـ ــت ممانعـ ــداقل غلظـ ــدن حـ   از رشـ
)MIC( ی همـراه و بـدون مهارکننـده       ن به يپروفلوکساسي س 

ــکربون ــي ــکلروفن-۳د يانيل س    در(CCCP) درازونيــل هي
ــهي ا١٠٠ ــودوموناس آئروژ ی زولـ ــوزايسـ ــوع: نـ   از مجمـ
ت يها حساس زولهي ا درصد۱۶، تنها ي تحت بررسی زولهي ا۱۰۰

 درازون را نشان  يل ه يکلروفن-۳د  يانيل س ي کربون ی به مهارکننده 
 ـ        آن MICج تست   يدادند و نتا   ش از  يها با مهارکننـده کـاهش ب

 بــدون وجــود MICج تــست ي نــسبت بــه نتــايچهــار برابــر
  .)۳ جدول( مهارکننده را نشان داد
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 کلروفنيل هيدرازون- ۳ کربونيل سيانيد ی اثر مهارکننده: ۳ جدول
)CCCP ( رويMICسيپروفلوکساسين در   

   سودوموناس آئروژينوزای  ايزوله۱۰۰
 MIC يزان کاهش چند برابريم

  ن همراه بايپروفلوکساسيس
CCCP   

 يها زولهيتعداد ا
   نوزايسودوموناس آئروژ

۰  ۴۵  
۲  ۳۹  
۴  ۵  
۸  ۶  
۱۶  ۳  
۳۲  ۲  
۶۴  ۰  
۱۲۸  ۰  
۲۵۶  ۰  

 
  

  یا القـا ي ـن کـه آ ي ـن ايـي  تعيبـرا  :Real-Time PCRج ينتـا 
 ـب    باعــــــث MexCD-OprJ يان پمــــــپ ترشـــــح يــــ

ــه فلوروک ــت ب ــويمقاوم ــود   ننول ــده ب ــا ش ــه ــه، مي ــا ن   زاني
  زولـــــه بـــــا روش ي ا١٦ن يـــــ در اmexDان ژن يـــــب

Real-Time RT-PCRــ ــورد بررسـ ــرار ي مـ ــد قـ   .داده شـ
ــا ــه م Real-Time RT-PCR ج ينت ــشان داد ک ــن ــزان بي   اني

ــپ  ــوMexDپم ــا هي در س ــه فلوروکيه ــاوم ب ــوني مق ــا نول   ه
ــفيدارا ــ طي ــ از بيعي وس ــا ۲۶/٠(ان ي ــود ) ٣٤/١٥ ت ــهب   ک

ــه ــور م  ب ــط ــزا۱/۴ن يگاني ــش بي اف ــان اي ــبه ي   ن ژن محاس
  .ديگرد

ــ ــتفاده از روش   nfxBژن  يفراوانــ ــا اســ   از  :PCRبــ
ــهي ا۱۰۰ ــودوموناس آئروژ ی زول ــوزايس ــام، ن ــويتم ــا  هي س   ه
 ).۱شکل ( بودند nfxB ژن يدارا

 
 
 

  
  مجهوليها نمونه: L:Ladder  ،۱۰ -۱، يکنترل منف: nfx-B .Nژن : ١ شکل
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محـصولات   : nfxB ژن   ين تـوال  يي تع ج حاصل از انجام   ينتا
PCRبهين تواليي تعيها برا  نمونه Bioneer ي کشور کره جنوب 

 ي مـورد بررس ـ  Chromas1.45افزار ج با نرميفرستاده شد و نتا
ج ينتـا . د شـد يي تاNCBI در  Blastقرار گرفت و با استفاده از

 ـ نوکلئوتي توال۴۲ و   ۴۱ يها تيحاصل جهش در موقع     را يدي

 ـبه ترت د که   نشان دا  ن بـه   ين و گـوان   يتوزين بـه س ـ   يدي ـميب ت ي
 ـي پروتئ يجه تـوال  يل شده که درنت   ين تبد يديميت  ـ در موقعين ت ي

 يتـوال . ل نموده اسـت   ين تبد ين را به پرول   ينه لوس يد آم ي اس ١٤
 بـــا يمارســـتان مطهـــريزولــه جـــدا شـــده از ب يا nfxBژن 

 ).٢شکل   ( در بانک ژن ثبت شده است KU342706شماره

  
 nfxB  ژنينيپروتئ ي و توال nfxB و کروماتوگرام ژنيتوال: ۲ شکل

  
 

  
  

  بحث
 ـعنـوان    بـه  انوزيسودوموناس آئروژ        ک پـاتوژن فرصـت   ي

 ـ مـرگ و م ي و عامل اصل   يطلب بيمارستان   ـر در مبتلاي ان بـه  ي
 مثـل سيـستيک    ي مانند ايدز، نقص ژنتيک    يمنيستم ا يضعف س 

و (ICU)   ويـژه يهـا  ، بيماران بخش مراقبـت (CF) سيفيبروز
 يها  ظهور سويه ). ۲۳ و۲۴(  مطرح است  يان به سوختگ  يمبتلا
 ـ      يدارا  يهـا  هـا در بخـش     بيوتيـک   ي مقاومت چندگانـه بـه آنت

ايـن  . باشد ي رو به افزايش م   يمختلف از جمله بخش سوختگ    

 ـ  ي الگو يبررسمطالعه در     ـب ي مقاومت آنت  يهـا  زولـه ي ا يکيوتي
 ـ به روش د   نوزايسودوموناس آئروژ   ـفيسک د ي وژن، مقاومـت   ي

ن، يليکارس ـي مثـل ت   ي کـاربرد  يها کيوتيب ي نسبت به آنت   ييبالا
ن يپروفلوکساسي پنم و س  ين، دور يسي پنم، مروپنم، جنتاما   يميا

 ـ يتـر  عنوان اثر بخش   ن به يستيرا نشان داد و کل      ـوتيب ين آنت ک ي
جه گرفت که بـا مـصرف       يتوان نت  يب م يترت ني بد . شد يمعرف

، ي مختلـف درمـان    يهـا  ها در بخش   کيوتيب ير استاندارد آنت  يغ
 ـنـسبت بـه ط   MDR ينوزايسودوموناس آئروژ يها زولهيا ف ي
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 کـه در سـال      يا در مطالعـه  . اند ها مقاوم  کيوتيب ي از آنت  يعيوس
 ي در تهران انجام گرفت، مقاومـت بـالا       ي توسط وحدان  ۲۰۱۲

ن يليکارسيم، ت ي سفوتاکس يها کيوتي ب ينسبت به آنت  درصد   ۹۰
ــه سن، يسيــو توبراما ،  درصــد۸۸ن يپروفلوکــساسيمقاومــت ب

تازوباکتام /نيليپراسي، پ  درصد ۸۷م  ي، سفپ  درصد ۸۹ن  يليپراسيپ
 و  درصـد  ۸۱م  يدي و سـفتاز    درصـد  ۸۴، آزترئونـام     درصد ۸۶

 .)۲۵( ن مـشاهده شـد    يستي نسبت به کل    درصد ۱۰۰ت  يحساس
 در تهران انجـام   يمي توسط سل  ۲۰۱۳ که در سال     يا در مطالعه 

 نيليکارس ـيت يهـا  کيوتيب ياومت نسبت به آنتن مقيشتري ب،شد
گزارش )  درصد۹۶( پنم، مروپنم و آزترونام    يميا ،) درصد ۹۹(

مـاران  ي بين که روين مطالعات با توجه به ا  يج ا ينتا). ۲۶( شد
 مشابه  يياي جغراف ی  صورت گرفته و از لحاظ منطقه      يسوختگ
 .د ما مطابقـت دار    يج حاصل از بررس   يطور کامل با نتا    است به 

 ۲۰۱۵و همکاران در سـال   پونت بات  که توسطيا در مطالعه
 ـدر هند انجـام گرفـت مقاومـت بـه جنتاما           ،  درصـد  ۸۴ نيسي

 نيکاس ـي، آم  درصد ۷۵ نيسي، توبراما  درصد ۷۹/۷۶ ميديسفتاز
   پــنميمــي و ا درصــد۴/۷۱ نيپروفلوکــساسي، س درصــد۲/۷۳

 ـمقا). ۲۷(  گزارش شـد يماران سوختگيدر ب درصد   ۶۱  ی سهي
 ـ ين مطالعات نشان م ين مقاومت در ا   زايم  ـوتيب يدهد که آنت ک ي

 يهـا  زولهيک جهت درمان ا   يوتيب ين آنت يعنوان بهتر  ن به يستيکل
 ـ  . مطرح اسـت   نوزايسودوموناس آئروژ  ش از چهـار  يکـاهش ب

در حـــضور مهارکننـــده بـــه همـــراه  MICج ي نتـــايبرابـــر
 يين بــه تنهــايپروفلوکــساسين نــسبت بــه سيپروفلوکــساسيس
باشد که اثـر    ي م ي ترشح يها  پمپ ي اثر مهارکننده رو   يمعنا به

 ـد) درصـد  ۱۶( زولـه ي ا ۱۶مهارکننده در    در . ده شـده اسـت    ي
 ، انجـام داد ۲۰۱۵ در تهران در سال ي که آداب ي مشابه ی مطالعه

در حـضور   MIC جي نتـا ي برابـر ۴زولـه، کـاهش   يادرصـد   ۸
ال  در س ـموروگان ی در مطالعه). ۲۱( مهارکننده را نشان دادند

 ـها اثر مهارکننده د    زولهيا درصد   ۱۰ در هند در     ۲۰۱۵  ده شـد  ي
ــه.)۲۳( ــري دی  در مطالع ــيگ ــط ي از هم ــه توس ــشور ک  ن ک

ــوری  ــال چودهــ ــت، ۲۰۱۵در ســ ــام گرفــ  ۵۰MIC انجــ

 CCCP  بوده که به همراه۳۲ و  CCCPن بدونيپروفلوکساسيس

 ـ کربون ی مهارکننـده ). ۲۸( افته اسـت  ي کاهش   ۸به     ديانيل س ـ ي
درازون با مهار پمپ پروتون، باعث اختلال در يل هيکلروفن -۳

 يب عملکرد پمپ ترشح   ين ترت ي شده و به ا    ييانت غشا يگراد
 ــ    ـوتيب يرا مختـل نمـوده و باعــث تجمـع آنت ک درون ســلول ي

 ـ يبخـش  جه اثـر  يشود و در نت    ي م ييايباکتر  ـوتيب ي آنت هـا را    کي
 اني ـش ب يا افزا ينکه آ ين ا يي تع يبرا). ۲۹ و۳۰( دهد يش م يافزا

ن نقـش  يپروفلوکـساس ي در مقاومت بـه س  MexCD-oprJ پمپ
ج نسبت ي نتای سهيو مقا Real-Time-PCR ا نه، از روشيدارد 

اسـتفاده شـد و    P.auroginosa PAO1  اسـتاندارد ی هيبه سـو 
ان ي ـش ب ي افـزا  يه مـورد بررس ـ   ي سـو  ۱۶ يمشخص شد، تمام  

 ۱/۴ شين افزايانگيطور م  را داشتند که به  ي برابر ۳۶/۱۵-۲۶/۰
  P.auroginosa PAO1 اسـتاندارد ی هي را نسبت به سويبرابر

 در تهران توسط ۲۰۱۳ که در سال  يا در مطالعه . دهند ينشان م 
سـودوموناس   يها  نمونه  درصد ۱/۱۱د پور انجام گرفت     يتوح

). ۳۱(  را نشان دادندين پمپ ترشح  يان ا يش ب ي افزا نوزايآئروژ
 ـان اي ـش بيفزا در کانادا ا۲۰۱۳در سال پژوهش پورسل   در   ن ي

 گزارش شد  درصدReal-Time PCR  ،۴جيپمپ بر اساس نتا
 يپ وحشي تيها هيدر سو MexCD-oprJ يپمپ ترشح). ۱۳(

 يطيشــود و تحـت شــرا  يان نم ـيــ بنـوزا يسـودوموناس آئروژ 
ش مقاومـت   يجه باعث افـزا   يکند که در نت    يدا م يان پ يش ب يافزا
 يمصرف طـولان  ط  ين شرا ي ا ی از جمله . گردد ي م يکيوتيب يآنت

ون در  ي موتاس ـ یباشد که باعث القـا     يها م  نولونيمدت فلوروک 
 ـ ايديب با مهار رپرسور توليترت نيشده و بد nfxB ژن ن ژن، ي

 ـيافزا mexCD-oprJ انيب لينـارس و سـانچز    )۳۲( ابـد ي يش م
ــ ــرادياول ــزا ين اف ــه اف ــد ک ــش بي بودن ــح ي ــپ ترش   يان پم

MexCD-oprJ  ــت ــا موتان ــرتبط ب ــا را م ــ nfxB يه   صيشخت
   روش ز بـــا اســـتفاده ازيـــن مطالعـــه نيـــدر ا). ۳۳( دادنـــد
 PCRو Sequencingــ ــه بررس ــي ب ــا وني موتاس  nfxB ژن يه

 ـي پروتئي توال۱۴ت يپرداخته و مشخص شد در موقع      د ي اس ـين
ای کـه   در مطالعـه  . ن شده اسـت   يل به پرول  ين تبد ي لوس ی نهيآم
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 در اصـفهان انجـام     ۲۰۱۳  سـال  در  واعـظ و همکـاران     توسط
 شد که ييشناسا nfxB ي در تواليا ون نقطهي موتاس۱۲ ،رفتگ

 بود  ۳۷۲ و   ۳۷۱ يها تين در موقع  يتوزين به س  ير آدن يياکثرا تغ 
 ـ د۱۲۴ هم در کدون  missenseونيک موتاسيو  ده شـد کـه   ي

ی  در مطالعـه ). ۳۴( ن گشته بـود ير گلوتامات به آلان   ييباعث تغ 
جهـت   nfxB ي تـوال ي در فرانسه بررس۲۰۰۸ در سال جينوت
 ــ وني موتاســييشناســا ــه آلان ــشان داد ک ــا ن ــن در موقعيه   تي

گـاه  يهـا در جا    تين موقع ين شده است، که ا    يل به وال  ي تبد ۳۸
ن ژن قـرار گرفتـه،   ي ايدين رپرسور توليپروتئ DNA اتصال به

را از دست داده  DNA  اتصال بهييها توانا ن موتانتين ايبنابرا
جـه باعـث   يابد و در نتي يش مي افزا mexCD-oprJ ان ژنيو ب

 هـا  نولـون يهـا بـه خـصوص فلوروک       کيوتيب يافلاکس فعال آنت  
 يهـا   در عفونـت   يزيار مهم تجـو   ي بس يها  که از دارو   شود مي

  ).۳۳(باشد  ي ميسودوموناس
  
  يريجه گينت

سـودوموناس   يهـا  هي در سـو يکيوتيب يزان مقاومت آنت يم      
ز دارو يشکان در تجوار بالا بوده و لازم است پز  ي بس نوزايآئروژ

 مـورد نظـر را جهـت     يهـا  دقت لازم را مبذول داشته و نمونه      
نـد تـا    يشگاه ارسـال نما   ي ـوگرام به آزما  يب ي آنت يها انجام تست 

ــر ــهين گزيبهت ــي داروی ن ــراي ــو ي بي ب ــاران تج ــردديم . ز گ
 در  يار کـاربرد  ي بـس  يها کيوتي ب يها ازجمله آنت   نولونيفلوروک

 ـنــوزايسـودوموناس آئروژ  يهــا عفونـت  باشــد و مــصرف  ي م
ــولان ــدت ايط ــ م ــا ي ــث الق ــین دارو باع   ون در ژني موتاس

nfxB    يان پمـپ ترشـح    ي ـش ب يجـه باعـث افـزا     ي شده و در نت 
mexCD-oprJهــا  کيــوتيب ي آنتــكــاهش اثــرگــردد و بــا  ي مــ

پس . دينما ي مواجه م  يت جد ي را با محدود   ي درمان يها نهيگز
 ـملـه کربون   از ج  ي ترشـح  يها  پمپ ی استفاده از مهارکننده   ل ي

ن يجاد اختلال در عملکرد ا    يدرازون با ا  يل ه يکلروفن-۳د  يانيس
  . گردد يک ميوتيب ي آنتيش اثربخشيها باعث افزا پمپ
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Background and Objective: Efflux pumps are one of the major resistance mechanisms in Pseudomonas 

aeruginosa that inhibit the accumulation of antibiotics in bacterial cells. The aim of this study was determining the 

effect of carbonyl cyanide 3-chlorophenyl hydrazone (CCCP) and detecting the overexpression of pump MexCD-

oprJ in P. aeruginosa isolated from burn patients in Shahid Motahari hospital during 2014 and 2015. 

Materials and Methods: This descriptive study was performed on 100 P. aeruginosa isolates from burn patients 

in Shahid Motahari hospital. Antibiotic susceptibility tests were performed by Kirby-Bauer disc diffusion and 

broth microdilution methods according to the CLSI guidelines. The effect of CCCP was determined using the 

broth microdilution method. The expression levels of MexD-oprJ (an efflux pump) was evaluated by Real-Time 

PCR and finally detection of nfxB mutations was carried out by PCR and sequencing techniques.   

Results: Antibiogram for 100 P. aeruginosa showed maximum susceptibility and resistance to colistin (100%) 

and ticarcilin (98%), respectively. The inhibitory effect of CCCP was apparently seen in 16 isolates. Real-time 

PCR results for these strains showed overexpression in range of 0.26-15.34 (mean: 4/1). The PCR and sequencing 

techniques showed mutations that converts lucin to prolin in position 14 of the protein sequence. 

Conclusion: The increase in expression level of efflux pump MexCD-oprJ shows the prevalence of nfxB mutants 

in burn wound infections. Therefore, use of carbonyl cyanide 3-chlorophenyl hydrazone (CCCP) can help disrupt 

the function of efflux pumps and improve the effects of antibiotics. 
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