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نقش آن در مقاومت  و سودوموناس آئروژینوزابالینی   هایدر ایزولهOuter membrane protein D  ژن 

 آنتی بیوتیکی
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 25/09/1394 :تاریخ پذیرش مقاله                                   19/05/1394 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک

یک پورین اختصاصی است که ورود  OprDپروتئین  باشد.هاي بیمارستانی در بیماران بستري میشایع ترین عامل عفونتسودوموناس آئروژینوزا  :زمینه و هدف

مطالعه، این  گردد. درها میکارباپنمبه سودوموناس آئروژینوزا سبب مقاومت  OprDکند. فقدان پروتئین هاي کارباپنم به درون باکتري را تنظیم میآنتی بیوتیک

بررسی  شیرازبیماران بستري در بیمارستان سوختگی قطب الدین جدا شده از سودوموناس آئروژینوزا  هايدر باکتري outer membrane protein D(OprD)حضور ژن 

 گردید.

هاي بیوشیمیایی تستها توسط هاي سویهجداسازي شد. ویژگیسودوموناس آئروژینوزا ایزوله  66، زخم سوختگی بیماران بستري نمونه 250از  ها:روشمواد و 

مورد ارزیابی  PCRبا روش OprD هاي سودوموناس از نظر حضور ژن انجام گردید. در انتها سویه آنتی بیوگرام به روش دیسک دیفیوژن و تست مورد تائید قرار گرفت

 قرار گرفتند.

مقاومت نسبت به آنتی میزان بیشترین و آنتی بیوتیک کلرامفنیکل و کلیستین  دوبه نسبت سودوموناس آئروژینوزا هاي جدایه اسیتحسمیزان  بیشترین :نتایج

ها واجد از جدایه PCR ،61%با بررسی توسط  مشاهده شد.اریترومایسین  مروپنم، ایمی پنم، سفتازیدیم، سفوتاکسیم، جنتامایسین، هاي سیپروفلوکساسین،بیوتیک

 بودند. OprDژن 

کلرامفنیکل و  هايآنتی بیوتیکدر بیماران سوختگی سودوموناس آئروژینوزا هاي با توجه به نتایج این مطالعه، موثرترین دارو در درمان عفونت گیری:نتیجه

 گردد.وهاي کارباپنم میو موتاسیون در آن سبب مقاومت باکتري نسبت به دار OprDباشند. حذف ژن می کلیستین

 

  .PCR، سودوموناس آئروژینوزا، مقاومت آنتی بیوتیکی، OprDژن  کلمات کلیدی:

 

 

 

 مقدمه
یک پاتوژن فرصت طلب بیمارستانی است. سودوموناس آئروژینوزا 

 مقاوم هاهاي مختلفی از آنتی بیوتیکاین ارگانیسم نسبت به گروه

هاي ناشی از این ارگانیسم به علت مقاومت آنتی عفونت باشد.می

(. 2 ،1بیوتیکی ممکن است در نهایت منجر به مرگ شود )

متحرک  اکسیداز مثبت، باسیل گرم منفی،سودوموناس آئروژینوزا 

جز ه باین باکتري  .(3) و داراي یک تا سه فلاژل قطبی است

یت احیا را به نیتر کند و آنمواقعی که در حضور نیترات رشد می

  .(4) باشدنماید، در سایر موارد هوازي اجباري میمی

سودوموناس در پلیت حاوي  به علت تولید تري متیل آمین
شود استشمام می انگور یا گل یاس میوه ی شبیه بهبویآئروژینوزا 

ها تنوع ژنتیکی این باکتري به علت توانایی سازگاري با میزبان (.5)

هاي فنوتیپی متفاوتی را است و ویژگیهاي مختلف زیاد و محیط

 هايمحیط بیشتر روي خوبی به باکتري این(. 6) دهدنشان می

 آبی آگار و خونی آگار روي و کندمی رشد آزمایشگاهی کشت

هاي مولکولی جهت روش .شودمی جدا تیونین متیل ائوزین

 (.7هاي غیر تیپیک مؤثرتر و دقیق تر هستند )شناسایی ایزوله

مقاومت آنتی بیوتیکی باکتري یکی از مهم ترین عوامل 

آنتی بیوتیک هاي خانواده سودوموناس آئروژینوزا نسبت به 

مقاله پژوهشی

  

 علوم دانشگاه دانشکده پزشکی، میکروبیولوژي، ، گروهنویسنده مسئول: سهراب نجفی پور * 

 Email:sohrabnajafipour@yahoo.com                                        ایران.  فسا، فسا، پزشکی
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 (. 8باشد )یا جهش در این ژن می OprDعدم حضور ژن  کارباپنم

OprD  سودوموناس آئروژینوزا نوعی پورین اختصاصی در باکتري
کانال ورودي قندها، پپتیدهاي کوچک و آمینواسیدهاي است و 

ها به داخل کارباپنماز داروها خصوصا خانواده بعضی  بازي و

این پورین اختصاصی بسیار شبیه پورین  .باشدباکتري می

یا  OprDژن  فقدان .باشدمی E.coliدر  OmpFغیراختصاصی 

کاهش بیان آن و یا جهش در این ژن منجر به  کاهش ورود 

سودوموناس مقاومت  درون باکتري و در نهایت سببه ها بکارباپنم
مقاومت  ها ازگزارش .(10 ،9) گرددها میبه کارباپنمآئروژینوزا 

 حساسیت که دهدنشان میسودوموناس آئروژینوزا آنتی بیوتیکی 

عوامل  هاکارباپنم نسبت به کارباپنم کاهش یافته است. باکتري

شده  هاي تولیدضدمیکروبی هستند که معمولا براي درمان عفونت

شوند استفاده میسودوموناس آئروژینوزا هاي چندگانه توسط سویه

(11 .) 

 از طریق پپتیدوگلیکان سنتز ها عملکرد خود را با مهارکارباپنم

هاي متصل شونده به پنی سیلین که بر روي سطح بیرونی پروتئین

ها به طور کلی کارباپنم .دهندانجام می ،غشاي سیتوپلاسمی است

هاي هیدروفیل کوچکی هستند که قادر به عبور از آنتی بیوتیک

هاي هاي آبی پروتئیناز طریق کانال غشاي خارجی باکتري است و

ها عوامل ضدمیکروبی کارباپنم(. 12شوند )سلول می پورین وارد

ها امروزه دیگر هستند که به دلیل مصرف بی رویه آنتی بیوتیک

عدم وجود پروتئین . (13) دنگردداروي مناسبی محسوب نمی

OprD هاي مقاومت ترین مکانیسمدر غشاي بیرونی یکی از مهم

باشد. این پورین اختصاصی میسودوموناس آئروژینوزا کارباپنم در 

داراي یک نقش خاص در برداشت و جداسازي آمینواسیدهایی با 

 (.14باشد )بار مثبت مانند لایزین و گلوتامات می

 شامل: OprDبه  هاي مقاومت وابستهمکانیسم

 شود.میOprD  بیان ژنهایی که موجب کاهش ( مکانیسم1

در  وهایی که منجر به ایجاد محصولات ناکارآمد ( جهش2

)غشاي  خارج سلولی نهایت منجر به تغییر در عملکرد پورین

 گردد.می خارجی(

ناحیه بالا دستی این ژن که در نتیجه  ( تخریب پروموتر3

  افتد.اتفاق میOprD  قطعاتی به ژن حذف یا اضافه شدن

در OprD  و مس موجب کاهش بیان ژن ( فلزات روي4

شود که منجر به ایجاد مقاومت به آنتی میسودوموناس آئروژینوزا 

 .(15) گرددبیوتیک می

شود، بیشتر می OprD هایی که سبب غیرفعال شدن ژنجهش  

سبب مقاومت به ایمی پنم و به میزان کمتري به مروپنم و دوري 

 (.16گردد )پنم می

 درون ژن IS 1394و  Pa 16-Like  ISحضور عوامل ژنتیکی   

OprDگردد و در نتیجه ، سبب اختلال در عملکرد این ژن می

ها و همچنین کاهش بیان سبب مقاومت آنتی بیوتیکی به کارباپنم

 (.17گردد )میسودوموناس آئروژینوزا در OprD  ژن

سودوموناس که امروزه مقاومت آنتی بیوتیکی در  از آنجائی  
طور که  نسبت به گذشته افزایش یافته است و همانآئروژینوزا 

از جمله عوامل موثر در حساسیت به آنتی  OprD ذکر شد ژن

 این مطالعه میزان شیوع ژن لذا در ؛هاي کارباپنم استبیوتیک

OprD  در بین بیماران سودوموناس آئروژینوزا هاي بالینی ایزولهدر

سوختگی و نقش آن در مقاومت آنتی بیوتیکی بستري بیمارستان 

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت.ایزوله

 

 هامواد و روش
تا اسفند  91)اسفند ماه  سالیک به مدت که  در این مطالعه

بیمار سوختگی بستري شده در  250 از ( به طول انجامید،92ماه 

انجام نمونه گیري مستقیم از زخم  شیرازالدین  بیمارستان قطب

سودوموناس هاي به منظور جداسازي سویه سپس .گرفت
هاي تشخیصی شامل روش فنوتیپی، تست به کمکآئروژینوزا 

کشت بر درجه سانتی گراد، رنگ آمیزي گرم،  42 رشد در دماي

هایی از قبیل و تست EMB Agar ، Blood Agarهايروي محیط

ت و سیمون سیترات هوی TSI ،MR-VP ،SIMکاتالاز،  اکسیداز،

ها تایید شد و توسط تست آنتی بیوگرام از نظر مقاومت آنتی سویه

ارزیابی قرار گرفتند. ارزیابی حساسیت ضد میکروبی  بیوتیکی مورد

مطابق روش استاندارد انتشار از دیسک انجام گردید. جهت انجام 

ي سودوموناس آئروژینوزاهاي تست آنتی بیوگرام در ابتدا کلنی

دارد نیم مک فارلند نینت براث را با استاحل شده در محیط نوتر

سنجیده و وقتی به کدورت مورد نظر و مطابق با استاندارد رسید، 
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آنتی هاي بر روي محیط مولر هینتون آگار کشت داده و دیسک

میلی متر  5میلی متر از لبه پلیت و به فاصله  3به فاصله  بیوتیک

درجه  37 ساعت دماي 24 و بعد از قرار داده شدنسبت به یکدیگر 

ایجاد هاله یا عدم ایجاد هاله که نشان ، سانتی گراد درون انکوباتور

ارزیابی قرار  موردحساسیت و مقاومت باکتري هست دهنده 

 گرفت.

هاي آنتی بیوتیکی مورد استفاده شامل دیسک

 ایمیپنم، فتازیدیم، سفوتاکسیم، سیپروفلوکساسین، جنتامایسین،

هاي )دیسک کلرامفنیکل و کلیستین بودند اریترومایسین، مروپنم،

هاي مدیا  آنتی بیوتیکی به کار رفته در این آزمایش از شرکت

 هندوستان خریداري شد(.

هاي فنوتیپی و مشاهده میزان پس از شناسایی باکتري با روش

  OprD باکتري استخراج شد و ژنDNA مقاومت آنتی بیوتیکی، 

درصد  5/1آمپلی فاي شد و روي ژل آگاروز  PCRبا روش 

الکتروفورز گردید. از اتیدیوم بروماید در ساخت ژل استفاده شد. 

ایران( مورداستفاده قرار  -، کیت )سیناژنDNAجهت استخراج 

 از جفت پرایمرهاي ذکر شده در جدول PCRگرفت. براي انجام 

 استفاده شد. 1

 PCR، 1ر بافر میکرولیت 5/2از  Master Mixجهت ساخت 

میکرولیتر آنزیم  5/0 و SNTPd میکرولیتر 2lCgM، 1 میکرولیتر

Taq 3 میکرولیتر از هر پرایمر به همراه 1 پلی مراز به همراه 

میکرولیتر تهیه و در  25 کلی الگو با حجم DNA میکرولیتر از

شرایط واکنش  قرار داده شد. Bio Rad ترمال سایکلر دستگاه

PCR جهت شناسایی ژن OprD  در سودوموناس آئروژینوزا در

 ذکر شده است. 2جدول 

 
 

 نتایج
سودوموناس  جدایه 66نتایج حاصل از تست آنتی بیوگرام 

درصد به تمام آنتی  90 نشان داد که بیش ازآئروژینوزا 

 Colictinهاي رایج مقاوم هستند و تنها به آنتی بیوتیک بیوتیک

 باشند. حساس می

در درمان و  Colictin با توجه به تاثیر مطلوب آنتی بیوتیک

وان از این دارو به صورت ترکیبی با تبهبود بیماران سوختگی می

ها نسبت به ها استفاده نمود. درصد مقاومتسایر آنتی بیوتیک

بیشترین مقاومت  باشند.هاي مختلف متفاوت میآنتی بیوتیک

 جنتامایسین، هاي سیپروفلوکساسین،نسبت به آنتی بیوتیک

اریترومایسین و  مروپنم، ایمی پنم، سفتازیدیم، سفوتاکسیم،

کمترین میزان مقاومت به دو آنتی بیوتیک کلرامفنیکل و 

 شود.کلیستین مربوط می

( %26نمونه ) 66 تعداد نمونه مورد مطالعه، 250از بین 

ابتدا به روش فنوتیپی و سپس به روش سودوموناس آئروژینوزا 

تائید S rRNA(ATCC 27583)16مولکولی با استفاده ازپرایمر 

( از نظر %60مورد ) 40تعداد  PCR ( توسط آزمایش1شد.) شکل 

 .(2) شکل  مثبت شدند OprD ژن 

   OprDهاي جفت پرایمرهاي پیشرو و معکوس براي ژن .1 جدول

gene Sequence of forward Primer(5 -́ 3 )́ Sequence of reverse primer (5 -́ 3 )́ Product bp 

OprD ATGAAAGTGATGAAG CAGGATCGACAGCGG 
1330 ῀ 
2660 ῀ 

 

 
 OprD ژن  جهت شناسایی PCR شرایط واکنش  .2جدول 

Stage Template time Loop ( cycles) 

First: 94°C 5min 1 

Denaturation 

Annealing  

Elongation 

94°C 

50°C 

72°C                                   

30s 

30s 

1min 

50 
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 گیریو نتیجه  بحث
سزایی در ه نقش ب OprDبا توجه به نتایج به دست آمده ژن 

به آنتی بیوتیک کارباپنم دارد.  سودوموناسحساسیت باکتري 

هاي خانواده اصلی ترین راه ورود آنتی بیوتیک OprDپروتئین 

(. موتاسیون در ژن 18باشد )می سودوموناسکارباپنم در خانواده 

OprD این مطالعه منجر به هاي مورد بررسی درسودوموناس 

اما تاثیري  ،شودافزایش مقاومت در برابر مروپنم و دوري پنم می

(. 19) نداردسودوموناس آئروژینوزا بر روي حساسیت ایمیپنم در 

هاي خانواده به آنتی بیوتیکسودوموناس آئروژینوزا امروزه 

هاي بیمارستانی حدود زیادي مقاوم بوده و در عفونتکارباپنم تا 

 (.20) نمایدسزایی را ایفا میه نقش ب

ضمن بررسی الگوهاي مقاومت،  2008 فارا و همکاران در سال

هاي مقاوم به ایمی پنم درصد از ایزوله 5/29مشاهده کردند که 

نسبت به سیپروفلوکساسین یا پیپراسیلین حساس هستند و این 

سودوموناس آئروژینوزا مؤثرترین آنتی بیوتیک در درمان  دو دارو
ها کمتر ها از سایر آنتی بیوتیکباشند و میزان مقاومت به آنمی

 (. 21) است

هاي تشخیص مولکولی منجر به درمان مؤثر گسترش روش

ها هاي مقاوم باکتريشود و از گسترش ایزولهبیماران می

عوامل  پاتوژن فرصت طلب یکی ازنماید. این باکتري جلوگیري می

هاي هاي سوختگی و سومین عامل شایع عفونتعفونت

باشد و سبب مرگ بیماران با ضعف سیستم ایمنی بیمارستانی می

 .(22) شودمی

سودوموناس آئروژینوزا هاي درمان موثر عفونت لزومبا توجه به  
وجود ترکیب یا  ،OprD با ژنی آنتی بیوتیک ترابطه مقاومو 

و ورود آنتی را خنثی نموده  OprDدارویی که موتاسیون ژن 

اید در درمان موثر خواهد بود. تسهیل نمرا  هاي کارباپنمبیوتیک

به عنوان   Mex ABوOprD  ارتباط تنگاتنگی بین پروتئین

اي در پروتئین غشاي خارجی، با پمپ افلاکس که نقش عمده

ها و مقاومت آنتی انتشار خارجی )برون دهی( آنتی بیوتیک

لذا  مشاهده شده است؛دارد، سودوموناس آئروژینوزا بیوتیکی 

مطالعه بر روي ارتباط این دو مورد و نحوه همکاري و عملکرد 

هاي باشد. از سوي دیگر آنزیمها با یکدیگر مورد نیاز میآن

سودوموناس آئروژینوزا مختلفی در پدیده مقاومت آنتی بیوتیکی 
توان به خانواده هاي آنزیمی میترین گروهمله مهمنقش دارد. از ج

 خنثی شدن اشاره کرد.بتالاکتامازها خصوصا متالوبتالاکتامازها 

اي که بتواند موتاسیون را یا وجود مادهOprD  موتاسیون ژن

باکتري نسبت به آنتی  حساسیتتواند به غیرفعال کند می

 
 

و  هاي جداسازي شدهایزوله S RNA16 ژن  PCRنتایج . 1شکل 

 (ATCC 27583) آئروژینوزا سودوموناسسویه استاندارد 

 

 
 

 
 

ژن  PCRمحصول  2600bp باند -   OprDژن PCR نتایج .2شکل 

 هژن موتاسیون یافت  PCRمحصول  1330bpو باند OprDکامل 
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سیلین و هاي خانواده کارباپنم )نسل جدید پنی بیوتیک

 بتالاکتاماز( منجر گردد.
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 درمانی بهداشتی خدمات و پزشکی ولیعصر)عج( و دانشگاه علوم

 دارند.میاعلام  طرح پژوهشی مالی این حمایت لحاظ فسا به
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Abstract 
Background & Objectives: Pseudomonas aeruginosa is a common cause of nosocomial infection. OprD protein is a 

specific protein regulating the uptake of carbapenem antibiotic. Loss of OprD is the main mechanism of Pseudomonas 

Aeruginosa resistance to carbapenem. In this study, the presence of OprD gene is investigated in isolated Pseudomonas 

Aeruginosa in burn patients of Ghotboddin hospital in Shiraz. 

 

Material & Methods: Sixtysix Pseudomonas Aeruginosa were isolated from wound specimens of 250 burn patients. 

Strain characteristics were confirmed by biochemical tests. Antibiogram was done via disc diffusion method. Finally, 

OprD gene was investigated by PCR. 

 

Results: Isolated Pseudomonas Aeruginosa showed more sensitivity to chloramphenicol and colicitin and more 

resistance to ciprofloxacin, gentamycin, cefotaxim, ceftazidin, imipenem, meropenem, and erythromycin. 61 percent of 

isolates were positive for OprD gene by PCR.  

 

Conclusion: The findings of this study revealed that Colicitin and chloramphenicol are more effective in treatment of 

Pseudomonas Aeruginosa infections in burn patients, and deletion and mutation in OprD gene cause bacterium resistance 

to carbapenem antibiotic. 
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