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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa is one of the most common opportunistic microorganisms causing 

infections in a wide variety of patients. Increasing intrinsic and acquired resistance to 

antibiotics is a global challenge for the treatment of infections. The aim of this study is to 

evaluate the extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and AmpC beta-lactamase activity of 

Pseudomonas anrogenase isolated from clinical specimens. In this research 55 strains of 

Pseudomonas aeruginosa isolated from clinical patients were identified by biochemical methods 

and then their antibiotic resistance pattern was determined by diffusion method. The strains 

producing ESBLs were evaluated by combined test and AmpC by the double synergism 

phenotypic method. Molecular methods were also used to detect strains carrying ACC, FOX, 

MOX, DHA, MIR, CMY, TEM, SHV and CTX genes. In this study, the highest resistance was 

to the antibiotic meropenem (52.7%) and the lowest resistance was to the antibiotic colistin 

(1.8%). When the synergism of the double discs was examined, 61.8% of the strains were found 

to produce AmpC. None of the strains in this study were ESBLs. The frequencies of DHA, 

MOX, FOX, ACC, SHV and CTX genes were 30.9%, 12.7%, 81.8%, 27.3%, 5.5% and 5.5%, 

respectively. MIR, CMY and TEM genes were not observed in any of the strains in this study. 

The results showed the frequency of the FOX gene among the strains and the greater resistance 

of these strains to the antibiotic meropenem, and AmpC β-lactamase activity was evaluated as 

an important factor in the occurrence of antibiotic resistance. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, combined disc test, double disc synergism test,AmpC, 

ESBL 
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Introduction 

 Pseudomonas aeruginosa is one of the most common opportunistic microorganisms causing 

infections in various patients  including respiratory infections, hereditary cystic fibrosis, 

bacteraemia, burns, septicemia and other infections. P. aeruginosa is resistant to a wide range 

of antibiotics, including penicillins, broad-spectrum cephalosporins and carbapenems. 

Increasing intrinsic and acquired resistance to antibiotics is a global challenge in the treatment 

of infectionsProduction of beta-lactamase enzymes and increased expression of efflux pumps 

play a major role in the resistance of Pseudomonas aeruginosa strains to beta-lactam antibiotics. 

Beta-lactams, such as cephalosporins, are antibiotics that are widely engineered to be resistant 

to the hydrolytic activities of beta-lactamase enzymes. The production of beta-lactamase 

enzymes is one of the main mechanisms by which Gram-negative bacteria develop resistance to 

beta-lactam antibiotics. With the indiscriminate use of this class of antibiotics and the selective 

pressure on bacteria, newer beta-lactamases have emerged that are resistant to these antibiotics 

a new class of these enzymes called broad-spectrum beta-lactamases. Nowadays, beta-

lactamases are being released in a wide range and have spread to many bacteria, such as P. 

aeruginosa. These agents are placed on plasmids , which facilitates their spread in bacteria. In 

addition, bacteria that produce ESBLs are often resistant many non-beta-lactam drugs such as 

trimethoprim, quinolones, sulfamethoxazole and aminoglycosides, causing many problems in 

the treatment of infections caused by them. AmpC enzymes, often inducible by beta-lactams, 

are encoded by chromosomal genes and are present in many Gram-negative bacilli. Most of the 

enzymes are AmpC cephalosporinases, but to some extent they have the ability to hydrolyse 

other beta-lactams such as penicillins. This enzyme is resistant to inhibition by clavulanic acid 

and biologically confers resistance to cephamycins and oxyaminobutalactams. The aim of this 

study is to evaluate the extended spectrum beta-lactamase (ESBL) and AmpC beta-lactamase 

activity in P. aeruginosa isolated from clinical specimens. 

 

Materials & Methods: 

 This study was conducted on P. aeruginosa isolated from 55 clinical samples of patients 

referred to Milad Hospital in Tehran as outpatients and inpatients. Bacterial strains were 

identified by biochemical methods such as Gram stain, TSI, SIM, MRVP, indole, simon citrate, 

OF test and oxidase and then their antibiotic resistance pattern was determined by disc diffusion 

method. The strains producing ESBL were evaluated by combined disc test (to perform this 

step, combined disc method of clavonic acid, ceftazidime and cefotaxime purchased from 

Padton Teb Company was used. According to the company, after preparing a suspension of half 

of McFarland from the strains studied, disc of ceftazidime, ceftazidime clavonic, cefotaxime 

and cefotaxime clavonic acid were placed at a distance of 20 mm from each other on an agar 

plate after 24 hours of incubation at a temperature 37°C of the strains, if the increase in halo 

diameter associated with Clavoni  compared to each of the antibiotics was 5 mm compared to 

their halo diameter alone, it confirms the presence of ESBLs)  and AmpC by double disk 

synergism) culture was given on Mueller Hinton agar medium using swap sterile suspension 

equivalent to half of McFarland bacteria. A ceftazidime disc and a cefoxitin disc were then 

placed on the medium using sterile forceps. The plates were heated to 37°C for 24 hours. In this 

test, if after 24 hours a large halo around the ceftazidime disc and a small halo forms around the 

cefoxitin disc, and the ceftazidime halo has a flat end on the side of the cefoxitin halo, the DDT 

test is reported as positive (phenotypic method). Molecular methods have also been used to 

detect strains carrying the ACC, FOX, MOX, DHA, MIR, CMY, TEM, SHV and CTX genes  by 

polymerase chain reaction. In this study, SPSS ver-22 software was used for statistical analysis 

of the collected data. The relationship of the information was considered significant using Chi-

square test and P-value less than 0.05. 
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Results: 

 In the present study, the highest resistance to the antibiotic meropenem (52.7%) and the lowest 

resistance to the antibiotic colistin (1.8%) were observed. In addition, by examining the 

synergism of double discs, 61.8% of the strains were found to produce AmpC. None of the 

strains in this study were ESBLs. The frequencies of the DHA, MOX, FOX, ACC, SHV and CTX 

genes were 30.9%, 12.7%, 81.8%, 27.3%, 5.5% and 5.5%, respectively. MIR, CMY and TEM 

genes were not observed in any of the strains in this study. Among the strains studied, the 

highest gene coexistence is related to DHA and FOX genes (30.9%) and the lowest gene 

coexistence is related to ACC and MOX genes (1.8%). In addition,  the CTX-ACC, CTX-

MOX, SHV-ACC and SHV-MOX genes were not observed simultaneously in this study. In all 

the resistant strains studied, the highest frequency associated with the FOX gene and the lowest 

frequency with the MOX gene. Meanwhile, strains resistant to meropenem antibiotics had the 

highest frequency of genes studiedThe lowest frequency of genes was also observed in the 

strain resistant to colistin antibiotics. The frequency of SHV and CTX genes among all 

antibiotic resistant strains was observed at the same level (5.5%). Also with statistical analyses 

of resistance to ciprofloxacin, ceftazidime, lofloxacin, piperacillin, amikacin and gentamicin 

and SHV and CTX genes, also between resistance to amikacin and gentamicin antibiotics and 

ACC gene and finally between resistance to antibiotics gentamicin biotic and FOX gene were 

significantly related P value<0.05). 

 

Conclusion: 

The results showed the frequency of FOX gene among the strains and the greater resistance of 

these strains to the antibiotic meropenem, and AmpC β-lactamase activity was evaluated as an 

important factor in the occurrence of resistance to antibiotics.  

Today, antimicrobial resistance in Gram-negative bacteria is rapidly becoming a global 

public health crisis. In particular the emergence of ESBL and AmpC strains and the acquisition 

of other resistance genes with the ability to cope with new antibiotics is very worrying. This 

highlights the importance of continued and comprehensive studies of these strains. On the other 

hand, the number of organisms capable of producing ESBL and AmpC enzymes in 

Pseudomonas aeruginosa strains is increasing, which is one of the most important issues in the 

treatment of infections caused by this bacterium. In the present study, the strains carrying the 

genes studied were highly resistant to antibiotics. The study also founda significant association 

between AmpC-positive strains and antibiotic resistance . The study found that extended-

spectrum beta-lactamase (ESBL) resistance was not present in the strains tested, and a small 

number of strains carried the genes for this type of resistance. Since most resistance is induced, 

it seems that in recent years the antibiotics that induce this type of resistance have been used 

less in treatment and this resistance has decreased, but because of the increased use of third-

generation cephalosporins, this resistance is still there. It is present at high levels in pathogen 

strains. 
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 چکیده
 .شودیممختلف  یمارانطلب است که باعث عفونت در بفرصت یهاسمیکروارگانیماز  یکی سودوموناس آئروژینوزا 

 یناز ا یناش یهاعفونتها، درمان یوتیکبیآنتبه  یباکتر ینا یمقاومت اکتساب یشگسترده و افزا یمقاومت ذات

و  AmpCو  ESBLs فعالیت بتالاکتامازیهدف از این مطالعه بررسی . کندیم یلچالش تبد یک هرا ب یکروارگانیسمم

سویه  11تعداد  .است سودوموناس آئروژینوزادر  هامیآنزدخیل در تولید این  یهاژنهمچنین بررسی وجود 

سپس الگوی  اند.بیوشیمیایی تعیین هویت شده یهاروشجداشده از بیماران بالینی به  آئروژینوزاسودوموناس 

 به روش دیسک ترکیبی و ESBLsمولد  یهاهیسو. شدمشخص  انتشار از دیسک به روش هاآنبیوتیکی آنتیمقاومت 

AmpC  یهاژنحامل  یهاهیسو. همچنین برای تشخیص شدندبه روش فنوتیپی سینرژیسم دو دیسک ارزیابی ACC ،
FOX ،MOX ،DHA ،MIR ،CMY ،TEM ،SHV  وCTX  در مطالعه حاضر با  .شدمولکولی استفاده  یهاروشاز

یک از هیچمشاهده شدند. در این مطالعه  AmpCمولد  هاهیسواز درصد  2/15بررسی سینرژیسم دو دیسک، 

، 9/14ترتیب به CTX و DHA، MOX، FOX، ACC، SHV یهاژننبودند. فراوانی هریک از  ESBLs یهاهیسو

مشاهده  هاهیسویک از هیچدر این مطالعه در  TEMو  MIR ،CMY یهاژنو درصد  1/1و  1/1، 1/87، 2/25، 7/58

بیوتیک مروپنم نسبت به آنتی هاهیسوو مقاومت بیشتر این  هاهیسودر بین  FOXفراوانی ژن  کنندةنتایج بیان .ندنشد

 . ارزیابی شد هاکیوتیبآنتیمقاومت به  ایجادمهم در  یبتالاکتامازی عامل AmpCفعالیت  ؛بود

 AmpC ،ESBLدیسک ترکیبی، ، ، سینرژیسم دو دیسکسودوموناس آئروژینوزا :های کلیدیواژه

                                                 

 نویسندة مسئول مکاتبات: فاطمه نوربخش  
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 مقدمه

و  یگرم منف هاییباکتر ینترمهمء جز هاسودوموناس

 رده گاماپروتئوباکترها یا،متعلق به شاخه پروتئوباکتر

جنس سودوموناس، در همه جا وجود  یهستند. اعضا

درحال فساد، پوشش  ی؛ در خاک، مواد آلدارند

مخازن مرطوب مانند ارستان، یمب یطمح ،آب ،یاهیگ

درمان  شورها، وسایلینها، زمتوالت یی،وان دستشو

کننده یضدعفون یهادر محلول یو حت یالیزو د یتنفس

 یباکتر یناز ا یناش یهاعفونت. (8, 5) شوندیم یافت

در  یتنفس یهاعفونت مانند یگوناگون یهابه صورت

 یهالرصورت ذاتخصوص بهبهو  یمارستانیب هاییطمح

یستمیک، س یهاعفونتیه، تهو یستماز س یانتقال

ها و عفونت در استخوان ،دستگاه گوارش یهاعفونت

 غالباً یباکتر ین. ادنکنیظهور م یتدرمات مفاصل و

خود منجر به  ینو ا شودیم یزهمزمن کلونصورت به

 یویر هاییتو کاهش فعال یهر یهابافت یبتخر

 .(0 ,1) شودیم

 ینتراز مهم یکی سودوموناس آئروژینوزا

است.  بیوتیکییمقاوم در برابر عوامل آنت هاییسمارگان

 یمارانعفونت در ب یجادعوامل ا ینتراز مهم یباکتر ینا

صورت به معمولاًکه  ستا هایمارستاندر ب شدهیبستر

. دهدیخود را نشان م یهالرو ذات یمیباکتر

در مقابل  ذاتاًکه ینا رعلاوه ب سودوموناس آئروژینوزا

تا در  درا دار یتقابل ینمقاوم است، ا هابیوتیکیآنت

خود را  یمقاومت یتخاص ،یدجد هایبیوتیکیآنتبرابر 

 .(1)کند  یروزرسانبهحفظ و 

 یهاعفونتبهترین گزینه برای درمان بسیاری از 

خانواده بتالاکتام  یهاکیوتیبیآنتباکتریایی استفاده از 

گرم منفی قادرند با تولید  یهایباکتر ،حال با این ؛است

مقاومت  هاکیوتیبیآنتلاکتاماز نسبت به این -آنزیم بتا

بتالاکتاماز قادرند حلقه بتالاکتام  یهامیآنزکسب کنند. 

کنند و به این ترتیب آن را غیرفعال کنند را هیدرولیز 

 یهامیآنز یبرا یاصل یبندطبقه سیستمدو . (1)

-Bushسیستم و  Ambler ستمیسشامل بتالاکتاماز 

Jacoby در سیستم . ندوجود دارAmbler ،یهامیآنز 

تا  Aاز  نهیآم دیاس یتوال یهمولوژبتالاکتاماز براساس 

D در سیستم . شوندیمبندی طبقهBush-Jacoby 

 ن،یلیسیپنسوبسترا ) زیدرولیه لیبراساس پروفا

گسترده، کارباپنم(  فیبا ط نیسفالوسپور ن،یسفالوسپور

بتالاکتاماز  یهامهارکننده)همچنین مهارکننده و 

بندی طبقه 0تا  5های به گروهکلاولانات و تازوباکتام( 

 .(7) شوندیم

 ازطریق مکانیسم Dو  A ،Cکلاس  یبتالاکتامازها

. بالایی دارند یشباهت ساختارو کنند میسرین عمل 

عمل  Zn+2ازطریق یون  Bکلاس  یبتالاکتامازها

شناخته ( MBLsمتالو بتالاکتامازها )عنوان بهو کنند می

 .(2) شوندیم

 الطیفیعیوس یهامیآنز ،یگرم منف یهایباکتردر 

 یدنبال معرفبه SHV-1و  TEM-1مانند 

. (9) نسل اول و دوم به وجود آمدند یهانیسفالوسپور

مانند الطیف وسیعلاکتام -بتا یهاکیوتیبیآنت، متعاقباً

شدند که در برابر  یمعرف میو سفوتاکس میدیسفتاز

استفاده مقاوم بودند.  هامیآنز نیتوسط ا زیدرولیه

منجر به تکامل ها بیوتیکآنتیگسترده از این 

 زیدرولیداروها را ه نیشد که ا یدیجد یبتالاکتامازها

گروه ازنظر این . (54) نامیده شدند ESBLکه  کندیم

کلاس و از  اندپراکندهجهان در سراسر  کیولوژیدمیاپ

A  یهامیآنز. (55) شوندیمبتالاکتامازها محسوب 

ESBL ًهای ایجادشده از موتانتشامل  عموماTEM  و

SHV قدرت هیدرولیتیک محدودتری دارند هستند و 

، ACC ،DHAشامل  AmpC. بتالاکتامازهای نوع (58)

FOX ،MOX ،ACT ،BIL ،LAT  وCMY  که هستند

 هاییهسو تمامی. (51) رندیگیمقرار  Cدر گروه 

هستند که  AmpCژن  یدارا سودوموناس آئروژینوزا

 ینترمعروفاز . شوندیها القاء متوسط بتالاکتام

 PSE-1 توانیم سودوموناس آئروژینوزای بتالاکتامازها
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شامل از بتالاکتامازها  یگری. گروه درا نام برد PSE-4و 

SHV ،ESBLs  وOXA از مقاومت را  یابازه گسترده

 ینا یان. از مکنندیم یجادا سودوموناس آئروژینوزادر 

آنها  یهاگونه یند و بعضافعال یشترها بESBLها، گروه

سودوموناس  هاییهسو یدر تمام باًیتقر، OXAمانند 
  .(50) شوندیم یافت آئروژینوزا

 یگرم منف یهاجنسدر  AmpC یهاژن بیان

 یا ییصورت القابهمختلف متفاوت بوده و ممکن است 

-DHA-1،DHA یهامیآنز .دهد یرو ییالقایرغ

2،ACD-1،CMY-3، CFE-1 ییالقا یهایلینازسیآمپاز 

 ،یا یباکتر فرئوندیتروس باکتر،انترو یهاگونه .هستند
و  یایمورگان ورگانلام ،یسنسمارس یاسراش

هستند  ییهاسمیارگانازجمله  ینوزاسودوموناس آئروژ

. دهدیم یرو ییصورت القابه هاآندر  یمآنز یدکه تول

 یمقاومت خاص ییالقا یهایلینازسیآمپواجد  یهازولهیا

  .(51) دارند یتیندر برابر سفوکس

 ینوزاسودوموناس آئروژ یهاگونهظهور  افزایش

مقاومت  خصوصبه ،بیوتیکیآنتیمقاومت دارای 

درمان  ةمشکلات بسیاری درزمین ،چنددارویی

 است. علاوه برکرده ناشی از آنها ایجاد  یهاعفونت

ارتباط مستقیمی بین  اندنشان داده هایبررساین، 

و ها بیوتیکآنتیبه  سودوموناس آئروژینوزامقاومت 

 یهاژن(. 51، 58) ها وجود داردبیوتیکآنتیمصرف 

ESBL  به دیگر  چندگانه یهامقاومتدر بروز

ها نقش دارند و از همین رو بروز و انتشار بیوتیکآنتی

مشکلات بسیاری در درمان  ESBLمختلف  یهاژن

با توجه به  (.58) کندیمناشی از آنها ایجاد  یهاعفونت

 ،سودوموناس ائروژینوزا یهاهیسوشیوع مقاومت در 
بیمارستانی،  یهاعفونتعنوان یکی از عوامل اصلی به

 تیفعالبیوتیکی، آنتیدر تحقیق حاضر میزان مقاومت 

 AmpC ، فعالیت(ESBLگسترده ) فیط یبتالاکتاماز

 یدخیل در القا یهاژنو همچنین فراوانی  یبتالاکتاماز

جداشده از  نوزایآنروژ سودموناس هیسومقاومت در 

 ی ارزیابی شد.نیبال یهانمونه

 

 هاروشمواد و 

 گیرینمونه

جداشده از  یهاسودوموناس ائروژینوزا یمطالعه رو ینا

 یمارستانکننده به بمراجعه یمارانب ینینمونه بال 584

 یخاز تار یو بستر ییصورت سرپابهتهران  یلادم

. شدانجام  5045 مرداد ماهتا  5045 اردیبهشت ماه

آگار  EMB ،کشت بلاد آگار یهاطیمح یرو هانمونه

درجه  17 یآگار کشت داده و در دما یو مک کانک

. در انکوبه شدندساعت  80-02به مدت  گرادیسانت

 یباکتر یو جداساز ییشناسا یبرا یشگاهآزما

 یهاتستآمیزی گرم، رنگ ینوزاژسودوموناس آئرو

، سیمون SIM ،TSI ،MR-VPشامل  یافتراق یوشیمیاییب

 .ندانجام شدسیترات، اکسیداز و کاتالاز 

 

 یبیوتیکآنتیتعیین مقاومت 

 بائر(-یاین تست به روش دیسک دیفیوژن )کرب

انجام شد. بر این اساس  CLSIبراساس استانداردهای 

سوسپانسیون میکروبی استاندارد با غلظت نیم مک 

تهیه شد و  سودوموناس آئروژینوزافارلند از هر جدایه 

صورت چمنی بر سطح محیط کشت مولر هینتون هب

 یکیوتیبیآنت یهاسکیدآگار کشت داده شدند. سپس 

 14(، سفتازیدیم )میکرولیتر 14شامل آمیکاسین )

(، سیپروفلوکساسین میکرولیتر 54(، مروپنم )میکرولیتر

(، میکرولیتر 54(، لووفلوکساسین )میکرولیتر 1)

( میکرولیتر 54کولیستین )(، میکرولیتر 544پیپراسیلین )

طب( به  پادتن ( )شرکتمیکرولیتر 54) یسینو جنتام

متر از یکدیگر روی محیط کشت سانتی 8ه حداقل لفاص

 در ساعت 80 مدت به هاتیپل قرار داده شدند. سپس

 از استفاده گرفتند. با گراد قرارسانتی درجه 17

 اندازه متریلیم برحسب رشد هاله عدم قطر کش،خط

 به نسبت باکتری حساسیت و میزان گرفته
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 مقاوم و حساسمهینحساس،  صورتهب هاکیوتیبیآنت

 . شد گزارش

 ATCC  27853از سویه سودوموناس آئروژینوزا 

  .(51) شدعنوان کنترل مثبت استفاده به

 

 با روش دیسک ترکیبی ESBLتشخیص فنوتیپ 

ی، بیوتیکآنتی حساسیتپس از انجام تست تعیین  

های نسل سوم سفالوسپورینمقاوم به یکی از  یهاهیسو

با روش  ESBLبرای تشخیص فنوتیپ  شدهمطالعه

دیسک ترکیبی انتخاب شدند. برای انجام این مرحله 

 و سفوتاکسیم( میکرولیتر 14)سفتازیدیم  یهاسکید

 54( و دیسک کلاونیک اسید )میکرولیتر 14)

متری میلی 84به فاصله  (کت پادتن طبشر( )میکرولیتر

مدنظر روی محیط آگار  یهاهیجداروی کشت چمنی 

در دمای اسیون انکوبساعت  80از پس . قرار داده شدند

، اگر افزایش قطر هاله مربوط به گرادسانتی درجه 17

در مقایسه  هاکیوتیبیآنتکلاونیک نسبت به هریک از 

 ،بود متریلیم 1به تنهایی به میزان  هاآنبا قطر هاله 

 .(57) است ESBLsوجود  ةکننددییتأ

 PCRدر شده پرایمرهای استفاده .5 جدول

Table 1. primers used in PCR 
 

 ژن توالی پرایمر bp منبع

(91) 078 F: TGG CCG TTG CCG TTA TCT AC 
R: CCC GTT TTA TGC ACC CAT GA CMY 

(91) 584 F: AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T 
R: CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC DHA 

(91) 428 F: GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 
R: CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C MOX 

(91) 918 
F: AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 
R: CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG 

FOX 

(91) 282 
F: TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG 
R: CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT 

MIR 

(91) 253 
F: AAC AGC TCT AGC AGC CGG TTA 
R: TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC ACC 

(28) 545 
F: TCG CCG CAT ACA CTA TTC TCA GAA TG 

R: ACG CTC ACC GGC TCC AGA TTT AT 
TEM 

(28) 757 
F: ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 

R: TGC TTT GTT CGG GCC AA 
SHV 

(28) 412 
F: ATG TGC AGY ACC AGT AA? GTK ATG GC 

R: TGG GT AA TA GT ACC AGA AC AGC G 
CTX 

 

( برای بررسی DDSتست سینرژیسم دو دیسک )

 AmpCی هاهیسو

، یک دیسک سفتازیدیم و یک دیسک DDS5در تست 

متری روی کشت چمنی میلی 84سفوکسیتین به فاصله 

ی مدنظر روی محیط آگار قرار داده شدند. هاهیجدا

گراد درجه سانتی 17ساعت انکوباسیون در  80پس از 

شده بررسی شدند. اگر ها ازنظر قطر هاله تشکیلپلیت

در اطراف دیسک سفتازیدیم یک هاله بزرگ و اطراف 

 دیسک سفوکسیتین هاله کوچک تشکیل شود و هاله 

                                                 
3 Double Disk Synergy 

 

سفتازیدیم در سمت هاله سفوکسیتین دارای انتهای 

 .(52) شودیممثبت گزارش  DDSصاف باشد، تست 

 

و روش ژنوتیپی تعیین  DNAاستخراج 

 ESBLو  AmpCی هاهیسو

به روش ستونی برحسب دستورالعمل  DNAاستخراج 

توالی  .شد)شرکت سیناژن( انجام  سازنده کیت

شده و توالی پرایمرهای مورد نیاز از مقالات استخراج

بررسی شد.  NCBIدر سایت  BLASTافزار آنها با نرم

عدم تشکیل ساقه و لوپ،  Oligo7افزار سپس با نرم

بررسی و برای سنتز توالی به شرکت ماکروژن کشور 
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ی هاژنمنظور تکثیر (. به5جدول کره سفارش داده شد )

 81یی با حجم نها PCRهر واکنش شده، مطالعه

 1/58به میزان  master mix(2X) ازمتشکل  میکرولیتر

میکرولیتر،  9به میزان  لی، آب مقطر استرمیکرولیتر

ی DNAپیکومول و  54به میزان  هامریپراهرکدام از 

کنندة با دمای دناتوره افزوده ونانوگرم  84الگو به میزان 

دقیقه، دمای اتصال  5گراد به مدت درجه سانتی 90

دقیقه و دمای  5گراد به مدت درجه سانتی 12پرایمر 

و طی  دقیقه 5گراد به مدت درجه سانتی 78سازی طویل

با هر داده شد. قرار  کلریدر دستگاه ترموساسیکل  14

کنترل  کیکنترل مثبت و  کی،  PCRاجرای یسر

  .شداستفاده  ینفم

 

 آنالیز آماری نتایج 

افزار نرم از شدهآوریجمعبرای آنالیز آماری اطلاعات 

SPSS ver-22  مقدار خی استفاده شد. آزمون وP-

value  دار در نظر گرفته شد.امعن 41/4کمتر از 

 
 نوزایسودوموناس آئروژ یهاهیسودر  یبیوتیکآنتیمقاومت  یدرصد فراوان .5 نمودار

Figure-1. frequency of antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa strains 
   

 هاافتهی

و  ییسرپا گانکنندمراجعه ینیبال یهانمونهاز 

 سویه 11تعداد  ،تهران یلادم یمارستانب شده دریبستر

ی بیوشیمیایی هاتستبراساس  سودوموناس آئروژینوزا

آمده از تست دستشناسایی شدند. براساس نتایج به

ی هاهیسوبیوتیکی، کمترین مقاومت مقاومت آنتی

شده نسبت به مطالعه سودوموناس آئروژینوزا

درصد( و بیشترین مقاومت  2/5بیوتیک کولیستین )آنتی

درصد( تعیین شد  7/18بیوتیک مروپنم )نسبت به آنتی

 (.5مودار ن)

آمده از آزمون شناسایی دستبهبراساس نتایج 

های جدایهکدام از هیچ، در این تحقیق ESBLفنوتیپ 

تشخیص داده  ESBLعنوان به سودوموناس آئروژینوزا

نیز،  DDSآمده از تست دستبهنشدند. براساس نتایج 

عنوان به هاهیجداسویه( از  10)درصد  2/15

این، ارتباط  شناسایی شدند. علاوه بر  AmpCمولد

ی و بیوتیکآنتیدارای مقاومت  یهاهیسومعناداری بین 

 . (p<0.001)مشاهده شد  AmpCمولد  یهاهیسو

آمده در دستبه سودوموناس آئروژینوزا یهاهیجدا

 ،ACC یهاژناین تحقیق ازنظر وجود یا عدم وجود 
MIR، FOX، DHA، CMY، TEM، SHV  وCTX 

 8 نمودارمدنظر در  یهاژنبررسی شدند. فراوانی نسبی 

 1/87آمده دستبهنشان داده شده است. با توجه به نتایج 

 ACC ،2/25حامل ژن  هاهیسوسویه( از  51درصد )
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 7درصد ) FOX ،7/58سویه( حامل ژن  01درصد )

سویه( حامل  57) درصد MOX ،9/14سویه( حامل ژن 

 SHV ،1/1سویه( حامل ژن  1درصد ) DHA ،1/1ژن 

یک از هیچو  بودند CTXسویه( حامل ژن  1درصد )

 و MIR، CMY یهاژنحامل  شدهبررسی یهاهیسو

TEM تشخیص داده نشدند. 

شده نشان داد مطالعه یهاهمزمان ژنبررسی حضور 

 یهامربوط به ژنحضور همزمان  نیشتریب( 1نمودار )

DHA  وFOX (9/14 درصد) مربوط به نیز  نیو کمتر

در  نی. همچندرصد( است2/5) MOXو  ACC یهاژن

-CTX-ACC ،CTX-MOX ،SHV یهامطالعه ژن نیا

ACC  وSHV-MOX نشدند. دهصورت همزمان مشاهبه 
 

 
 شدهیبررس یهاهیسو نیدر ب هاژن ینسب یفراوان .8 نمودار

Figure 2. relative frequency of genes among the strains. 

 

 
 هاژنفراوانی نسبی همزمانی  .1 نمودار

Figure 3. relative frequency of gene coexistence 

 یهاهیسودر  شدهبررسی یهاژنبررسی فراوانی 

 یهاکیوتیبیآنتمقاوم به سودوموناس آئروژینوزا 

است. با توجه به  هنشان داده شد 0 نمودار در مدنظر

 یهاهیسوآمده مشخص شد در تمامی دستبهنتایج 

 مقاوم مورد بررسی بیشترین فراوانی مربوط به ژن 

FOX و کمترین فراوانی مربوط به ژنMOX در این بود .

مروپنم  یهاکیوتیبیآنتمقاوم به  یهاهیسومیان 

داشتند. همچنین  را شدهمطالعه یهاژنبیشترین فراوانی 
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 بیوتیکآنتیمقاوم به  هیسودر  هاژنکمترین فراوانی 

در  CTXو  SHV یهاژنکولیستین مشاهده شد. فراوانی 

به یک میزان  بیوتیکآنتیمقاوم به  یهاهیسوبین تمامی 

آنالیز  یهایبررسهمچنین با  مشاهده شد. درصد( 1/1)

 یهاکیوتیبیآنتآماری بین مقاومت به 

سیپروفلوکساسین، سفتازیدیم، لوفلوکساسین، 

 و SHV یهاژنیسین و مپیپراسیلین، آمیکاسین و جنتا
CTX ، های آمیکاسین و بیوتیکآنتیبین مقاومت به

 بیوتیکآنتیو بین مقاومت به  ACCجنتامایسین و ژن 

 Pارتباط معناداری مشاهده شد ) FOXجنتامایسین و ژن 

value < 0.05.) 

 

 
 

 بیوتیکآنتیمقاوم به ی سودوموناس آئروژینوزا یهاهیسودر  هاژنفراوانی نسبی  .0 نمودار

Figure 4. relative frequency of genes in antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa strains 

 
 مثبت. AmpCی سودوموناس آئروژینوزا یهاهیسودر  هاژنفراوانی نسبی  .1 نمودار

Figure 5. relative frequency of genes in AmpC positive Pseudomonas aeruginosa strains 
 

 یهاهیدر سو شدهیبررس یهاژن یفراواننتایج بررسی 

نشان داد  مثبت AmpC ینوزایسودوموناس آئروژ

مثبت مربوط  AmpC یهاهیدر سو یژن یفراوان نیشتریب

مربوط به  یفراوان نی( و کمتردرصد 2/15) FOXبه ژن 

علاوه بر این،  .(1نمودار ) ( استدرصد 5/9) MOXژن 

مثبت  AmpCی هاهیسوو  FOXو  ACCی هاژنبین 

 (.P value < 0.05ارتباط معناداری مشاهده شد )

 یهاهیسو یبررسآمده از دستبهنتایج 

مثبت و مقاوم به  AmpC ینوزایسودوموناس آئروژ

 یکیوتیبیآنتمقاومت  نیشتریبنشان داد  هاکیوتیبیآنت

 بیوتیکآنتیمثبت نسبت به  AmpC یهاهیسو نیدر ب

کدام از چیه نیهمچنبوده و ( درصد 14مروپنم )
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 نیستیکول بیوتیکآنتیمثبت نسبت به  AmpC یهاهیسو

مثبت و  AmpC یهاهیسو نیب .(1 نمودار) مقاوم نبودند

مروپنم،  ن،یپروفلوکساسیس یهاکیوتیبیآنتمقاومت به 

و  نیکاسیآم ن،یلیپراسیپ ن،یلوفلوکساس م،یدیسفتاز

 > P value) مشاهده شد یارتباط معنادار نیسیجنتاما

0.05.)
 

 
 .مثبت AmpCی سودوموناس آئروژینوزا یهاهیسودر بین  یکیوتیبیآنتفراوانی نسبی مقاومت  .1 نمودار

Figure 6. relative frequency of antibiotic resistance among AmpC positive Pseudomonas aeruginosa strains. 
 

 بحث

را  سودوموناس آئروژینوزا یسازمان بهداشت جهان

 مقاوم به چند «5یبحران یتاولو»پاتوژن  یکعنوان به

 هاییکرده است که در برابر آن استراتژ ییدارو شناسا

 یازمورد ن یتبه فور یدو کنترل عفونت جد یدرمان

 بتالاکتامازها توسط یهامیآنز مروزه، تولیدا است.

گرم منفـی، یکـی از  یهایباکترهای پاتوژن یهاهیسو

های بتالاکتام بیوتیکآنتیترین عوامل مقاومت به مهم

باکتریـایی هسـتند کـه  یهامیآنزبتالاکتامازها  ت.اس

و  کنندهای بتالاکتام را هیدرولیز بیوتیکآنتیقادرنـد 

 . (85)این ترکیبات شوند  اثـرشـدنبـیسبب 

نسبت به  هاهیسو میزان مقاومت ،در مطالعه حاضر

، سیپروفلوکساسین، شدههای بررسیبیوتیکآنتی

مروپنم، سفتازیدیم، لوفلوکساسین، پیپراسیلین، 

، 9/14ترتیب کولیستین، آمیکاسین و جنتامایسین به

درصد  5/89و  1/87، 2/5، 1/81، 7/18، 2/85، 7/18

بیشترین مقاومت نسبت به  ،مشاهده شد. در این میان

                                                 
3 critical priority 

مروپنم و کمترین مقاومت نسبت به  بیوتیکآنتی

طی مطالعه حیدری  .شدکولیستین مشاهده  بیوتیکآنتی

ی بیوتیکآنتیمقاومت  ،8488و همکارانش در سال 

به این ترتیب گزارش  سودوموناس آئروژینوزا یهاهیسو

، 1/74، آمیکاسین 5/18، مروپنم 9/1کولیستین  ؛شد

سفتازیدیم  ،2/19، پیپراسیلین 7/11سیپروفلوکساسین 

، 15، جنتامایسین 18، توبرامایسین 9/10، آزترونام 2/19

. درصد 8/08و پیپراسیلین تازوباکتام  9/17سفپیم 

( سویه درصد 8/18) 14همچنین در این مطالعه 

سویه  551از مجموع  سودوموناس آئروژینوزا

. میزان (88) کارباپنماز مشاهده شدند شدهبررسی

 در این مطالعه نسبت به مطالعه حاضر بالاتر هامقاومت

همچنین در مطالعه حیدری همانند مطالعه حاضر  .است

کولیستین  بیوتیکآنتیبیشترین حساسیت نسبت به 

گزارش شده است. دلیل مقاومت بالا در این مطالعه 

تفاوت در موقعیت جغرافیایی این دو  دلیلبه تواندیم

شده در مطالعه آوریجمع یهانمونه ؛ زیرامطالعه باشد

غربی کشور ایران جنوبحیدری و همکاران از منطقه 

 بوده است.

 یهاهیسوکولیستین برای  بیوتیکآنتیاثربخشی 
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مثبتAmpCمقاومت آنتی بیوتیکی در بین سویه های 
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در سایر مطالعات نیز مشاهده  سودوموناس آئروژینوزا

مانند  یبا عوامل توانیم ی رااثربخش شده است. این

و استفاده  یویکل یتسم یستین،قابل توجه کول ینههز

 .(81) داد یحتوض یمارستانمحدود آن در خارج از ب

و  یکاسینآم یهبر توص یمبن ییهاگزارش

مؤثر در  هایبیوتیکیعنوان آنتبه یپروفلوکساسینس

 سودوموناس آئروژینوزایمارستانی ب یهاعفونتبرابر 

 یهاگروهدر این مطالعه نیز این  .(81, 80) وجود دارد

 شده داشتند. مطالعه یهاهیسوی اثر مناسبی بر بیوتیکآنتی

 یزانحاضر، م یقمهم تحق یهاافتهیاز  یگرد یکی

ی بیوتیکآنتیدر برابر  درصد 7/18 یمقاومت بالا

مقاومت به  یزانم ی،مروپنم بود. در مطالعات قبل

 ه استمتفاوت بود بسیار درصد 544 تا 1/57کارباپنم از 

(81-15). 

، 8485و همکارانش در سال  Hosuطی مطالعه 

از  ؛ی به این ترتیب گزارش شدبیوتیکآنتی یهامقاومت

مختلف،  یهابیوتیکآنتی با شدهبررسی سویه 840

 آن از پس ،(درصد 8/10) یپراسیلینپ بهمقاومت 

 ،(درصد 1/15) سفپیم ،(درصد 2/17) آزترونام

 1/14/تازوباکتام )پیپراسیلین ،(درصد 15) سفتازیدیم

 1/11) یسینجنتاما (درصد 1/01) پنم، ایمی(درصد

 5/84) آمیکاسین و( درصد 80) مروپنم ،(درصد

 7/95 یتبا حساس توبرامایسین. مشاهده شد( درصد

 یپنماز آن دورو پس بود  بیوتیکآنتی نیتریقو درصد

 ین( و لووفلوکساسدرصد 7/22) یپروفلوکساسینو س

 . (18) ( قرار گرفتنددرصد 5/24)

و همکارانش در سال  Ejikeugwuطی مطالعه 

 سودوموناس آئروژینوزا یهانمونهبا بررسی  ،8485

به  هاهیسوبیوگرام جداشده از منابع مختلف نتایج آنتی

، درصد 1/10سفتریاکسون  ؛این صورت گزارش شد

، درصد 7/11پنم ، ایمیدرصد 1/24سفوکسیتین 

، درصد 8/15ارتاپنم  ،درصد 0/10سفتازیدیم 

، درصد 2/11، جنتامایسین درصد 1/11افلوکساسین 

، درصد 25، سیپروفلوکساسین درصد 9/11آمیکاسین 

، درصد 1/14، مروپنم درصد 1/79سفوتاکسیم 

مقاومت  درصد 1/12و آزترونام  درصد 25سیلین آمپی

 .(11) داشتند

 Double Disk Synergyبا توجه به نتایج تست 

Test  یهاهیسوبررسی برای AmpC  مثبت در این

 AmpCمولد  هاهیسوسویه( از  10) درصد 2/15مطالعه 

 یهاهیسویک از در این مطالعه هیچ شناسایی شدند.

 مثبت مشاهده نشدند.  ESBLsازنظر فنوتیپی  شدهبررسی

 ،8452طی مطالعه طهماسبی و همکارانش در سال 

ازنظر  نوزایآئروژسودوموناس  یهاهیسو درصد 5/21

از  هاهیسواز  درصد 7/91و  AmpC ةفنوتیپی تولیدکنند

و  Ejikeugwuطی مطالعه  .(10)بودند  ESBLsنوع 

 یهانمونهبا بررسی  ،8485همکارانش در سال 

جداشده از منابع مختلف تولید  سودوموناس آئروژینوزا

 Double Diskبه روش فنوتیپی  AmpCآنزیم 

Synergy Test  نتایج این تحقیق به این شدبررسی .

سویه جداشده از کشتارگاه  11صورت گزارش شد، از 

 7نمونه جداشده از طیور  02(، از درصد 5/51نمونه ) 9

نمونه جداشده از مقعد گاو  01و از ( درصد 1/50نمونه )

 . (11) مثبت بودند AmpC( درصد 1/52نمونه ) 2

حضور  بارةگرفته درتدر بسیاری از مطالعات صور

 یهاخانوادهو  AmpC یهاژنو مکانیسم فعالیت 

گزارش شده است حضور  ، AmpCمختلف

های مختلف که اثر عملکردی متفاوتی بیوتیکآنتی

را به  AmpC تنظیمی خانواده یهاژن تواندیمدارند، 

نوعی تغییر دهد که تظاهرات مقاومتی جدیدی را در پی 

در  AmpR تنظیمی مانند یهاژنداشته باشد. حضور 

این مطلب است که  ةمختلف، تأییدکنند یهاهیسو

 یهاهیسوودن مقادیر حداقل غلظت مهاری لاببا

دلیل اخیر، به یهاسالطی  سودوموناس آئروژینوزا

شدت افزایش یافته تنظیمی به یهاگروهاین  یهاتیفعال

 .(01) است
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 بارةشده درانجام یمولکول یهایبررسبا  نیهمچن

درصد  AmpC ،1/87 یهامیآنز دیمربوط به تول یهاژن

، FOXدرصد حامل ژن  ACC ،2/25حامل ژن  هاهیسو

درصد حامل ژن  9/14و  MOXدرصد حامل ژن  7/58

DHA .یمولکول یهایبررسدر  مشاهده شدند 

 یهامیآنز دیمربوط به تول یهاژن بارةشده درانجام

ESBLs ،1/1  حامل ژن  هاهیسودرصد ازSHV  1/1و 

 نیهمچن .بودند CTXحامل ژن  هاهیسودرصد 

 مشاهده نشدند. TEMحامل ژن  هاهیسوکدام از چیه

 24همچنین در مطالعه جمشیدی و همکاران از میان 

درصد  1 شده،مطالعه نوزایسودوموناس آئروژسویه 

که توسط  یقیدر تحق .(11)بودند  AmpCحامل ژن 

درصد  5/88 ،( انجام شد8452) و همکاران یطهماسب

درصد حامل ژن  FOX ،17/55حامل ژن  هاهیسو

ACC ،5/8  درصد حامل ژنDHA  درصد  11/7و

 زیمطالعه ن نیا در .(10) گزارش شدند MOXحامل ژن 

 FOXرا ژن  یفراوان نیشتریب ،مانند مطالعه حاضر

 (8485)و همکاران  Ejikeugwuنتایج تحقیق  داشت.

حامل  نوزایسودوموناس آئروژ یهاهیسودرصد از  8/89

گزارش  FOXدرصد حامل ژن  1/58و  CMYژن 

 DHAو  ACCحامل ژن  هاهیسواز  کیچیهشدند و 

بیشتر  FOXفراوانی ژن  ،در مطالعه حاضر .(11)نبودند 

 DHA و ACC یهاژنو همچنین   Ejikeugwuاز مطالعه

درصد مشاهده شد. دلیل  9/14 و درصد 1/87ترتیب به

 برداریمنبع نمونهدلیل هب احتمالاًاختلاف در مطالعات 

عامل بیماری در  یهاهیسو رسدیمنظر ه ب .است

عامل بیماری در انسان متفاوت  یهاهیسوحیوانات و 

متفاوتی  یهاژنو از این نظر ممکن است حامل  اندبوده

 باشند. 

 ،8459و همکارانش در سال  Hongطی مطالعه 

اشریشیاکلی و کلبسیلا پنومونیه  یهایباکترروی 

 یهاهیسودرصد از  0/81 ،جداشده از انسان و طیور

یک از و هیچ اندبوده CMYحامل ژن  شدهبررسی

مشاهده نشدند  DHA و FOX ،ACCحامل ژن  هاهیسو

عامل  یهاژن. ممکن است دلیل تفاوت در نوع (11)

در این تحقیقات  شدهمقاومت، تفاوت در باکتری مطالعه

 باشد.

 

 گیرینتیجه

از  شدهبررسی یهاژنحامل  یهاهیسو ،در مطالعه حاضر

 .ها برخوردار بودندبیوتیکآنتیمقاومت بالایی نسبت به 

مثبت و  AmpC یهاهیسوهمچنین در این مطالعه بین 

داری یارتباط معنها بیوتیکآنتیمقاومت نسبت به 

. در این مطالعه مشخص شد مقاومت شدمشاهده 

 یهاهیسودر  (ESBL) بتالاکتاماز طیف گسترده

حامل  هاهیسووجود ندارد و تعداد کمی از  شدهمطالعه

این نوع مقاومت بودند. از آنجا که اکثر  یهاژن

های در سال رسدیمنظر ه ، بهستندالقایی  هامقاومت

این نوع  یهایی که موجب القابیوتیکآنتیاخیر 

به مقدار کمتری در درمان استفاده  ،ندشویممقاومت 

دلیل هب ؛ اماکه این مقاومت کاهش یافته است اندشده

های نسل سوم این سفالوسپوریناز استفاده بیشتر 

پاتوژن  یهاهیسومقاومت همچنان به میزان بالایی در 

 وجود دارد.
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