
Scientific Journal of Kurdistan University of Medical Sciences                                                  No.97/ Nov-Des  2018/128-141 

Survey and typing of Pseudomonas aeruginosa strains causing nosocomial 
infection using multiple-locus variable number tandem repeat analysis 

 
Samaneh Rouhi1, 2, Parviz Mohajeri3, Rashid Ramazanzadeh4, 5 
1. PhD of Molecular Epidemiology of Bacteria, Lung Diseases and Allergy Research Center, Kurdistan University of 
Medical Sciences, Sanandaj, Iran. 
2. PhD of Molecular Epidemiology of Bacteria, Cellular and Molecular Research Center, Research Institute for Health 
Development, Kurdistan University of Medical Sciences, Sanandaj, Iran.  
3. Associate Professor of Medical Bacteriology, Nosocomial Infections Research Center, Kermanshah University of Medical 
Sciences, Kermanshah, Iran. 
4. Professor of Medical Bacteriology, Cellular and Molecular Research Center, Research Institute for Health Development, 
Kurdistan University of Medical Sciences, Sanandaj, Iran. 
 5. Professor of Medical Bacteriology, Microbiology Department, Kurdistan University of Medical Sciences, Sanandaj, Iran, , 
Tel: +98 87-3323441, atrop_t51@yahoo.com 

 

ABSTRACT 
Background and Aim: Identification of the source of Pseudomonas aeruginosa (P. 
aeruginosa) as cause of nosocomial infections is an important step towards infection control. 
The purpose of this study was to perform multiple-locus variable number tandem repeat 
survey and analysis for typing of P. aeruginosa as a cause of nosocomial infection. 
Material and Methods: This descriptive-analytic study included 134 clinical samples of P. 
aeruginosa in Sanandaj from December 2015 to August 2017. Phenotypic tests and PCR were 
performed to confirm P. aeruginosa. Molecular typing was carried out by variable number of 
tandem repeats (VNTR), and analysis was performed using a zero-and-one matrix. Using 
Stata 12, data were analyzed by chi-square and Fisher's exact tests (p≤0.05). 
Results: 41.79% of P. aeruginosa strains were associated with nosocomial infections. The 
highest number of clinical specimens were related to tracheal (51.78%) and the least number 
associated with sputum and abdominal fluid (each one1.78%). There was a significant 
relationship between nosocomial infections and intensive care unit (ICU) (p≤0.05). Also 
nosocomial infections showed a significant relationship with tracheal samples (p≤0.05). 
Analysis of 10 strains isolated from nosocomial infections showed 10 patterns with a 
similarity of 72%.  
Conclusion: Nosocomial infections were related to P. aeruginosa and we showed 
epidemiological distributions of this bacterium in our study. Identification of the origin of the 
bacteria responsible for nosocomial infections is an important step in the prevention and 
control of these infections. 
Keywords: Multiple-locus variable number tandem repeat, Pseudomonas aeruginosa, 
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  چکیده

هدف از این مطالعه . استعامل مهم در کنترل عفونت ي عامل عفونت بیمارستانی پسودوموناس آئروژینوزاشناسایی منبع : مقدمه

 سودوموناسپجهت تیپ بندي سویه هاي ی متغیر تکراري پشت سرهم چند لوکوس هاي یتوالتعداد  وتحلیل یهتجزی و بررس

  .است آئروژینوزاي عامل عفونت بیمارستانی

نمونه بالینی پسودوموناس  134در شهر سنندج روي  1396الی اسفند  1394 آذرطی حاضر  تحلیلی-توصیفیمطالعه  :روش کار

تیپ بندي . پسودوموناس آئروژینوزا انجام شد یدتائجهت  PCRآزمایش هاي فنوتیپی میکروب شناسی و . انجام شدآئروژینوزا 

انجام و تجزیه و تحلیل آن با استفاده از رسم ماتریکس صفر  هاي متغیر تکراري پشت سرهم چند لوکوس توالیمولکولی به روش 

 ).≥05/0p(استفاده شد و مجذور کاي و آزمون دقیق فیشر  Stata 12جهت تحلیل داده ها از نسخه . و یک صورت گرفت

بیشترین نمونه هاي بالینی . بود% 79/41 مرتبط با عفونت بیمارستانی بودندکه سویه هاي پسودوموناس آئروژینوزا  درصد :ها یافته

بین عفونت . بود%) 78/1دام هرک(و کمترین مربوط به خلط و مایع شکمی %) 78/51(عفونت بیمارستانی مرتبط با تراکئال 

 جداشده سویه 10آنالیز  ).≥05/0p( تراکئال ارتباط معنی داري مشاهده شدو همچنین با نمونه هاي بیمارستانی و بخش مراقبت ویژه 

 .را نشان داد% 72با تشابه  الگو 10 از عفونت بیمارستانی وجود

آئروژینوزا و پراکنش اپیدمیولوژیکی این باکتري در مطالعه ما نشان بیمارستانی مرتبط با پسودوموناس  يها عفونت :گیري یجهنت

  .استعلت عفونت بیمارستانی گام مهم در پیشگیري و کنترل آن  هاي يباکتر منشأبررسی . داده شد

  عفونت بیمارستانی ،سودوموناس آئروژینوزا، پیمتغیر تکراري پشت سرهم چند لوکوس هاي یتوال :کلمات کلیدي

17/9/97:پذیرش 7/9/97:اصلاحیه نهایی 10/6/97:هوصول مقال  
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  مقدمه

بعد از بستري ساعت  72تا  48که بعد از  ییها عفونتمعمولاً 

عفونت  ظاهر می شوند را به عنوانشدن بیمار در بیمارستان 

انتروباکتریاسه ها از دسته . کنند یمهاي بیمارستانی قلمداد 

ع ترین عوامل هاي گرم منفی و یکی از شایباکتري

در این میان . )1، 2( باشند یمعفونت بیمارستانی  یجادکنندها

باکتري گرم منفی و باکتري پسودوموناس آئروژینوزا یک 

اصولاً در بیماران بستري، و  استفرصت طلب  بیماري زاي

بیماران داراي کاتاتر و بیماران دچار نقص سیستم ایمنی مثل 

نوتروپنی، بیماران دچار سوختگی و سیستیک فیبروزیس 

ها از  پسودوموناس يازس پاك). 3(کند  ایجاد بیماري می

و   اغلب به علت ضعف ایمنی بیماران مبتلا به عفونت یمارانب

 يها ژن ).4(ها دشوار است  ایزوله بیوتیکی یآنتمقاومت 

انتقال و از  متعدد يها بهروشتري ها کاین بامقاومت در 

این انتقال نقش . شوند یمیک باکتري به باکتري دیگر منتشر 

. یدمی مقاومت ضدمیکروبی دارداساسی در انتشار و اپ

بنابراین بررسی انتشار و وابستگی بین سویه هاي جدا شده از 

یکی آن ها با استفاده از روش هاي تبیماران و ارتباط فیلوژن

با  ها یماريباپیدمیولوژیک  مولکولی جهت بررسی ابعاد

ن یبه تعی توان یماز جمله این روش ها ). 5( استاهمیت 

 Variableپشت سر هممتغیر تکراري  هاي یتوالتعداد 

number  tandem repeat (VNTR)  اشاره کرد .

هاي رایج در جداسازي  از روش VNTRروش هم اکنون 

و براي تایپینگ باکتري ها  استو شناسایی سویه باکتري ها 

تجزیه  در تکنیک ).6(از نظر اپیدمیولوژیک به کار می رود 

توالی هاي متغیر تکراري   لوکوس هاي چند گانه یا و تحلیل

 انجام انتخاب لوکوس هاي مورد نظر، ابتدا پشت سر هم

    به روش VNTR حاوي هاي یتوالتکثیر  سپس .شود یم

PCR   نآ وتحلیل یهتجزو نالیز آ یتاًنهاو انجامMultiple-

locus variable number tandem 
repeat analysis (MLVA)  پذیرد یمصورت. 

تعیین توالی شده   PCRآمده از به دستمحصول  یتدرنها

محققان مختلف  .)7، 8( گردد یمو تعداد تکرار محاسبه 

  هاي یهسوبه تیپ بندي  MLVAروش  یلهوس به

  :  اند پرداختهپسودوموناس آئروژینوزا 

Turton  با را تحقیقی  2010و همکاران در انگلستان در

 و MLVA روش هاي یلهوس بهکوس ژنی ول 9استفاده از 

-Pulsed کتروفورز در میدان الکتریکی ضربان دارلا ژل

) (PFGE field gel electrophoresisدادند و انجام 

الگوي مختلف  38سویه پسودوموناس آئروژینوزا را در  70

و همکاران در  Onteniente ).9(کردند  يبند طبقهژنومی 

و به روش  با استفاده از هشت لوکوس در فرانسه 2010سال 

MLVA، 89  71پسودوموناس آئروژینوزا را به سویه 

 دیگر، يا مطالعهدر  .)7( ندالگوي ژنومی تقسیم کرد

Johansson  به روش  2015در سال  سوئدو همکاران در

MLVA پسودوموناس  یهسو 232 ،کوسول 11 یلهوس به

  ).8( تیپ دسته بندي نمودند 78در را آئروژینوزا 

مشکلات در  ینرت مهمعفونت بیمارستانی یکی از 

روي صورتی که  دراز طرفی . آید یمبشمار  ها یمارستانب

ولوژیکی صورت نگیرد عفـونی کنترل اپیدمی هاي یماريب

 یلهوس به .افزایش خواهد یافتهزینه درمان و مرگ میر 

 يها کنترلبررسی و بالینی و درمانی  يها روش

 کامل طور بهیک بیماري  زمان هم صورت بهاپیدمیولوژیک 

انجام هریک از اقدامات همچنین . ریشه کن خواهد شد

بنابراین شناسایی منبع عفونت ؛ استنامبرده به تنهایی ناکافی 

و تشخیص سویه هاي میکروبی مولد این نوع عفونت مهم و 

پسودوموناس اهمیت  نقش و در این رابطه. استقابل توجه 

 .ثابت شده استبیمارستانی  هاي عفونت باآئروژینوزا 

ژنوم این باکتري غنی از توالی هاي  ،که گفته شد طور همان

 و این توالی ها ابزار مناسبی جهت تیپ بندي تکراري است

که از بیماران و یا از  استاین باکتري  اپیدمیولوژیکی

تیپ بندي اپیدمیولوژیکی . جدا شده اند مختلفی يها مکان

را در  يمؤثرو  اطلاعات بسیار مفیداین باکتري می تواند 
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بگذارد  پزشکان و کادر درمانیعفونت در اختیار  منشأمورد 

 يها عفونتآن درمان، کنترل و پیشگیري از  یلهوس بهکه 

با توجه به . کند یمحاصل از این باکتري را تسهیل 

کامل و جامع  يا مطالعهمتنوع و کامل در منابع،  يجستجوها

ی مولکول يولوژیدمیاپ یبررس و ییشناسا ،يجداسازبر روي 

مبتلا به عفونت  مارانیشده از ب جدا نوزایآئروژ پسودوموناس

؛ ي استان کردستان یافت نشدها مارستانیباز  یمارستانیب يها

مطالعه و تحقیق در مورد با توجه به موارد ذکر شده بنابراین 

 ،هدف از این مطالعه. می رسد به نظراین باکتري ضروري 

 هاي یهسواپیدمیولوژیکی  وژنتیکی  ابطهبررسی و تعیین ر

ایجاد کننده عفونت بیمارستانی  ينوزایآئروژ پسودوموناس

با به منظور ردیابی و ارزیابی سویه هاي منتشر در بیمارستان 

  .است MLVA روش استفاده از

  روش کار

  نوع مطالعه

الی  1394 آذرطی حاضر  تحلیلی-مقطعی و توصیفیمطالعه 

میکروب شناسی و مرکز  گروهسنندج،  در شهر 1396 اسفند

دانشگاه علوم پزشکی تحقیقات سلولی و مولکولی در 

تشخیص فرد مبتلا به عفونت بیمارستانی . انجام شدکردستان 

 هاي عفونت بر نظارت ملی سیستم معیارهاي به توجه با

 Nationalیبیمارستان

nosocomial infections surveillance (NNIS)، 

 Centers for یماريب پیشگیري و مدیریت مراکز

Disease Control and Prevention (CDC)  و 

 تحت هاي بیمارستان در عفونت کنترل پرستاران همچنین

جامعه آماري شامل  ).11،10(انجام شد  مطالعه پوشش

 هاي یمارستانببیمارستانی در  يها عفونتتمامی افراد مبتلا به 

 معیار .دآموزشی تابع دانشگاه علوم پزشکی کردستان بودن

تلا به عفونت بیمارستانی بود که ورود شامل تمامی بیماران مب

پسودوموناس باکتري  یلهوس بهنمونه هاي بالینی آن ها 

  .آئروژینوزا عفونی شده بودند

  جمع آوري نمونه

 هاي یمارستانبسرشماري از  صورت بهحجم نمونه تعیین 

بالینی  يها نمونه. آموزشی استان کردستان انجام شد

خون، ادرار، مدفوع، نمونه : شامل( پسودوموناس آئروژینوزا

بیماران مشکوك به  4502 از) بودند... مجاري تنفسی و 

خونی، مجاري تنفسی و  يها عفونت(عفونت بیمارستانی 

ها به بخش هاي مختلف بیمارستان مراجعه کننده ) يادرار

: کد اخلاقی( شدند يآور جمعمختلف  يشهرهادر 

MUK.REC. 1394/337.(  

به روش  باکتري پسودوموناس آئروژینوزا یدتائتشخیص و 

  فنوتیپی

آزمایش هاي  خانواده سودوموناسجهت شناسایی فنوتیپی 

این باکتري (رنگ آمیزي گرم میکروب شناسی شامل 

، )رسد یم به نظرباسیل هاي کوچک گرم منفی  صورت به

انتخابی مک بلاد آگار و عمومی کشت بر روي محیط 

با توجه به اینکه این باکتري غیر تخمیري ( آگار کیکان

کلنی هاي بی رنگ دیده  صورت بهاست روي این محیط 

این ( کاتالازو  اکسیداز ، آزمایش)مرك، آلمان( )می شود

 )نپادتن طب، ایرا( )کاتالاز مثبت استاکسیداز و باکتري 

تولید سولفید این باکتري منفی (سولفید  آزمایش .انجام شد

پسودوموناس آئروژینوزا تست ایندول منفی ( یندولا ،)است

این (حرکت در محیط سولفید ایندول موتیلیتی  ،)دارد

 وگسو  رد متیل ،)باکتري متحرك و داراي فلاژل است

 وگس ورد -متیلپسودوموناس آئروژینوزا تست ( پرسکوئر

این باکتري ( تسیتراکشت در محیط ) منفی دارد پرسکوئر

 )ده از سیترات می باشد و تست آن مثبت استقادر به استفا

این باکتري غیر ( تریپل شوگر آیرون آگارو  )مرك، آلمان(

تخمیري است و محیط را بدون تولید گاز قرمز رنگ 

جهت جدا سازي گونه . انجام شد) مرك، آلمان() کند یم

توانایی رشد در تست هاي از سایر سودموناس ها آئروژینوزا 

سبز، آبی و  یزهرنگ رتولید  ،گراد یانتسدرجه  42حرارت 

مرك، ( محیط مولر هینتون آگارروي  ها یزهرنگ رسایر 

این ( اکسیداتیو - تخمیري تعیین متابولیسمتست  و )آلمان

باکتري هوازي است و در لوله بدون پوشش گلوگز را 
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 انجام شد )مرك، آلمان() کند یماکسید و محیط را زرد 

)12(.  

  DNAاستخراج 

از نمونه هایی که در مرحله  DNAابتدا جهت استخراج در 

به عنوان باکتري ) فنوتیپیتست هاي  یلهوس به(اول 

قرار گرفته بودند کشت  یدتائپسودوموناس آئروژینوزا مورد 

 500در باکتري  سوسپانسیونسپس . ساعته انجام شد 24

. میکرولیتر آب مقطر تهیه و به آن خورده شیشه اضافه شد

 هدقیق یکبه مدت  باکتریایی سوسپانسیوناین مرحله بعد از 

 20و  دقیقه سانتریوفیوژ شد 5دور براي  7000و در  سکتور

زیرا ( استفاده شد DNAبه عنوان  آن میکرو لیتر مایع بالایی

و تا حد امکان  استپروتئین شامل رسوب  بیشتر مایع پایینی

 است DNAکه شفاف و شامل بهتر است از روي مایع 

و عدم  DNAهت اطمینان از خلوص ج .)تفاده شوداس

 جذب نوري پروتئینی هاي یآلودگوجود 

Optimum Density (OD)  تمامیDNA ي ها

و  خوانده شدنانومتر 280/260طول موج در استخراج شده 

 OD 2-8/1(بودند  8/1-2 بین ODتمام نمونه ها داراي 

  ).مورد قبول است

به روش  س آئروژینوزاباکتري پسودومونا یدتائتشخیص و 

PCR  
 gyrase Bبا استفاده از پرایمر هاي ژن ژیراز  PCRروش 

سویه  یدتائجهت  Housekeepingبه عنوان ژن  gyrB یا

سویه هاي کنترل (هاي پسودوموناس آئروژینوزا استفاده شد 

از شرکت  gyrBمثبت پسودوموناس آئروژینوزا داري ژن 

 12یکرولیتر ماده شامل م 25حجم  .)ایران تهیه شد ،دارواش

میکرولیتر آب،  2X ،8با غلظت  Master mix میکرولیتر

 :Primer –(F) Forward  )L پرایمر رفت میکرولیتر 1

CCTGACCATCCGTCGCCACAAC(  1و 

 :Primer –Reverse (R) )R پرایمر برگشت میکرولیتر

CGCAGCAGGATGCCGACGCC ( با سایز

 3و سپس  پیکومول 10با غلظت کدام هر  bp 222نهایی 

گرم بر نانو 50با غلظت استخراج شده  DNAمیکرولیتر از 

 در اولیه شتنسروا. آماده شد PCRمیکرولیتر جهت انجام 

 در ثانویه شتنسروادقیقه،  5 به مدتدرجه سانتی گراد  95

 چسبیدن آغازگرهاثانیه،  35 به مدت درجه سانتی گراد 94

اولیه  طویل سازيانیه، ث 45 به مدتدرجه سانتی گراد  66 در

 نهاییطویل سازي دقیقه و  1 به مدتدرجه سانتی گراد  72

) سیکل 35(دقیقه  10 به مدتدرجه سانتی گراد  72 در

. مورد استفاده قرار گرفت gyrBژن  PCRجهت انجام 

و  Mulamattathil با استفاده از مقاله gyrBپرایمرهاي 

  .)13() سیناکلون، ایران(شد تهیه  همکاران

  MLVAتیپ بندي مولکولی به روش 

یا جایگاه ژنی با استفاده از هشت لوکوس  MLVA روش

ي عامل پسودوموناس آئروژینوزا سویهده جهت تیپ بندي 

با توجه به کمبود هزینه و  .عفونت بیمارستانی بکار گرفته شد

این . ده نمونه مورد بررسی قرار گرفتند وقتجویی در  فهرص

 انتخاب شدند وتصادفی  یريگ نمونه صورت بهده نمونه 

 بود نمونه ممکن یکسان و برابر ام دهاحتمال انتخاب تم

که  PAO1پسودوموناس آئروژینوزا سویه کنترل مثبت (

از این تحقیق داراي لوکوس هاي مورد نظر بودند در 

همچنین  .)دانشگاه علوم پزشکی همدان، ایران تهیه شد

 ماران جهت انجام روشمشخصات نمونه هاي جدا شده از بی

MLVA 1جدول ( جدول بیان شده است در(.  
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 MLVAبیمارستانی در روش از بیماران داراي عفونت  استفاده شدهسودموناس آئروژینوزا پ هاي یهسو یاتخصوص -1جدول 

شماره سویه هاي مورد 

  بررسی

 نوع نمونه  بخش  بیمارستان  شهر  جنس  سن

هاي  مراقبت  توحید  سنندج  زن  79  5

  ویژه

  تراکئال

مراقبت هاي   بعثت  سنندج  مرد  26  15

 ویژه

  تراکئال

مراقبت هاي   بعثت  سنندج  مرد  58  17

 ویژه

  تراکئال

مراقبت هاي   بعثت  سنندج  مرد  36  37

 ویژه

  تراکئال

  مایع پلورال  جراحی عمومی  بعثت  سنندج  مرد  65  39

مراقبت هاي   بعثت  سنندج  مرد  27  42

  ویژه

  تراکئال

  ادرار  انکولوژي  توحید  سنندج  نز  50  45

بت هاي قمرا  بعثت  سنندج  مرد  49  49

  ویژه

  تراکئال

  ادرار  جراحی مردان  توحید  سنندج  مرد  43  66

مراقبت هاي   بعثت  سنندج  مرد  24  72

  ویژه 

  تراکئال

  

 12ماده که شامل  یترل یکروم 25بتدا در ا PCRجهت انجام 

آب،  یترل یکروم 2X ،8با غلظت  Master mix یترل یکروم

 Primer -R یترل یکروم 1و  Primer -F یترل یکروم 1

از  یترل یکروم 3و سپس آماده پیکومول  10با غلظت هرکدام 

DNA  به  یترل یکرومنانو گرم بر  50با غلظت استخراج شده

 PCR یطشرا ms194-5915براي ژن . شدآن اضافه 

 گراد یتساندرجه  94 در اولیه شتنسروا: زیر بود صورت به

 براي گراد یسانت درجه 96 در ثانویه شتنسروادقیقه،  5 براي

 براي گراد یسانتدرجه  65 در چسبیدن آغازگرهاثانیه،  20

 1 براي گراد یسانترجه د 70 در اولیه طویل سازيثانیه،  30

 5 براي گراد یسانتدرجه  65 در نهایی طویل سازيدقیقه و 

 ms173-5186همچنین براي ژن .)سیکل 45( دقیقه

 96 در اولیه شتنسروا: زیر بود صورت به PCR یطشرا

 درجه 96 درثانویه  شتنسروادقیقه،  5 براي گراد یسانت درجه

 درجه 64 در چسبیدن آغازگرهاثانیه،  20 براي گراد یسانت

درجه  70 درطویل سازي اولیه ثانیه،  30 براي گراد یسانت

درجه  65 درنهایی طویل سازي دقیقه و  5 براي گراد یسانت

نیز  ها ژنبراي سایر  ).سیکل 45(دقیقه  5 براي گراد یسانت

 96 دراولیه  شتنسروا: زیر بود صورت به PCRشرایط 

درجه  96 در ثانویه شتنسروادقیقه،  5 براي گراد یسانتدرجه 

درجه  60 در چسبیدن آغازگرهاثانیه،  20 براي گراد یسانت

درجه  60 دریل سازي اولیه طوثانیه،  30 براي گراد یسانت

 65اولیه  درطویل سازي نهایی ثانیه و  90 براي گراد یسانت

محصولات  ).سیکل 30(دقیقه  5 براي گراد یسانتدرجه 

PCR  الکتروفورز درصد 5/1ژل آگاروز روي  ها ژنکلیه 

وجود از جهت  UVبا استفاده از پردازش با نور  و شدند
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در نهایت . گرفتند مورد بررسی قرارباندهاي مختلف 

نشان دهنده اندازه  که ندهاي ایجاد شده بر روي ژل هابا

 3000الی  100با استفاده از مارکر  از توالی ها بود هرکدام

bp )پرایمرهاي  .مورد بررسی قرار گرفتند) سیناکلون، ایران

 و Onteniente مورد نظر در این روش با استفاده از مقاله

 و مورد استفاده قرار گرفت) ، ایرانسیناکلون(تهیه  همکاران

  ).7( )2جدول (

  

  )استکنترل مثبت  هاي یهسواندازه محصول بر اساس محصولات حاصل از ( MLVA روش بهپرایمرهاي مورد استفاده در مطالعه  -2جدول 

 محصول اندازه  ردیف هاي نوکلئوتیدي  نام لوکوس

PCR )bpbase pairs; (  

ms010-0098  L: GCAGGAACGCTTGCAGCAGGT 
R: CTTCGCCGACCCAGGGATCA 

167  

ms061-1844  L: CTTGCCGTGCTACCGATCC 
R: CCCCCATGCCAGTTGC 

127  

ms077-2263  L: GCGTCATGGTCTGCATGTC 
R: TATACCCTCTTCGCCCAGTC 

442  

ms127-3496  L: CTCGGAGTCTCTGCCAACTC 
R: GGCAGGACAGGATCTCGAC 

210  

ms142-3873 L: AGCAGTGCCAGTTGATGTTG 
R: GTGGGGCGAAGGAGTGAG 

890  

ms172-5083 L: GGATTCTCTCGCACGAGGT 
R: TACGTGACCTGACGTTGGTG 

789  

ms173-5186 L: CTGCAGTTCGCGCAAGTC 
R: ATTTCAGCCAGCGTTACCAA 

3503  

ms194-5915 L: CCTTAGGAGGCGCTGGTC 
R: AGCTGCTGGCAAGGCTCT 

690  

  

  تجزیه و تحلیل داده ها

از آزمون دقیق فیشر تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده 

)Fisher Exact Test ( مجذور کايو (Chi-

)test squared 05/0(شد  انجامp≤ .( جهت بررسی

براي بررسی اثر متغیرهاي مستقل در حضور و  فراوانی

 یکدیگر از مدل رگرسیون لوجستیک استفاده شد

)05/0p≤( . تجزیه و تحلیل روش درVNTR یا 

MLVA ، نرم افزار  یلهوس بهباندهاي حاصل از واکنش

با  /http://genomes.urv.es/UPGMAینآنلا

حاصل از وجود یا عدم  استفاده از ماتریکس صفر و یک

  Tolerance 1.5-2) وجود باند هاي مورد نظر آنالیز شد

, Dicesimilarity coefficients (DSC) 95% )   .

با در انتها تعداد تکرار براي هر لوکوس در هر نمونه نیز 

و   Ontenienteاستفاده از مشخصات لوکوس در مقاله 

در سایت  همکاران و فرمول زیر 

http://www.applied-
maths.com/bionumerics-server محاسبه شد 

  ).7،   14( )3جدول (

  
  ه هایافت

 خانواده پسودوموناساز  ایزوله 146در این مطالعه 

پسودوموناس به عنوان ها  از آن ایزوله 134 و يآور جمع

در روش ( شناسایی شدند PCR در روش اآئروژینوز

 PCRوجه به اینکه روش تشناسایی شدند و با  133فنوتیپی 

 ).انجام شد هاي یشآزماسویه  134دقیق تر است روي 

ایزوله مرتبط با عفونت بیمارستانی  )%79/41( 56، بین یندرا

استان  يشهرها و از بیمارستان مختلف آموزشی در بودند

  .)4جدول ( جداسازي شدند
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  فراوانی عفونت بیمارستانی مرتبط با پسودوموناس آئروژینوزا جدا شده از شهر ها و بیمارستان هاي استان کردستان -4جدول 

  (%)ارستانی عفونت بیم  بیمارستان  شهر

  %)55/35( 31  توحید  سنندج

  %)42/85( 24  بعثت  سنندج

  %)78/1( 1  فجر  مریوان

  -  )ره(امام خمینی   سقز

  -  )ع(امام حسین   بیجار

  56  5  کل

  

عفونت بیمارستانی از بخش  يها نمونهین در این مطالعه بیشتر

بیشترین نمونه هاي بالینی  وجدا شدند  مراقبت هاي ویژه

آن باکتري پسودوموناس  ا عفونت بیمارستانی که ازمرتبط ب

  ).5جدول (مربوط به نمونه تراکئال بود  ،آئروژینوزا جدا شد

  

  مختلفو نمونه هاي  ها بخش پسودوموناس آئروژینوزاي جدا شده از بافراوانی عفونت بیمارستانی مرتبط  -5جدول 

  (%)عفونت بیمارستانی مرتبط با بخش ها   بخش

  %)64/69( 39  ي ویژهمراقبت ها

  %)47/4( 6  نورولوژي

  %)98/2( 4  جراحی مردان

  %)49/1( 2  سوختگی

  %)78/1( 1  اورژانس

%)78/1( 1  داخلی مردان  

%)78/1( 1  قلب زنان  

%)78/1( 1  انکولوژي  

%)78/1( 1  جراحی عمومی  

%)79/41( 56  کل  

(%)عفونت بیمارستانی مرتبط با نمونه ها   نمونه  

%)78/51( 29    تراکئال   

%)42/21( 12  ادرار  

%)92/8( 5  زخم   

%)35/5( 3    خون  

%)35/5( 3  ترشحات ریه  

%)57/3( 2  مایع پلورال  

%)78/1( 1  خلط  

%)78/1( 1  مایع شکمی  

%)79/41( 56  کل  
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مختلف  يها نمونهو  ها بخشبین عفونت بیمارستانی و 

در . )≥05/0p(وجود داشت  داري یمعنارتباط  یبیمارستان

براي  PCR توسط ها ژنپس از تکثیر  MLVA روش

الکتروفورز  ،ژن 8از توالی هاي هر  آمده به دستمحصول 

محصولات یک شکل . بر روي ژل آگاروز صورت گرفت

PCR الکتروفورز شده از هرکدام از ژن ها را نشان می دهد  

   .)1شکل (

  

  

: ، کنترل مثبتN: کنترل منفی ،bp 3000-100 لدر: MLVA )Lبه روش روي ژل  روژینوزالوکوس هاي پسودوموناس آئمولکولی  الگوي -1شکل 

 )PAO1 پسودوموناس آئروژینوزا
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 جدا شده از عفونت بیمارستانی به روشنمونه  10آنالیز 

MLVA الگو 10 جودو Pattern 80با تشابه . را نشان داد 

صد در 72شد اما با تشابه ندرصد هیچ کلاستري مشخص 

بود و کلاستر  مشاهده قابلیک کلاستر ) تشابه یشترینب(

  ).2شکل (غالب همان کلاستر شماره یک بود 

  

سودموناس آئروژینوزا جدا شده از بیماران داراي پسر هم از سویه هاي  آمده از توالی هاي تکراري پشت به دستدیاگرام حاصل از نمودار تکاملی  -2شکل 

  بیمارستانیعفونت 
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  ).6جدول (تکرار بود  195با  ms194-5915هر لوکوس نشان داد که بیشترین تکرار مربوط به لوکوس  تکرار براي تعداده محاسب

  

  بیمارستانیسودموناس آئروژینوزا جدا شده از بیماران داراي عفونت پتعداد تکرارهاي لوکوس هاي مورد مطالعه براي هر سویه  -6جدول 

  

شماره سویه 

هاي مورد 

  بررسی

سویه 

  استاندارد

ms010-
0098 

  

ms061-
1844 

  

ms077-
2263 

  

ms127-
3496 

  

ms142-
3873 

  

ms172-
5083 

  

ms173-
5186 

  

ms194-5915 

  

5  PAO1 26  38  6  8  8  3  2  13  

15  PAO1 -  -  6  8  8  3  4  13  

17  PAO1 11  19  6  8  -  3  4  65  

37  PAO1 -  -  6  8  8  3  -  -  

39  PAO1 52  38  -  4  8  3  2  -  

42  PAO1 65  38  -  8  8  3  -  13  

45  PAO1 65  38  -  4  8  3  2  -  

49  PAO1 30  93  -  8  8  9  1  195  

66  PAO1 29  18  6  8  8  -  4  -  

72  PAO1 -  65  -  8  8  3  1  -  

  

  

  بحث

 در یک باکتري بیماري زا آئروژینوزا پسودوموناس

چندگانه  دارویی مقاومت بالاي میزان است و ها بیمارستان

  56، در مطالعه حاضر ).7(است ه این باکتري قابل مشاهددر 

مرتبط با عفونت  آئروژینوزا پسودوموناس سویه%) 79/41(

 مختلف آموزشی در هاي بیمارستانی بودند و از بیمارستان

سویه هاي عفونت  نبیشتری. جداسازي شدند کردستان استان

از بیمارستان هاي  وبودند بیمارستانی مربوط به شهر سنندج 

جدا شدند و فقط یک %) 42/85( بعثت و%) 55/35( توحید

با توجه به  .از بیمارستان فجر مریوان جدا شد%) 78/1(نمونه 

اینکه این دو بیمارستان در مرکز استان قرار دارند ارجاع 
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 شتریب واست دو بیمارستان از شهرستان بیشتر  بیماران به این

 مراجعهبه این دو بیمارستان  اطراف يشهرها از مارانیب

 ها مارستانیب نیا در عفونت زانیم نیشتریب نیبنابرا ،نندک یم

جدا شده عفونت بیمارستانی بیشترین سویه هاي  .شد دهید

همچنین . بودند%) 64/69(بخش مراقبت هاي ویژه مربوط به 

مطالعه ما بیشترین موارد عفونت بیمارستانی مربوط به در 

و  Ghazvini .%)78/51( نمونه هاي تراکئال یا ناي بود

گزارش دادند که در بخش  2008همکاران در ایران در سال 

نوزاد مبتلا به عفونت بیمارستانی بودند  32مراقبت هاي ویژه 

از عفونت ها، مربوط به عفونت هاي مرتبط با % 25/6و 

که این میزان از مطالعه ما پسودوموناس آئروژینوزا بودند 

عوامل مختلف در بخش مراقبت هاي ویژه . )15( کمتر بود

لوله تراشه، شانت بطنی، کاتتر داخل عروقی، گذاشتن مانند 

، تشخیص اولیه، چربی هاي تغذیه وریدي با امولسیون

در ایجاد این  فیزیکی و اقدامات درمانی انجام شده هاي یافته

و درصد عفونت بیمارستانی ها و تفاوت میزان بروز  عفونت

همچنین . نقش داردن مختلف در مطالعات مختلف در بیمارا

عفونت هاي دستگاه تنفسی یکی از رایج ترین عفونت هاي 

دلیل اینکه پسودوموناس  و به باشند یمبیمارستانی 

فرصت طلب است، افراد  اییآئروژینوزا یک پاتوژن باکتری

 که بدن ضعیف تري دارند بیشتر مراقبت هاي ویژهدر بخش 

و این نوع از عفونت  باشند یمه این عفونت در معرض ابتلا ب

 ).15،10( است مشاهده قابلدر این بخش بیشتر 

Ghanbari  گزارش  2018و همکاران در ایران در سال

از % 6/10بود و  %4/5دادند که میزان عفونت بیمارستانی 

مرتبط با عفونت بیمارستانی مربوط به  يها نمونه

این میزان از مطالعه ما پسودوموناس آئروژینوزا بودند که 

از دیگر عواملی که علت اختلاف در بروز . )16(کمتر بود 

میزان عفونت هاي بیمارستانی در بیماران یک بیمارستان در 

مدت اقامت بیمار در  توان یم استمطالعات مختلف 

میزان مقاومت بیمار به  ،بیمارستان، درمان آنتی بیوتیکی

. عوامل بهداشتی را نام بردو میزان رعایت  ها بیوتیک یآنت

در روند  تهاجمی يها روشهمچنین بیمارانی که در معرض 

سرطان، ایمنوتراپی و  درمانی یمیش، تشخیص و درمان

نسبت به بیماران دیگر  باشند یم پیشرفت در پیوند اعضا

؛ آسیب پذیرتر هستند و بیشتر در معرض ابتلا قرار دارند

زان بروز عفونت هاي بنابراین شرایط بیمار نیز در می

و در مناطق مختلف  بیمارستانی در بیمارستان هاي مختلف

  ). 8، 16، 17(دارد  یرتأث

که پسودوموناس آئروژینوزا  یهسو 10در این مطالعه روي  

وجود . انجام شد MLVAتصادفی انتخاب شدند  صورت به

آشکار شد که نشان دهنده  روشاین ده الگوي متفاوت در 

در  .ود که در این سویه ها وجود داشتتفاوت هایی ب

 2007در سال  همکارانو  Vu-Thien تحقیقی که توسط

 سویه 163انجام شد،  MLVA به روش در فرانسه

در . )18(گرفتند الگو قرار  39 ناس آئروژینوزا درپسودومو

در  2017و همکاران در سال  Lalancetteتحقیقی دیگر 

روش انجام دادند،  روي پسودوموناس آئروژینوزادا اکان

MLVA ،41  ژنوتایپ مختلف طبقه بندي  8سویه را در

انتقال  از طریقتغییرات ژنتیکی  وجهش ژنی  .)19( ندکرد

 ،زایی یماريبپلاسمیدها، جزایر  مانندعناصر ژنتیکی متحرك 

 در ژنوم باکتریایی بوفورترانسپوزان ها و کاست هاي ژنی 

به و در نتیجه  ستاعلت تغییرات ژنتیکی رخ می دهد و 

دنبال آن الگوي هاي مختلف ژنتیکی در تحقیقات مختلف 

و  Parcell .)20،19( قابل مشاهده می باشنداپیدمیولوژیکی 

 هاي یهسور انگلستان تیپ بندي د 2018در سال  همکاران

 PFGEو  MLVAپسودوموناس آئروژینوزا را به روش 

نتایج نشان داد که در این مطالعه تیپ بندي . انجام دادند

 منبع تا است نیاز مورد سویه ها متفاوت بود و هر دو روش

تحقیقات نشان ). 21(کند  مشخص کاملاً را عفونت بالقوه

دیگر  به تکنیک هایی نسبت MLVA روشاست که  داده

اما با توجه به  دارد، کمتريدقت  PFGE مانند مولکولی

 که در این روش هر سویه با یک کد توصیف می شود اینکه

 در ارتباط است، آنالیز VNTR که با تعداد تکرارها در

 یرپذ امکانتعداد بسیار زیادي از نمونه ها را به راحتی 

ملی و دقیق راهکاري ع MLVAهمچنین روش . کند یم
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 از پسودوموناس آئروژینوزابه منظور تمایز سویه هاي 

 ها نمونهاین روش براي حجم بالایی از  .استیکدیگر 

اپیدمیولوژي  يها روشدارد و نسبت سایر  کاربرد

تیپ  بنابراین از این روش در؛ و سریع تر است تر ینههز کم

در  ).8، 22( بندي انواع باکتري ها می توان استفاده نمود

موناس بیمارستانی توسط پسودو يها عفونتمطالعه حاضر 

 MLVA اپیدمیولوژیکی روش. آئروژینوزا نشان داده شد

 در. متفاوت نشان داد منشأوجود سویه هاي مختلف را با 

 با سایر مقایسه و پژوهش این از حاصل نتایج بررسی

 و در برخی موارد شود یممشاهده  یخوان هم يها گزارش

 امکان را آن علت توان یم که خورد یم به چشم یاختلافات

 .دانست آزمایش و یا شرایط محیطی انجام در حین خطا

جغرافیایی  مناطق در مقاوم هاي یهسوتوزیع  این بر علاوه

 ازحد یشب مصرف اقلیمی، دلیل شرایط به تواند یم

متفاوت  آن منطقه در بیوتیکی یآنتو مقاومت  بیوتیک یآنت

 منشأیافتن در می تواند این تحقیق  هاي یافته .)24،23( باشد

سویه ها و چگونگی پراکنش و میزان آن در بیمارستان هاي 

 يها عفونتکنترل و پیشگیري از آن  به دنبالمختلف و 

بخصوص بخش  ،مختلف يها بخشبیمارستانی در 

همچنین جهت کنترل و . باشد مؤثرویژه  يها مراقبت

مولد عامل عفونت  هاي ياکتربپیشگیري از پراکنش و شیوع 

رعایت  ودر زمان کار  کارکناندقت بیشتر  بیمارستانی،

ها و استفاده از  شستشوي مرتب دست ،بهداشت فردي

مچنین رعایت تمام شرایط استریل دستکش استریل و ه

و دقت در تجویز و  هنگام نصب کاتتر وریدي خصوصب

  .بیوتیک ها توصیه می شود آنتیمصرف 

  

  يگیر یجهنت

توسط  یجادشدهاطالعه وجود عفونت این منتایـج 

استان آموزشی  هاي یمارستانبدر را پسودوموناس آئروژینوزا 

 يها مراقبتبخش در بخصوص در شهر سنندج و  نکردستا

 MLVAهمچنین روش اپیدمیولوژیکی. ویژه نشان داد

ژنتیکی از پراکنش مورد آزمایش ن داد که سویه هاي نشا

با . شتندندا% 100و ارتباط ژنتیکی  بودند مختلف برخوردار

در  تواند یم بیمارستانی باکتریایی يها عفونتتوجه به اینکه 

ایجاد د، نباشـ مؤثربیمـاران  یروم مرگافزایــش 

جدا شده از عفونت هاي  يها نمونهمیکروبی از  يها مجموعه

بیمارستانی توسط مراکز بهداشتی و درمانی و تعیین الگوي 

ژنتیکی ایزوله ها جهت تشخیص روش انتقال  تیپ بندي

 یتاًنهاایزوله ها در میان بیماران با تکنیک هاي دقیق تر و 

برنامه ریزي و بررسی دوره اي عفونت ها به همراه بررسی 

پراکنش جغرافیایی آن ها، کمک شایانی به کنترل، 

 هاي ناشی از این باکتريعفونــت جلوگیري و درمان 

  .خواهد نمود

  

  ر و قدردانیتشک

دوره دکترا  یجویشدان نامه یانپاتحقیق حاضر حاصل  

توسط  تحقیقمالی این  هاي ینههز .است) سمانه روحی(

معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کردستان و در قالب 

نویسندگان مقاله از . شده است ینتأمپایان نامه دانشجویی 

ال کممعاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

  .دارند یمدانی را اعلام تشکر و قدر
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