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1. مقدمه
ســودوموناس آئروژینــوزا یــک باکتــری فرصت طلــب و یکــی 
بیمارســتانی  عفونت هــای  ایجادکننــده  عوامــل  مهمتریــن  از 
به خصــوص در افــراد دچــار نقــص سیســتم ایمنــی و بیمــاران مبتــلا 
ــط  ــوختگی محی ــی از س ــای ناش ــت. زخم ه ــوختگی ها اس ــه س ب
مناســبی بــرای رشــد باکتری هــای مختلــف از جملــه ســودوموناس 
آئروژینــوزا هســتند. سپســیس ناشــی از ایــن باکتــری یــک عارضــه 
جــدی متعاقــب عفونــت ســوختگی اســت (1). در حــال حاضرشــیوع 
بــا  باکتری هــای  گســترش  به دلیــل  بیمارســتانی  عفونت هــای 
مقاومــت چندگانــه (MDR) و بــا مقاومــت گســترده (XDR) در 

ــه افزایــش اســت (2). ــان رو ب سراســر جه
همانطـور کـه توسـط Magiorakos و همـکاران در سـال 2012 
توصیف شـده اسـت، سـویه هایی از سـودوموناس ائروژینوزا با مقاومت 
چندگانـه تعریـف می شـوند که بـه یک یا بیشـتر از یـک آنتی بیوتیک 
در سـه کلاس دارویی حساسـیت نشـان ندهند درحالی که سـویه های 
غیرحسـاس بـه یـک یا چنـد عامـل ضدمیکروبی در همـه کلاس های 
آنتی بیوتیکـی به جـز دو کلاس، سـویه های بـا مقاومـت گسـترده در 
آئروژینـوزا  سـودوموناس  بیماری زایـی   .(3) می شـوند  گرفتـه  نظـر 
بـه فاکتورهـای بیماری زایـی ترشـحی و سـلولی وابسـته اسـت کـه 

چکیده 
مقدمــه: ســودوموناس آئروژینــوزا یکــی از شــایع‌ترین باکتری‌هــای گــرم منفــی عامــل عفونت‌هــای بیمارســتانی و بعــد از ســوختگی اســت. 
ــر در  ــش مرگ‌ومی ــد دارو و افزای ــه چن ــاوم ب ــای مق ــاد باکتری‌ه ــه ایج ــر ب ــا منج ــتفاده از آنتی‌بیوتیک‌ه ــوء اس ــد و س ــش از ح ــتفاده بی اس

بیمــاران مــی شــود. 
ــه و گســترده، و  ــا فنوتیپ‌هــای مقاومــت چندگان ــوزا ب ــا دو هــدف تعییــن شــیوع ســویه‌های ســودوموناس ائروژین ــن مطالعــه ب ــداف: ای اه

ــا انجــام شــد. ــن جدایه‌ه ــاری لاکتوباســیل‌های عســل روی ای ــرات مه ــن بررســی اث همچنی
مـواد و روش‌هـا: سـویه‌های سـودوموناس ائروژینـوزا  از 220 نمونـه زخـم بعد سـوختگی از بیماران بسـتری طـی سـال‌های 1402 - 1400 با 
اسـتفاده از آزمایشـات میکروبیولوژیکی و بیوشـیمیایی شناسـایی شـدند. تسـت کربی- بائر برای تعیین فنوتیپ‌های مقاومت مطابق با دستورالعمل 
CLSI-2021 انجـام شـد. پـس از جداسـازی پروبیوتیک‌هـای سـیزده نوع عسـل به روش‌هـای فنوتیپی و مولکولـی، خواص آنتاگونیسـتی آن‌ها به 

روش انتشـار دیسـک ارزیابی شد. 
نتایــج: در مجمــوع 63 )28/64 درصــد( جدایــه ســودوموناس ائروژینــوزا شناســایی شــد. اکثــر نمونه‌هــای ســودوموناس ائروژینــوزا از بیمــاران 
ــه به‌ترتیــب 55/56 درصــد و 23/81 درصــد دارای مقاومــت  ــج نشــان داد ک ــوع 4 )38/09 درصــد( جــدا شــدند. نتای ــا درجــه ســوختگی ن ب
چندگانــه و مقاومــت گســترده بودنــد و بیشــترین حساســیت آنتی‌بیوتیکــی نســبت بــه آمیکاســین )60/32 درصــد( مشــاهده شــد. نتایــج انتشــار 
دیســک نشــان داد میانگیــن قطــر هالــه عــدم رشــد ناشــی از لاکتوباســیلوس پلانتــاروم )25 میلی‌متــر( روی تمامــی جدایه‌هــای ســودموناس 
ــر اثــر پروبیوتیکــی  ــر( از اثــر پروبیوتیکــی لاکتوباســیلوس برویــس و 1/6 براب ــه مراتــب بیشــتر )1/3براب ــه ب ــا مقاومــت چندگان آئروزینــوزای ب

لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس بــود.
نتیجه‌گیــری: لاکتوباســیلوس پلانتــاروم جداشــده از عســل مرکبــات در مقایســه بــا ســایر گونه‌هــای لاکتوباســیلوس و انــواع دیگــر عســل 
دارای پتانســیل ضدباکتریایــی بالاتــری روی جدایه‌هــای ســودوموناس ائروژینــوزا بــا مقاومــت چندگانــه بــوده اســت. تحقیقــات بیشــتری بــرای 

تاییــد کارایــی لاکتوباســیل‌های عســل بــرای ضدعفونــی پوســت بیمــاران مبتــا بــه ســوختگی در شــرایط بیمارســتان مــورد نیــاز اســت.
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امـکان کلونیزاسـیون و افزایـش چسـبندگی بـه سـلول های میزبـان، 
آسـیب بـه بافـت میزبان، ایجـاد التهـاب و اختـلال در مکانیسـم های 
و  آنتی بیوتیک هـا  بـه  ذاتـی  مقاومـت  می شـود.  موجـب  را  دفاعـی 
مـواد ضدعفونی کننـده مهمتریـن عاملـی اسـت کـه ایـن باکتـری را 
به عنـوان بیمـاری زای خطرناك معرفی می کند. اسـتفاده نادرسـت از 
آنتی بیوتیک هـا منجـر بـه ایجـاد سـویه های سـودوموناس ائروژینوزا 
پیچیـده  را  درمـان  رونـد  کـه  اسـت  شـده  چندگانـه  مقاومـت  بـا 
کـرده اسـت (4، 5). بـا توجـه بـه رونـد افزایشـی مقاومـت در چنین 
باکتری هایـی نظـر دانشـمندان به اسـتفاده از ترکیبـات ضدمیکروبی 

جایگزیـن ماننـد پروبیوتیک هـا جلب شـده اسـت (6).
لاکتوباسـیل ها،  مهـم باکتری هـای  پروبیوتیـک از جملـه  ویژگـی 
 توانایـی آن هـا در کنترل تعـداد میکروارگانیسـم های  بیمـاری زا و نیز 
مهـار قـدرت بیماری زایـی آن هـا اسـت. باکتری هـای  پروبیوتیـک بـا 
توانایـی تجمع سـلولی، بـا میکروب های  بیمـاری زا مجتمع می شـوند 
و مانـع از رسـیدن و اتصـال باکتری هـا به سـلول هدف در میزبانشـان 
می شـوند. مشـخص شـده اسـت کـه پروبیوتیک هـا می تواننـد رشـد 
میکروارگانیسـم های بیمـاری زا را از طریـق مکانیسـم های متعـدد، از 
جملـه مهـار رقابتـی اتصـال پاتـوژن، تقویت سیسـتم ایمنـی میزبان 
آلـی،  اسـیدهای  ماننـد  پاتـوژن  رشـد  بازدارنـده  ترکیبـات  تولیـد  و 
آلـی  اسـیدهای  کننـد.  مهـار  پراکسـیدهیدروژن،  و  باکتریوسـین ها 
می تواننـد به غشـای سـلولی نفـوذ کننـد و در نتیجه با اسـیدی کردن 
سیتوپلاسـم و مهـار فعالیـت آنزیم هـای حسـاس بـه اسـید، عملکرد 
سـلول را تحـت تأثیـر قـرار دهنـد (7). عسـل به عنـوان یـک مـاده 
 pH پراکسـیدهیدروژن،  محتـوای  اسـمولاریته،  به دلیـل  اسـیدی 
پایین، سـطح اسـیدفنولیک و فلاونوئیدها دارای اثر باکتریواسـتاتیک 
و باکتری کشـی اسـت. اثـرات ضدباکتریایـی عسـل علیـه بسـیاری از 
پاتوژن هـا از جملـه اسـتافیلوکوکوس اورئوس و سـالمونلا تایید شـده 
اسـت. بیشـتر باکتری هـا نمی تواننـد در عسـل رشـد کننـد و ظرفیت 
رشـد یـا بقـای کمـی دارنـد. میکروبیوتای اسـیدلاکتیک عسـل برای 
بـر  عـلاوه  و  اسـت  مهـم  بسـیار  عسـل  زنبـور  کلنی هـای  سـلامت 
محافظـت در برابـر عوامـل بیمـاری زا منجـر بـه خـواص ضدمیکروبی 

عسل شـده اسـت (8).

2. اهداف 
 بـا توجـه بـه غنی بـودن اقلیـم ایـران در تولیـدات عسـل، اخطـار 
جهانـی مبنـی بـر مقاومت هـای دارویـی، اهمیـت انتشـار سـویه های 
سـودوموناس ائروژینـوزا از محیـط به بالین (5) و تدویـن یک پروتکل 
درمانـی بهینه بـرای کنترل موثر ایـن عوامل بیمـاری زا به خصوص در 
بخش هـای سـوانح و سـوختگی، ایـن مطالعـه با هـدف بررسـی اثرات 
بازدارندگـی لاکتوباسـیل های انـواع عسـل به عنـوان یـک پروبیوتیک 
مطـرح روی سـویه های سـودوموناس ائروژینوزای مقاوم بـه چند دارو 

جداشـده از فنوتیپ هـای مختلف سـوختگی انجام شـد.

3. مواد و روش‌ها

3..1. جداسازی باکتری‌ها
در ایـن مطالعـه مقطعـی آینده نگـر، نمونه بـرداری از 220 بیمـار 
(شـامل 105 زن/ 115 مـرد، محـدوده سـنی 9 تا 78 سـال میانگین 
± انحراف معیـار 7/1 ± 43) بسـتری در بخـش سـوانح و سـوختگی 
شـش بیمارسـتان دولتـی و خصوصـی تحـت پوشـش دانشـگاه های 
علـوم پزشـکی گلسـتان و مازنـدران در شـهرهای خـان به بیـن، قائم 
شـهر، چالـوس، تنکابـن، آمـل و سـاری واقـع در شـمال ایـران طـی 
براساس  نمونه گیـری  مبناي  شـد.  انجـام   1400  -  1402 سـال های 
و  متخصـص  پزشـکان  توسـط  دسترس  در  و  آسان  نمونه گیـری 
پرسـتاران مجـرب پایه ریزی گردیـد. رعایـت اسـتانداردهای اخلاقی 
بـر  مبنـی  پرسشـنامه ای  بیمارسـتان ها،  اخـلاق  کمیتـه  از  مجـوز  و 
جنسـیت، سـن بیمـار، درجـه سـوختگی و مـدت زمان بسـتری تهیه 
شـد. 129 بیمـار به دلیـل سـوختگی بـا آتـش (17 نفر آن هـا به دلیل 
خودسـوزی) و 91 بیمـار در اثـر تمـاس بـا مایعـات یا بخـار داغ دچار 
سـوختگی شـده بودند. ایـن مطالعه بـا در نظر گرفتـن اصـول اخلاق 
پژوهـش، در دانشـگاه آزاداسـلامی- مازندران بررسـی و با شناسـه 
اخـلاق (IR.IAU.CHALUS.REC.1401.023) مصـوب گردید. بیماران 
دارای علائمـی ماننـد تب، ضعـف، بی حالی، راش های پوسـتی، چرك 
ناحیـه عفونت زخم سـوختگی بودنـد. معیار ورود بیمـاران به مطالعه، 
داشـتن علائـم سـوختگی بـا گذشـت حداقـل 72 سـاعت از زمـان 
بسـتری بـود. بیماران مبتـلا به بیماری هـای خودایمنی، دیابت، سـن 
کمتـر از 7 سـال (اعـم از زن و مـرد)، دریافت کننـدگان پیوند پوسـت 
و در حـال فـوت از ایـن مطالعـه حـذف شـدند. پـس از نمونه گیری با 
سـواب اسـتریل از زخـم، بیوپسـی بافت در اتـاق عمل از عمـق ضایعه 
بـا سـایز 1 سـانتی متر مکعـب و نمونه گیـری از خـون در هنگامی که 
بیمـار تـب داشـت، نمونه هـا جهـت ردیابی سـویه های سـودوموناس 
آئروژینـوزا پس از کشـت اولیـه در محیط های BHI براث و سـتریماید 
آگار (مـرك، آلمـان) و انکوباسـیون به مـدت 24 سـاعت در دمای 37 
درجـه سـانتی گراد، بـا اسـتفاده از رنگ آمیزی گرم، تسـت اکسـیداز، 
واکنـش در محیـط TSI، تسـت OF، بررسـی تحـرك، رشـد در 42 
درجـه سـانتی گراد و تولیـد پیوسـیانین در محیط مولـر هینتون آگار 

شناسـایی و جداسـازی شدند. 

3..2. تعیین حساسیت دارویی
 در تعییــن حساســیت دارویــی بــه روش انتشــار دیســک (کربــی– 
ســودوموناس  ســاعته   24 کشــت  جدایه هــای  از  ابتــدا  بائــر)، 
ــط  ــه و روی محی ــد تهی ــک فارلن ــم م ــر نی ــت براب ــوزا، غلظ ائروژین
کشــت مولــر هینتــون آگار (مــرك، آلمــان) کشــت و دیســک گذاری 
 30) دیســک هاي آمیکاســین  از  اســتفاده  بــا  انجــام  بــراي 
میکروگــرم)، ایمی پنــم (10 میکروگــرم)، ســفپیم (30 میکروگــرم)، 

https://ethics.research.ac.ir/ProposalCertificateEn.php?id=298497
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سیپروفلوکساســین (5 میکروگــرم)، تیکارسیلین-کلاوونیک اســید 
 30) ســفتازیدیم  میکروگــرم)،   10) مروپنــم  میکروگــرم)،   85)
پبپراســیلین- میکروگــرم)،   5) نورفلوکساســین  میکروگــرم)، 

و  میکروگــرم)   10) کلیســتین  میکروگــرم)،   110) تازوباکتــام 
پادتــن  شــرکت  از  خریداری شــده  میکروگــرم)   30) آزترونــام 
ــت ها  ــط کش ــیون محی ــس از انکوباس ــد. پ ــام ش ــران انج ــب، ای ط
ــه  ــانتی گراد، هال ــدت 18 - 16 ســاعت درحــرارت 37 درجــه س به م
ــا  ــری شــد و ب ــک از دیســک ها اندازه گی ــر ی ــراف ه ــدم رشــد اط ع
ــاوم،  ــه ســه دســته مق ــه جــدول اســتاندارد CLSI-2021 ب توجــه ب
ــودوموناس  ــدند (9). از س ــته بندی ش ــاس دس ــاس و حس نیمه حس
 CCTP 1074  ــوزا ــودوموناس ائروژین ــوزا ATCC 27853، س ائروژین
و اشرشــیاکولی ATCC 25922 به عنــوان ســویه های کنتــرل در 

ــد.  ــتفاده ش ــی اس ــیت داروی ــن حساس تعیی

3..3. شناسایی لاکتوباسیل‌های عسل  
از  عسـل  نمونـه  سـیزده  پروبیوتیک هـای  جداسـازی  به منظـور 
مناطـق مختلف ایران (شـامل: عسـل مرکبات، عسـل کوهـی فاروج، 
عسـل فیروزکـوه، عسـل طبیعـی مـوم دار، کنـارك، عسـل آویشـن، 
عسـل اردبیـل، عسـل خارشـتر، عسـل اکالیپتوس، عسـل گـون یزد، 
عسـل اقاقیا، عسـل آفتابگردان، عسـل گشـنیز) 45 گرم از هـر نمونه 
به طـور جداگانـه بـا 180 سی سـی از پیپتون واتـر (0/1 وزن/حجـم) 
در یـک ارلـن تلقیـح و در دور 1800 به مـدت 10 دقیقـه سـانتریفیوژ 
شـدند. سـپس رسـوب حاصلـه در 10 سی سـی MRS  بـراث (مرك، 
سـانتی گراد  درجـه   37 در  سـاعت   48 به مـدت  و  مخلـوط  آلمـان) 

 MRS انکوبـه شـدند. در ادامـه 1 سی سـی از هر نمونه رشـد یافتـه از
شـرایط  در  سـاعت   48 و  شـد  مجـدد  کشـت  آگار   MRS در بـراث، 
کلنی هـای  شـدند.  انکوبـه  سـانتی گراد  درجـه   37 در  بی هـوازی 
پروفایـل  فنوتیپـی  آزمایشـات  مـورد  لاکتوباسـیلوس  بـه  مشـکوك 
 تخمیـر قندهـا (آرابینـوز، سـلوبیوز، گالاکتـوز، گلوکونـات، لاکتـوز، 
مالتـوز، مانیتول، دی- مانوز، ملیبیوز، رافینوز، سالیسـین، سـوربیتول، 
سـاکاروز، تری هالـوز، گزیلـوز، ملی زیتـوز، ریبـوز، اسـکولین) و تولید 
NH3 قـرار گرفتنـد و نتایج بعد از 24 سـاعت گرمخانـه گذاری در 37 

درجـه سـانتی گراد ثبـت شـد. جهت تاییـد نهایـی لاکتوباسـیل های 
از  استفاده  با  باکتري  ژنوم  استخراج  از  پس  شناسایی شـده،  غالـب 
روش جوشاندن، واکنـش زنجیـره ای پلیمـراز (PCR) بـا اسـتفاده از 
پرایمرهـای پیش رونـده و پس رونـده (جـدول 1) واکنـش PCR در 
 ،DNA حجـم نهایـی 25 میکرولیتـر شـامل 1 میکرولیتـر از نمونـه
پس رونـده،  و  پیش رونـده  پرایمرهـای  از  یـک  هـر  از  میکرولیتـر   1
12میکرولیتـر 2x master mix (حـاوی20 میکرومـولار dNTP و 
1/5 میکرومـولار کلریدمنیزیـم) سـاخت کمپانی آمپیلیکون، کشـور 
دانمـارك و 11 میکرولیتـر آب مقطر انجام شـد. برنامه زمانی واکنش 
زنجیره پلی مراز در دستگاه ترموسایکلر (اپنـدورف، آلمـان) با شـرایط 
دمایـی دناتوراسـیون اولیه 95 درجه سـانتی گراد به مـدت 10 دقیقه، 
در 40 چرخـه شـامل دناتوراسـیون در 95 درجه سـانتی گراد به مدت 
25 ثانیـه، واسرشـت پرایمرهـا در 63 - 59 درجـه سـانتی گراد به 30 
ثانیـه و سـپس طویل سـازی ثانویـه در 72 درجه سـانتی گراد به مدت 
30 ثانیـه صـورت گرفـت و محصـول PCR روی ژل آگارز 1/5 درصـد 

شـد. الکتروفورز 

جدول 1. مشخصات عمومی پرایمرهای مطالعه )10-12(

سایز )جفت‌باز((`3-`5) توالینام پرایمر

Lplan210

FAAAATCATGCGTGCGGGTAC

RATGTTGCGTTGGCTTCGTCT

Lacido152

FGTAATCGTGTTCTACATATACATAG

RGGTTATAAAGTTAACAGCATTGTTC

Lbrevis64

FGCAGTTGCCGAGGTCCAA

RCCAACGCATTTTCAGCATCA

3..4. تعیین خواص پروبیوتیک
ضدمیکروبــی  ترکیــب  اســید  بــه  مقاومــت  ارزیابــی  بــرای 
ــا  ــیل ها ب ــیون لاکتوباس ــر از سوسپانس ــی، 100 میکرولیت پروبیوتیک
 4 =  pHــراث در ــیMRS  ب ــد در 10 سی س ــم مک‎فارلن ــت نی غلط

ــس از  ــده و پ ــال) تلقیح ش ــیدکلریدریک 1 نرم ــتفاده از اس ــا اس ( ب
ــذاری  ــه گ ــبانه روز گرمخان ــک ش ــط MRS آگار و ی ــت در محی کش
ــه  در 37 درجــه ســانتی گراد چنانچــه تعــداد کلنی هــای رشــد یافت
بیشــتر از 106 واحــد تشــکیل دهنده کلنی/میلی لیتــر بودنــد مقــاوم 

ــه اســید در نظــر گرفتــه شــدند. ب
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3..5. تعيين اثر ضدباكتريايي لاکتوباسیل‌ها 
به‌روش انتشار دیسک 

پروبیوتیــک  باکتری هــای  مهــاری  اثــر  بررســی  جهــت 
آئروزینــوزا  ســودوموناس  ســویه های  روی  (لاکتوباســیلوس) 
ــتفاده  ــک اس ــار دیس ــم از روش انتش ــای زخ ــده از عفونت ه جداش
شــد. به طوری کــه ابتــدا کلنــی جدایه هــای لاکتوباســیلوس در 
ــن  ــردن پارافی ــد از اضافه ک ــد و بع ــح ش ــراث تلقی ــط MRS  ب محی
روي محیط هــا به مــدت 4 روز (فراهــم آوردن زمــان لازم بــراي 
ــانتی گراد در  ــه س ــاي 37 درج ــی) در دم ــواد ضدمیکروب ــد م تولی
ــت  ــد از گذش ــدند. بع ــذاري ش ــمع دار گرمخانه گ ــار ش ــل ج داخ
4 روز و خــروج پارافیــن از محیــط، محتویــات لوله هــا بعــد از 
مخلوط کــردن بــه داخــل لوله هــاي شیشــه اي اســتریل انتقــال داده 
شــد و به مــدت 10 دقیقــه در دور 2800 ســانتریفیوژ شــد. رســوبات 
ــه  ــه مطالع ــراي ادام ــی ب ــول روی در شــرایط اســتریل حــذف و محل
ــر= 6  ــتریل (قط ــی اس ــک های خال ــه دیس ــد. در ادام ــداري ش نگه
ــدت 5  ــک به م ــای پروبیوتی ــی باکتری ه ــع روی ــا مای ــر) ب میلی مت
دقیقــه آغشــته شــدند. بــرای خشــک کردن آن هــا، تمــام دیســک ها 
به مــدت 15 دقیقــه در دمــای 37 درجــه ســانتی گراد قــرار گرفتنــد. 
ــوزا  پــس از کشــت سوسپانســیون ایزوله هــای ســودوموناس ائروژین
ــا غلظــت معــادل 108 واحــد تشــکیل دهنده کلنی/میلی لیتــر روی  ب
ــان)،  ــرك، آلم ــون آگار (م ــر هینت ــط مول ــاوی محی ــای ح پلیت ه
ــی  ــدند. تمام ــذاری ش ــی جاگ ــع روی ــه مای ــته ب ــک های آغش دیس
ــس  ــده و پ ــه ش ــانتی گراد انکوب ــه س ــای 37 درج ــا در دم پلیت ه
ــری  ــه باکت ــا علی ــد پروبیوتیک ه ــار رش ــه مه ــاعت، ناحی از 24 س
ــه عــدم رشــد  ســودوموناس ائروژینــوزا اندازه  گیــری شــد. قطــر هال
ــا 9   ــد 8 ت ــدم رش ــه ع ــر هال ــاوم، قط ــر مق ــر از 7 میلی مت کوچکت
ــه عــدم رشــد بزرگتــر از  میلی متــر حساســیت متوســط و قطــر هال
10 میلی مترحســاس بــه پروبیوتیــک در نظــر گرفتــه شــد (5) ایــن 

ــوان کنتــرل منفــی و  بررســی از دیســک های کاغــذی بلانــک به عن
ــوان  از دیســک آنتی بیوتیــک ســفتارولین (ماســت، انگلیــس) به عن

ــرل مثبــت اســتفاده شــد.  کنت

3..6. روش تجزیه‌وتحلیل اطلاعات
ــی  ــداول فراوان ــب ج ــا در قال ــا یافته ه ــع آوری داده ه ــس از جم پ
ــا  ــات ب ــه اطلاع ــد. کلی ــه گردی ــددی ارائ ــاخص های ع ــودار و ش نم
تجزیه وتحلیــل  اســتفاده از نرم افــزار SPSS ویراســت 23 مــورد 
ــع کای  ــت مرب ــا تس ــا ب ــن گروه ه ــداد بی ــه تع ــت. مقایس ــرار گرف ق
و واریانــس یک طرفــه مــورد بررســی قــرار گرفــت. نتایــج در ســطح 

ــد. ــی ش ــی دار P < 0/05 بررس معن

4. نتایج

4..1. نتایج مطالعات دموگرافیک
در مجمـوع از 220 نمونـه بالینـی اخـذ شـده از انـواع سـوختگی، 
کشـت مثبـت 55 درصـدی مشـاهده شـد کـه در زمـره پاتوژن هـای 
شناسـایی شـده، 28/64 درصـد جدایه هـا متعلـق بـه سـودوموناس 
شـامل  باکتریایـی  مثبـت  کشـت های  مابقـی  بـود.  آئروژینـوزا 
اورئـوس  اسـتافیلوکوکوس  درصـد)،   19/12) بومانـی  آسـینتوباکتر 
(8/31 درصـد) و اسـتافیلوکوکوس های کواگـولاز منفـی (5 درصـد) 
بـود. از 63 جدایـه سـودوموناس آئروژینـوزا، 29 جدایـه (46 درصد) 
از زنـان و 34 جدایـه (54 درصـد) از مـردان جدا شـد. بیشـترین نرخ 
 50 بـالای  سـنین  در  آئروژینـوزا  سـودوموناس  جدایه هـای  فراوانـی 
سـال (50/80 درصـد)، بـا درجـه سـوختگی نـوع 4 (38/09 درصد) 
بـا مـدت زمان بسـتری سـه هفته (46/03 درصـد) دیده شـد (جدول 
2). در بررسـی آمـاری هیچ تفـاوت معنـی داری بین گروه های سـنی 

.(P = 0/06) و جنسـیت دیـده نشـد

جدول 2. مشخصات جمعیت مطالعه و فراوانی جدایه‌های سودوموناس ائروژینوزا الف
X2P-Valueجمع78 - 5050 - 2525 - 9گروه‌های سنیمتغیرها

0/190/06)46( 29)48/28( 14)34/48( 10)17/24(5زنجنسیت

0/24)54( 34)58/82( 20)20/59( 7)20/59(7مرد

0/02 ب0/17)34/92( 22)50( 11)40/90( 9)9/09(2درجه دودرصد سوختگی

0/15)26/98( 17)58/82( 10)41/18( 7)0( 0درجه سه

0/21)38/09( 24)66/67( 16)33/33( 8)0( 0درجه چهار

0/11)12/7( 8)0( 0)37/5( 3)62/5( 5یک هفتهمدت زمان بستری

0/03 ب0/30)41/27( 26)53/85( 64)26/92( 7)19/23( 5دو هفته

0/27)46/03( 29)62/07( 18)31/03( 9)6/90( 2سه هفته
الف مقادیر به صورت تعداد )درصد( بیان می‌شوند.

ب معنی‌دار بین متغیرهای مطالعه براساس آزمون مربع کای.
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4..2. نتایج تعیین حساسیت دارویی
در تعییــن حساســیت میکروبــی در بیــن 63 جدایــه ســودوموناس 
کلاس  هشــت  در  آنتی بیوتیــک  یــازده  بــه  نســبت  ائروژینــوزا 
ــای  ــر آنتی بیوتیک ه ــه در براب ــت جدای ــترین مقاوم ــف، بیش مختل

و  درصــد)   42/86) آزترونــام  و  اســید  تیکارســیلین-کلاوونیک 
آمیکاســین  بــه  نســبت  آنتی بیوتیکــی  حساســیت  بیشــترین 
(60/32 درصــد) مشــاهده شــد ( تصویــر 1). نتایــج نشــان داد کــه 
به ترتیــب 55/56 درصــد و 23/81 درصــد دارای مقاومــت چندگانــه 

ــد. ــترده بودن ــت گس و مقاوم

 :TCC ،سیپروفلوکساسین :CIP ،سفپیم :FEP ، مروپنم :MEM ،ایمی پنم :IPM .تصویر 1. تعین حساسیت آنتی بیوتیکی در بین جدایه های سودوموناس ائروژینوزا
 :I ،مقاومت :R .کلیستین :CS ،پیپراسیلین-تازوباکتام :TZP ،نورفلوکساسین :NOR ،سفتازیدیم :CAZ ،آمیکاسین :AN ،آزترونام :ATM ،تیکارسیلین-کلاوونیک اسید

حدواسط، S: حساسیت.

4..3. نتایج خواص پروبیوتیک‌ها و عملکرد 
ضدسودومونایی آن‌ها 

در بیـن سـیزده نـوع عسـل، عسـل های فیروزکـوه و اقاقیـا فاقـد 
پروبیوتیکـی،  ایزوله هـای  زمـره  در  بودنـد.  پروبیوتیکـی  هرگونـه 
لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس و لاکتـو باسـیلوس پلانتـاروم با درصد 

یکسـان 69/32 درصـدی بیشـترین فراوانـی را نشـان دادنـد. لاکتـو 
باسـیلوس برویـس بـا فراوانـی 53/85 درصـد در رتبـه بعـدی قـرار 
گرفـت (جـدول 3). در تعییـن خـواص مقاومـت بـه اسـید 88/98 
درصـد   55/56 اسـیدوفیلوس،  لاکتوباسـیلوس  سـویه های  درصـد 
سـویه های  درصـد   42/86 و  پلانتـاروم  لاکتوباسـیلوس  سـویه های 

برویـس در pH  = 4 مقاومـت نشـان دادنـد. لاکتوباسـیلوس 

جدول3 . پراکنش و فراوانی گونه‌های لاکتوباسیل از سیزده نوع عسل

عسلمتغیر ها

گشنیزاقاقیاگوناکالیپتوسخارشتراردبیلآویشنکنارکمومدارفیروزکوهآفتابگردانکوهی فاروجمرکباتپروبیوتیک

لاکتوباسیلوس 
اسیدوفیلوس

+-+-+++-+++-+

لاکتوباسیلوس 
گاسری

-----+--+----

لاکتوباسیلوس 
پرویس

+-+--++++-+--

لاکتوباسیلوس 
گالیناروم

-------------

لاکتوباسیلوس 
پلانتاروم

+++--++-+++-+

لاکتوباسیلوس 
اینستالیس

-------------
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نتایج انتشـار دیسـک نشـان داد روی تمامی جدایه های سودموناس 
آئروزینـوزای بـا مقاومـت چندگانـه، لاکتوباسـیلوس پلانتـاروم جـدا 
رشـد (میانگیـن 25  عـدم  هالـه  ایجـاد  بـا  مرکبـات  عسـل  از  شـده 
میلی متـر) بهتریـن خاصیـت ضدباکتریایـی را دارد. درحالی کـه صرفا 
هفـت جدایـه از 15 جدایه بـا مقاومت گسـترده (46/67 درصـد) را از 
بیـن بـرد. لاکتوباسـیلوس برویس بـا میانگین قطر هاله عدم رشـد 19 
میلی متـر و لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس بـا میانگین قطـر هاله عدم 
رشـد 16 میلی متـر در رتبه هـای بعـدی از جهـت مهـار سـویه های بـا 
مقاومـت چندگانـه سـودوموناس ائروژینوزا قرار گرفتنـد در صورتی که 

قـادر بـه مهار هیچ سـویه بـا مقاومـت گسـترده نبودند.
همانطـور کـه در جـدول 4 مشـاهده می شـود میانگیـن قطـر هاله 
بیشـتر  مراتـب  بـه  پلانتـاروم  لاکتوباسـیلوس  از  ناشـی  رشـد  عـدم 
(1/3 برابـر) از اثـر پروبیوتیکـی لاکتوباسـیلوس برویـس و 1/6 برابـر 
بـا  سـویه های  روی  اسـیدوفیلوس  لاکتوباسـیلوس  پروبیوتیکـی  اثـر 
مقاومـت چندگانـه سـودوموناس ائروژینـوزا بود. طوری کـه 64 درصد 
جدایه هـای مقـاوم بـه دارو نسـبت بـه مایـع رویـی لاکتوباسـیلوس 

.(P = 0/029) پلانتـاروم حساسـیت نشـان دادنـد

جدول4. هاله عدم رشد ناشی از سه پروبیوتیک بر رشد سویه‌های با مقاومت چندگانه سودوموناس ائروژینوزا
P-valueانحراف‌معیار + میانگین قطر هاله عدم رشد )میلی‌متر ( الفپروبیوتیک

4/010/029 ± 18/2لاکتوباسیلوس پلانتاروم
3/80 ± 12/2لاکتوباسیلوس پلانتاروم برویس

0/00 ± 10/1لاکتوباسیلوس پلانتاروم اسیدوفیلوس

الف مقایسه تعداد بین گروه‌ها به‌صورت انحراف‌معیار ± میانگین با آنالیز واریانس یک‌طرفه. 

5. بحث
رونـد بهبـود زخـم می توانـد توسـط عوامـل بی شـماری از جملـه 
دیابـت، عفونت هـای پوسـتی، ترومـا و سـوختگی بـه تاخیـر بیفتـد یا 
متوقـف شـود. تعـداد بیمـاران مبتلا به زخم هـای حاصل از سـوختگی 
به دلیـل تغییـر سـبک زندگـی و مشـکلات پیـری به سـرعت در حـال 
افزایـش اسـت. سـوختگی یکی از مخرب ترین شـرایط پزشـکی اسـت 
کـه آثـار جسـمی و روحـی آن، تـا مدت ها بـرای بیمـار باقـی می ماند. 
کلونیزاسـیون محـل زخم توسـط پاتوژن ها و باکتری هـای فرصت طلب 
به طـور قابل توجهـی بـه مزمن شـدن زخـم کمـک می کنـد. جراحات 
ناشـی از سـوختگی در کشـور ما بسـیار زیاد اسـت کما اینکه مطالعات 
قبلـی باکتری هـای اسـتافیلوکوکوس اورئوس، سـودوموناس آئروژینوزا 
و آسـینتوباکتر بومانـی را به عنـوان شـایع ترین باکتری هـا در زخم های 
حاصـل از سـوختگی شناسـایی کرده انـد (13، 14). در ایـن مطالعـه 
فراوانـی ایزوله هـای سـودوموناس آئروژینـوزا از زخم هـای سـوختگی 
حـدود 29 درصـد گـزارش شـد کـه بیشـتر از فراوانی گزارش شـده در 

منطقه یکسـان در سـال 2017 اسـت (15).
سـال  در   ،(16)  1388 سـال  در  همـدان  در  انجام شـده  مطالعـات 
به ترتیـب   (18) 1396سـنندج  سـال  در  و   (17) اصفهـان   1392
سـویه های غالـب جـدا شـده از زخم هـای سـوختگی را سـودوموناس 
آئروژینـوزا (72/7 درصد)، سـودوموناس آئروژینـوزا (44/69 درصد) و  

اسـتافیلوکوك اورئـوس (58 درصـد) گـزارش کردنـد.
محققیـن در مازنـدران در سـال 1402، آسـینتوباکتر بومانـی با نرخ 
فراوانـی 39/3 درصـد را شـایع ترین جدایه بیماری زای زخم سـوختگی 
ایجادکننـده  باکتریایـی  عوامـل  شـیوع  درصـد   .(19) کردنـد  ذکـر 
می توانـد  عفونـت  محـل  بـه  توجـه  بـا  سـوختگی  از  بعـد  عفونـت 

متفـاوت باشـد امـا آنچـه بـه وضـوح قابـل مشـاهده اسـت ایـن اسـت 
کـه در اکثـر مطالعـات همچـون نتایـج مطالعـه حاضـر، سـودوموناس 
آئروژینـوزا بـا فراوانـی بیشـتری در بـروز عفونت های سـوختگی ظاهر 
می شـود کـه می توانـد به دلیـل کم نیـاز بـودن ایـن باکتـری و حضـور 
گسـترده تر آن به دلیـل مقاومـت نسـبت بـه آنتی بیوتیک هـای رایـج و 
ترکیبـات ضدعفونی کننـده باشـد (1، 5، 8). گرچـه الگوهـای مقاومت 
ضدمیکروبـی می توانـد در منطقـه و حتـی در بیمارسـتان های مختلف 
در یـک جامعـه متفـاوت باشـد. مطالعـه حاضـر بـه تعییـن فراوانـی 
فنوتیپ هـای مقاومـت چندگانـه و گسـترده جدایه هـای سـودوموناس 
ائروژینـوزا حاصـل از زخم سـوختگی در دو اسـتان شـمالی کمک کرد.  
در مقایسـه با مطالعه ای در تهران در سـال 1394 میزان حساسیت 
 60 حـدود  بـا  آمیکاسـین  بـه  ائروژینـوزا  سـودوموناس  جدایه هـای 
درصـد همخوانـی داشـت (20). در مطالعـه دیگـر در سـال 1395 
بیشـترین حساسـیت نسـبت به تیکارسـیلین- کلاوونیک اسـید (90 
درصـد) گـزارش شـد (21). درحالی کـه در مطالعـه حاضـر جدایه ها 
نسـبت به ایـن آنتی بیوتیـک مقاومت نسـبتا بالایـی (42/86 درصد) 
نشـان دادنـد. در مطالعـه انجـام شـده در اتیوپـی نـرخ مقاومـت بـه 
سـفتازیدیم (92 درصـد) تقریبـا دوبرابـر میـزان ایـن مطالعـه (39 

.(22) بـود  درصد) 
ــت  ــد دارای مقاوم ــد و 23/81 درص ــر 55/56 درص ــه حاض در مطالع
چندگانــه و مقاومــت گســترده بودنــد کــه در راســتای نتایــج محققیــن 
ــران  ــر در ای ــه دیگ ــت (17). در دو مطالع ــال 1394 اس ــی در س ایران
ــه به ترتیــب 60 و 45 درصــد  ــا مقاومــت چندگان ــی ســویه های ب فراوان
ــپانیا و  ــات در اس ــا مطالع ــه ب ــه در مقایس ــد (20، 21) ک ــزارش ش گ
ــت آمده  ــج به دس ــلاف نتای ــل اخت ــت (23، 24). دلی ــر اس ــا کمت ایتالی
در مطالعــه حاضــر بــا دیگــر مطالعــات می توانــد دلایلــی چــون اختــلاف 
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نقــاط جغرافیایــی، نــوع نمونــه بالینــی، ســابقه مصــرف آنتی بیوتیــک در 
بیمــار، شــرکت ســازنده آنتی بیوتیــک و... داشــته باشــد. بــا توجــه بــه 
ایــن معضــل فراگیــر ارائــه دســتورالعمل هایی بــرای اســتفاده منطقــی 
از ضدمیکروبی هــای سیســتمیک و جایگزین هــای ضدمیکروبــی در 
مدیریــت بیمــاران مبتــلا بــه عفونــت ســوختگی و زخــم منطقــی به نظر 

می رســد.
عسـل به دلیـل قـدرت باکتری کشـی و باکتریواسـتاتیکی اش روی 
طیـف وسـیعی از باکتری هـا اعـم از هـوازی و بی هـوازی، گـرم منفـی 
و مثبـت تاثیـر دارد. ترکیبـات موجـود در عسـل ماننـد فلاونوئیدهـا 
و اسـیدهای آروماتیـک بـا حملـه بـه سیتوپلاسـم باکتری منجـر به از 
دسـت دادن یون هـای پتاسـیم و آسـیب های ناشـی از تحریـک اتولیـز 
سـلولی و افزایـش نفوذپذیـری غشـاء باکتـری منجـر به از دسـت دادن 
ظرفیـت باکتـری برای سـنتز  ATP  می شـود و همین امـر موجب مهار 
باکتـری می گـردد (25). در ایـن مطالعـه، لاکتوباسـیلوس پلانتـاروم 
جـدا شـده از عسـل مرکبـات بهتریـن خاصیـت ضدباکتریایـی علیـه 
جدایه هـای بـا مقاومت چندگانـه سـودوموناس ائروژینوزا را نشـان داد. 
به نظـر می رسـد دلیـل پتانسـیل ضدباکتریایـی کمتر ایـن پروبیوتیک 
روی سـودوموناس های بـا مقاومـت گسـترده، تنـوع و ظرفیـت بـالای 

مقاومتـی چنین سـویه هایی باشـد.  
مطالعـه صـورت گرفتـه توسـط لـی و همکارانـش در سـال 2023 
نشـان داد پروبیوتیک هـای عسـل نـه تنهـا عفونت هـای باکتریایـی را 
کنتـرل می کننـد بلکـه باعـث بهبـود زخـم نیـز می شـوند (26). در 
مطالعـه ای در سـال 2016 در تمامـی آزمون های  میکروبـی به کاررفته 
اثـر ضدمیکروبـی و اثـر ضداتصالـی لاکتوباسـیلوس ها بـر باکتری های 
 اشریشـیاکلی یوروپاتوژنیک تایید شـد (27). همین محققین در سـال 
2021 نشـان دادنـد ترکیبـات عسـل در کنتـرل عفونت های ناشـی از 
جراحـی و زخم هـا، سـوختگی ها، بیماری هـای چشـمی، بیماری هـای 
پوسـتی، مشـکلات مخـاط دهـان و نواحـی نکـروزه موثر اسـت (28).

لاکتوباسـیلوس های  کمـک  بـا   1396 سـال  در  ایرانـی  محققیـن 
اورئـوس  اسـتافیلوکوکوس  جدایه هـای  رشـد  عسـل،  از  شـده  جـدا 
سـال 1397،  در  ایـران  در  دیگـر  مطالعـه ای  کردنـد (29).   مهـار  را 
اجـزای پراکسـیدی (هیدروژن پراکسـید) و همچنین غیر پراکسـیدی 
(آنتی اکسـیدان ها) موجـود در عسـل را دلیل ممانعت از رشـد شـیگلا 
بـا  و  اورئـوس  اسـتافیلوکوکوس  سـتیوژنز،  منـو  لیسـتریا  سـونه ای، 
سـیلوس سـرئوس ذکـر کردنـد (30). همچنیـن محققیـن با بررسـی 
اثـرات ضدباکتریایی عسـل، ارتباط مسـتقیم بین غلظت عسـل و زمان 
نگهـداری بـا اثرات ضدمیکروبـی آن (میزان منظقه عدم رشـد) را تایید 
کردنـد (28). گرچـه بسـته به نوع عسـل ایـن ویژگی می توانـد متغیر 
باشـد کمـا اینکـه در مطالعه حاضر پروبیوتیک های جدا شـده از عسـل 
مرکبـات بیشـترین اثر ضدسـودومونایی را نشـان دادنـد. مطالعه انجام 
شـده توسـط ماتـزن و همکارانـش در سـال 2018 نشـان داد عسـل 
مشتق شـده ازگل دانمارکـی دارای اثر ضدباکتریایی بیشـتری هسـتند 
به طـوری کـه در همـه مـوارد مانـع از رشـد اسـتافیلوکوکوس اورئوس، 

سـودوموناس  و  کـولای  اشرشـیا  اپیدرمایدیـس،  اسـتافیلوکوکوس 
آئروژینـوزا شـده اسـت (31). در مطالعه ای دیگر در فنلاند، عسـل های 
ارگانیـک موجـود در بـازار دارای فعالیـت ضدمیکروبـی قابل توجهـی 
آئروژینـوزا،  سـودموناس  علیـه چندیـن پاتـوژن باکتریایـی از جملـه 

کلبسـیلا پنومونیـه، سـالمونلا تایفـی و باسـیلوس بوده انـد (32). 

5..1. محدودیت‌های پژوهش
ــای  ــود. محدودیت ه ــراه ب ــی هم ــا محدودیت های پژوهــش حاضــر ب
ــت (لازم  ــوع عفون ــاس ن ــا براس ــم جدایه ه ــداد ک ــه، تع ــن مطالع ای
ــی  ــان پاندم ــری در زم ــد نمونه گی ــی از فراین ــت بخش ــر اس ــه ذک ب
کوویــد-19 بــوده اســت)، ســوگیری های بالقــوه و عــدم قابلیــت تعمیــم 
بــه ســایر جمعیت هــا بــود. لیکــن نقطــه قــوت مطالعــه حاضــر پایــش 
و اندازه گیــری میــزان مقاومــت دارویــی جدایه هــای ســودوموناس 
ائروژینــوزا از بخــش ســوختگی چنــد بیمارســتان در شــمال کشــور در 
ســال های اخیــر و تاییــد پتانســیل آنتی سودوموناســی عســل مرکبــات 

در شــرایط آزمایشــگاهی اســت.

5..2. نتیجه‌گیری
 بـا توجـه به نرخ بـالای مقاومت هـای سـودوموناس ها در بخش های 
مختلـف بیمارسـتانی در دهـه اخیـر ایـران (33، 34) و نتایـج مطالعه 
حاضـر می تـوان نتیجه گرفت که تشـخیص و نظارت مداوم سـویه های 
سـودموناس ائروژینـوزا بـا مقاومـت دارویـی بالا بـرای کاهـش تهدید 
مقاومـت ضدمیکروبـی در ایـران لازم اسـت. گرچـه در ایـن تحقیـق 
برون تنـی، بـه آنالیز بیوشـیمایی عسـل پرداخته نشـده اسـت لیکن با 
توجه بـه خواص ضدسـودومونایی مطلـوب لاکتوباسـیل های برخی از 
عسـل های بومـی ایـران و بـا توجـه به عـدم سـمیت و عـوارض جانبی 
ایـن فراورده طبیعـی، می توان با تنظیـم پروتکل های دارویی مناسـب 
بـه شـکل موضعـی، عفونت های بعـد از سـوختگی را کنترل نمـود. لذا 
بررسـی خـواص فیزیکوشـیمیایی و اثـرات غیرموضعـی عسـل های با 

خـواص پروبیوتیکـی نیـز امیدوارکننـده به نظر می رسـد. 

مشارکت نویسندگان: 
ف. ل. در تدویـن مفهـوم مطالعـه و ویرایـش نسـخه نهایـی مقالـه 
مشـارکت داشـت. ب. ب. الـف. بررسـی های آزمایشـگاهی را انجـام داد و 
داده هـا را تفسـیر کـرد. همه نویسـندگان نتایـج و پیامدها را مـورد بحث 

قـرار دادنـد و نظـرات خـود را در تمـام مراحـل ارائـه کردند.

تضاد منافع:
نویسندگان اعلام می کنند که هیچ تضاد منافعی وجود ندارد.

بازیابی داده‌ها:
مجموعـه داده هـای ارائـه شـده در ایـن مطالعـه بنـا بـه درخواسـت 
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نویسـنده مسـئول در حین ارسـال یا پس از انتشـار آن در دسترس است. 
داده هـا به دلیـل اصـول اخلاقـی در دسـترس عمـوم قـرار ندارند.

کد اخلاق:
   IR.IAU.CHALUS. ایــن مطالعــه تحــت کــد تاییــد اخلاقــی

اســت. شــده  تأییــد   REC.1401.023 

حمایت مالی و معنوی:
نویسندگان اعلام می کنند که هیچ بودجه ای دریافت نکرده اند.

فرم رضایت آگاهانه:
رضایت آگاهانه از شرکت کنندگان دریافت شده است.
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Abstract
Background: Pseudomonas aeruginosa is one of the most common gram-negative bacteria causing nosocomial and post-burn 

infections. Excessive use and abuse of antibiotics have led to the creation of multidrug-resistant bacteria and increased mortality 
in patients. 
Objectives: This study was conducted to determine the prevalence of Ps. aeruginosa strains with multi-drug-resistant (MDR)/

extensively drug-resistant (XDR) phenotypes and to investigate the inhibitory effects of honey lactobacilli on these isolates.
Methods: Using microbiological and biochemical tests, the Ps. aeruginosa strains were identified from 220 post-burn wound 

samples from hospitalized patients. The Kirby-Bauer test was performed to determine resistance phenotypes according to CLSI2021- 
guidelines. After isolating thirteen types of honey probiotics by phenotypic and molecular methods, their antagonistic properties 
were evaluated by the disk diffusion method.
Results: A total of 63 (%28.64) isolates of Ps. aeruginosa were identified. Most positive samples of Ps. aeruginosa were isolated from 

patients with type 4 burns (38.09%). The results showed that 55.56% and %23.81 had MDR and XDR phenotypes, respectively. The 
highest sensitivity was observed to amikacin (60.32%). The results of disk diffusion showed that the average diameter of the non-
growth zone caused by Lactobacillus plantarum (25 mm) on all isolates of MDR Ps. aeruginosa was 1.3-fold more than the probiotic 
effect of Lactobacillus brevis and 1.6 times more than the probiotic effect of L. acidophilus. 
Discussion: Lactobacillus plantarum isolated from citrus fruits’ honey has a higher antibacterial potential on MDR Ps. aeruginosa 

isolates compared to other Lactobacillus species and other types of honey. More research is needed to confirm the effectiveness of 
honey lactobacilli for skin disinfection of hospitalized patients with burn infections. 
Keywords: Drug Resistance, Pseudomonas aeruginosa, Honey, Probiotics, Burns
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