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  1/4/95:  پذیرش مقاله           11/2/95 : دریافت مقاله

هـاي  وجـود ژن . باشـد می هاي بیمارستانی درصد از عفونت15 الی 10و عامل   یک پاتوژن فرصت طلبسودوموناس آئروژینوزا : مقدمه

اي برخـوردار  باشد و این موضوع از نظر پزشـکی از اهمیـت ویـژه      میسودوموناس آئروژینوزا   هاي تهاجمی   ین مکانیسم ترحدت یکی از مهم   

 Quorum Sensingوسیله یک سیستم ژنی بـه نـام سیـستم     بهسودوموناس آئروژینوزاهاي بیماریزاي باکتري بیان بسیاري از ژن. است

(QS)هـاي کوچـک  گ سیـستم ارتبـاطی سـلول بـه سـلول بـا اسـتفاده از مولکـول        کروم سنسین .گردند کنترل و تنظیم می SMs  در

سـودوموناس   هـاي هاي دخیل در سیـستم کـروم سنـسینگ در سـویه            هدف از تحقیق بررسی شیوع ژن      .هاي تک سلولی است   ارگانیسم

  .باشد جداشده از منابع انسانی میآئروژینوزا

   هاي اختـصاصی کـشت    انسانی تهیه و در محیط گوارشهاي از نمونه سودوموناس آئروژینوزا   نمونه 60  این مطالعه،  در: ها مواد و روش

آزمـون  . هاي مـورد نظـر انجـام گرفـت     براي ردیابی ژنMultiplex PCRآزمون . هاي تشخیصی و افتراقی تأیید گردیدندو توسط تست

 . عامل ضد میکروبی صورت گرفت10حساسیت آنتی بیوتیکی علیه 

نتایج : ها یافتهMultiplex PCRهاي  نشان داد که میزان فراوانی ژنrhlR  5درصد، ژن lasR  3/48 درصـد و ژن lasI  60  درصـد 

 در آزمون حـساسیت آنتـی بیـوتیکی،    .ها شناسایی نگردیدنددر هیچ یک از نمونه rhlI و lasB،apr  ،rhlABهاي بوده، در صورتی که ژن

سیلین و سفوتاکـسیم و بیـشترین میـزان حـساسیت بـه آنتـی       هاي آمیکاسین، آموکسی نتی بیوتیک بیشترین میزان مقاومت نسبت به آ     

 .هاي سیپروفلوکساسین و سفتازیدیم گزارش گردیده استبیوتیک

 سیستم  هايژن: گیريبحث و نتیجهQSجداشده از منابع انسانی دارندسودوموناس آئروژینوزاهاي  فراوانی بالایی در بین سویه . 

 کروم سنسینگسودوموناس آئروژینوزا: هاي کلیديواژه ،. 
 

 چکیده
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 مقدمه

 باکتري گرم منفی هـوازي اسـت        سودوموناس آئروژینوزا 

شـود و توانـایی متـابولیکی    که معمـولاً در محـیط یافـت مـی        

این باکتري پاتوژن فرصت طلبی اسـت کـه         ). 1(دارد   متنوعی  

در افـراد بـا     هاي بیمارستانی خطرنـاکی     اغلب منجر به عفونت   

تـرین عوامـل   مهـم     ).2(شـود  ضعیف شده می سیستم ایمنی 

پیوســیانین،  :  عبارتنــد ازســودوموناس آئروژینــوزا حــدت 

بیوفیلم که بـه گـسترش بـافتی و          همولیزین، الاستاز، تشکیل    

کنـد و ریـشه     ها کمـک مـی    مقاومت آن در برابر آنتی بیوتیک     

    باشـد دشوار مـی   سیار  این باکتري ب  ابتلا به   کنی عفونت در اثر     

تشکیل بسیاري از عوامل حدت این باکتري از طریـق          ). 3- 5(

  Quorum Sensing یک سیستم وابسته به سـلول بـه نـام    

کروم سنـسینگ سیـستم ارتبـاطی سـلول بـه          .شودبیان می

ــول   ــتفاده از مولک ــا اس ــلول ب ــاي س ــک ه در   SMs  کوچ

ــسم ــق ت  ارگانی ــه از طری ــت ک ــلولی اس ــک س ــاي ت ــح ه رش

ها بـه   هاي ارتباطی به داخل محیط و سپس اتصال آن        مولکول

طـور مـستقیم    کند و بنابراین به   هاي گیرنده عمل می   پروتئین 

  را تحـت تـأثیر قـرار داده و      یا غیرمستقیم رونویسی و ترجمه

 سودوموناس آئروژینوزادر باکتري . کنندمی   مبادله   را   اطلاعات 

  rhlR-rhlI  و  lasR-lasI  ژنــی  سیــستم2 از  QS سیــستم 

 بیان کننده دو آنزیم      rhlI  و    lasI هاي  تشکیل شده است، ژن    

 acyl-hemoserine lactone (acyl-HSL)   ســنتتاز 

 تولیدکننـده   rhlR  و  lasR هـاي  در حـالی کـه ژن   باشند،  می

باشند که با اتصال بـه      هاي تنظیم کننده رونویسی می    پروتئین

زا    هاي بیمـاري ختصاصی خود سبب فعال سازي ژنا سیگنال 

 خود در هر دو مرحله رونویـسی و          rhl علاوه بیان    به   . شوندمی

). 2،3(شـود   کنتـرل مـی   las رونویسی توسط سیـستم   بعد از   

هـاي دیگـري در بــاکتري   الـذکر، ژن هـاي فـوق  عـلاوه بـر ژن  

ان  توسط کروم سنسینگ کنتـرل و بی ـ       سودوموناس آئروژینوزا 

تـوان  زائی این باکتري نقش دارند که می شوند و در بیماري   می

کروم سنـسینگ   .  اشاره کرد   rhlAB  و    lasB،apr هاي  به ژن 

تولید بسیاري از عوامل ویرولانس خارج سلولی مانند تـشکیل          

طـوري کـه    کنـد بـه   پمپ ایفلاکـس را تنظـیم مـی        بیوفیلم و   

لم نرمـال هـستند     هاي این ژن فاقد قدرت تشکیل بیوفی      موتان

ایـن  . باشـند کمتري نسبت به سویه وحشی می و داراي حدت    

امر نشان دهنده نقش کلیدي کروم سنسینگ در بیمـاریزایی           

  rhl  و  las هـاي  عـلاوه ژن بـه . باشد میسودوموناس آئروژینوزا 

ــد   ــدت ماننـ ــل حـ ــسیاري از عوامـ ــد بـ ــا    تولیـ پروتئازهـ

  (lasA/lasB)  روتئــاز، اگزوتوکــسین پ ، الاســتاز، آلکــالین A ، 

رامنولیپیدها، پیوسیانین، لکتـین و سوپراکـسید دیـسموتاز را          

هـاي حـدت،    علاوه بر تنظیم بیـان ژن      ). 6،3(کنند  تنظیم می 

طـوري  دهد به سیستم ایمنی میزبان را نیز تحت تأثیر قرار می        

هــا جلــوگیري کــرده، تولیــد لنفوســیت کــه از پرولیفراســیون 

 TNF-α    و  IL-12     دهد و باعث القـاي آپوپتـوز        را کاهش می

هـاي سیـستم    ژن). 3(شـود    هـا مـی   در ماکروفاژها و نوتروفیل   

 QS     عـلاوه بـر دخالـت در        سودوموناس آئروژینوزا  در باکتري 

تـوان بـا    کـه مـی    بیماریزایی، یک ژن اختـصاصی گونـه بـوده          

ــصاصی ژن  ــر اخت ــی پرایم ــساسیت و  طراح ــا ح ــاي آن، ب ه

 بیماریزا را بـه     سودوموناس آئروژینوزا  بالاي   اختصاصیت بسیار 

 شناسـایی    PCR روش مولکولی و سریع بـا اسـتفاده از روش            

 به دلیـل اسـتفاده از    Multiplex PCR در روش ). 2(نمود 

گر توانایی ازدیاد و شناسایی چندین ژن همزمان بـا           چند آغاز   

هـدف از ایـن مطالعـه بررسـی میـزان شـیوع             . هم وجود دارد  

  rhlAB  و  lasI،lasR  ،rhlI  ،rhlR   ، lasB ، aprهـاي ژن

 جدا شده از منابع انـسانی بـه روش          سودوموناس آئروژینوزا در  

 Multiplex PCR  آزمون حساسیت آنتی بیـوتیکی ایـن     و

  .باشدها میجدایه

  هامواد و روش

 جداسازي و شناسایی باکتري

مطالعـات     سـاس ا    توصیفی، بر- مقطعی   مطالعه   این   در

 فرمـول   از   اسـتفاده    بـا     %95    اطمینـان    سـطح    و   قبلـی 

n=z2P(1-P)/d2  نمونـه  100 ، 05/0قبول    قابل   خطاي    و 

 در مراکز درمانی سـطح      انسانی از ترشحات گوارشی بیماران    

و بـه آزمایـشگاه میکـروب شناسـی         جمع آوري   شهر تهران   
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هـاي  اسـایی بـاکتري از آزمـون      منظور شن به. انتقال داده شد  

، تـست   TSIهاي اکسیداز، کاتـالاز،     بیوشیمیایی مانند تست  

OF            درجـه   42، آزمون سـیمون سـیترات، رشـد در دمـاي 

گراد، تولید رنگدانه، بوي خاص و رنـگ آمیـزي گـرم            سانتی

ــاکتري 60در نهایــت . اســتفاده شــد ســودوموناس  نمونــه ب

  .شناسایی گردیدآئروژینوزا 

  PCRآزمون 

 با استفاده از کیـت تجـاري سـیناژن          DNAاستخراج  

 .مطابق دستورالعمل ارائـه شـده توسـط کیـت انجـام شـد      

ــنش  ــایی ژنMultiplex PCRواک ــت شناس ــاي  جه ه

Quorum Sensing  سـودوموناس آئروژینـوزا    در بـاکتري

سـودوموناس   سـویه    60 بـر روي     PCRآزمـون   . انجام شـد  

، lasI ،lasR ،rhlI ،rhlR  ،lasBهاي  براي ژنآئروژینوزا

apr   وrhlAB    در این پژوهش   ). 6) (1جدول(انجام گرفت

 25 اسـتاندارد در حجـم       PCRواکنش زنجیرهاي پلیمراز    

، PCR Master Mix میکرولیتر 5/12میکرولیتر شامل 

 3/8،  ) پیکومـول  10با غلظت   ( میکرولیتر از هر پرایمر      6/0

انجـام   الگـو    DNA میکرولیتر از    3میکرولیتر آب مقطر و     

 PCRهـاي   برنامه حرارتـی جهـت انجـام واکـنش        . گردید

گـراد بـه    درجه سـانتی 94عبارت بود از واسرشت اولیه در       

 94واسرشت در   :  سیکل هرکدام شامل   35 دقیقه،   3مدت  

 درجـه   55 دقیقـه، اتـصال در       1گراد به مدت    درجه سانتی 

ــدت  ســانتی ــه م ــراد ب ــداد در 1گ ــه، امت  درجــه 72 دقیق

 72 دقیقـه و نیـز امتـداد نهـایی در            2 مدت   گراد به سانتی

 در  PCRمحـصولات   .  دقیقـه  7گراد به مدت    درجه سانتی 

وسـیله  سـپس بـه   .  درصد الکتروفورز گردیدنـد    1ژل آگارز   

اتیدیوم برومایـد رنـگ آمیـزي و توسـط دسـتگاه تـرانس              

  .لومیناتور مشاهده شدند

  بیوگرامآنتی

 روژینوزاسودوموناس آئ هاي  آنتی بیوگرام براي جدایه   

ــر (Kirby-Bauer)از طریــق روش دیــسک دیفیــوژن   ب

در ایـن  ). 8،7( انجام شد CSLIاساس راهنماي استاندارد  

ــک    ــی بیوتی ــه آنت ــساسیت ب ــایش ح ــاي آزم ــفپیم، ه س

نیتروفورانتوئین، سفتریاکـسون، سفیکـسیم، نالیدیکـسیک     

اســــید، اریترومایــــسین، آمیکاســــین، جنتامایــــسین، 

  . سنجیده شدیلینسآمپیو  سیپروفلوکساسین

 آغازگرهاي مورد استفاده در این مطالعه. 1جدول 

اندازه  )´3 به ´5(ردیف پرایمر  ژن هدف

محصول 

)bp( 

lasB-f  

lasB-r 

Ttctacccgaaggactgatac  

Aacacccatgatcgcaac 

153 

aprA-f  

aprA-r 

Accctgtcctattcgttcc  

Gattgcagcgacaacttgg 

140 

rblAB-f  

rblAB-r 

Tcatggaattgtcacaaccgc  

Atacggcaaaatcatggcaaac 

151 

lasI-f  

lasI-r 

Cgtgctcaagtgttcaag  

Tacagtcggaaaagcccag 

295 

lasR-f  

lasR-r 

Aagtggaaaattggagtggag  

Gtagttgccgacgacgatgaag 

130 

rblI-f  

rblI-r 

Ttcatcctcctttagttcttcc  

Ttccagcgattcagagagc 

155 

rblR-f  

rblR-r 

tgcattttatcgatcagggc  

cacttccttttccaggacg 

133 

 

  ها یافته

ــه ــامی نمون ــتفاده از   تم ــا اس ــی ب ــورد بررس ــاي م ه

 سـودوموناس آئروژینـوزا   عنـوان   آزمایشات بیوشیمیایی بـه   

ــد  ــدتأییـ ــون . گردیدنـ ــر روي PCRآزمـ ــویه 60 بـ  سـ

 lasI ,lasR ,rhlIهـاي  بـراي ژن سودوموناس آئروژینوزا

,rhlR ,lasB،apr  و rhlAB نشان داد بیشترین میزان 

و کمتـرین میـزان     )  درصد lasI )60 فراوانی مربوط به ژن   

نمـودار  (بوده است   )  درصد rhlR )5فراوانی مربوط به ژن     

در نتایج آنتی بیوگرام مـشخص گردیـد کـه          همچنین  ). 1

هـاي  بیشترین میـزان مقاومـت نـسبت بـه آنتـی بیوتیـک        

ــه ترتیــب  آمیکاســین، آموکــسی ســیلین و سفوتاکــسیم ب

یــزان بیــشترین م. بــوده اســت % 6/94و % 100، 100%

هاي سیپروفلوکـساسین در    حساسیت در بین آنتی بیوتیک    

مـشاهده  % 70 نمونـه  42و سـفتازیدیم  % 3/88 نمونـه  53

  ).2جدول (شد 
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  هاي مورد مطالعه توزیع فراوانی ژن.1 نمودار

هاي سودوموناس آئروژینوزا جداسازي میزان حساسیت سویه. 2جدول 

ک دیفیوژن بر حسب هاي مختلف با روش دیسشده به آنتی بیوتیک

  تعداد و درصد

  میزان مقاومت نوع آنتی بیوتیک

  (%) تعداد 

Resistance 

حساسیت متوسط 

  (%) تعداد

Intermediate 

میزان حساسیت 

  (%)تعداد 

Sensitive 

 5%) 4/8( - 55%) 6/91( سفوتاکسیم

 42%) 70( - 18%) 30( سفتازیدیم

 - - 60%) 100( سیلینآموکسی

 53%) 3/88( - 7%) 7/11( نسیپروفلوکساسی

 - - 60%) 100( آمیکاسین

 25%) 7/41( - 35%) 3/58( جنتامایسین

  

 
هاي کروم سنسینگ،  جهت شناسایی ژنPCR نتایج واکنش .1شکل

M :  مارکرbp50 ، :+ ،هاي  نمونه3تا 1کنترل منفی،  : -کنترل مثبت

 با طول rhlR و lasI ،LasRهاي سودوموناس آئروژینوزا، داراي ژن

  .bp 1661و  bp 607 ، bp 726باند 

  بحث و نتیجه گیري

سـودوموناس  بسیاري از فاکتورهـاي بیمـاریزاي بـاکتري         

 Quorum وسیله یک سیستم ژنی به نام سیستم  بهآئروژینوزا

 Sensing (QS)  در ایــن ). 6(گردنــد  کنتــرل و تنظــیم مــی

 هـاي سیـستم کـروم سنـسینگ در        بررسی، میـزان شـیوع ژن     

هـاي   بررسـی گردیـد و ژن       سودوموناس آئروژینـوزا    هاي  جدایه

 lasI  ، lasR    و  rhlR       هـا  نمونـه % 5و  % 48،  %60 به ترتیـب در

هـاي   و در هیچ یک از نمونه       rhlR هاي   ولی ژن    . حضور داشتند 

علت عدم شناسایی برخی از ژنهـا در        . مورد بررسی مشاهده نشد   

ها باشد که   عدم بیان ژن در نمونه    تواند به علت    می مطالعه حاضر   

آقـا ملایـی و     . افتـد  اتفاق مـی   سودوموناس آئروژینوزا در باکتري   

اسـتفاده از پرایمرهـاي اختـصاصی ژن         همکاران در تحقیقی بـا      

 lasI         سـودوموناس آئروژینـوزا    جهت تشخیص سـریع بـاکتري 

 نمونـه بـالینی جـدا شـده     40از  در این تحقیق   .استفاده کردند

هاي روي ژن بر     ايدر مطالعه). 2( بودند  lasI  داراي ژن 5/48%

 QS  6/81   هـاي کـروم سنـسینگ      ها حـاوي ژن    درصد از نمونه

 بـه    rhlI  و    lasR  ، lasI  ، rhlR هـاي   بودند که در این میان ژن     

 درصد گزارش   3/43 درصد و    65 درصد،   3/78 درصد،   5ترتیب  

هـاي   در بیمـاري  QS هـاي   به دلیل حضور ایـن ژن     ).6(شدند 

باکتري و به دلیل نقش اصـلی و مهـم ایـن ژنهـا،               مرتبط با این    

طـوري  فراوانی در بیشتر مطالعات به میزان قابل توجهی بوده به         

میزان شیوع هر یک از این ژنها بـسته بـه تعـداد           که اختلاف در    

شـود و ایـن     ها اختلاف کمی مشاهده می    ها و یا نوع نمونه    نمونه

در مطالعـه   . باشـند حدت، داراي فراوان بـالایی مـی       هاي  نوع ژن 

 درصـد و  60 بـا    lasI حاضر نیز بیشترین فراوانی مربوط بـه ژن         

 lasR    بـراي درك   ) 2006(ژو و همکـاران     . درصد بـود    3/48 با

سـودوموناس  هـاي کـروم سنـسینگ در    بهتر از اهمیت سیستم   

ــوتیپی و یــهعفونــت قرن  در رشــد آئروژینــوزا اي، مشخــصات ژن

 و پروتئـاز در      AHL هاي چـشمی بـا فعالیـت        بیماریزایی ایزوله 

 lasI /  lasR و   rhlR    بررسی قـرار داد و عنـوان کردنـد      مورد

طـور طبیعـی در     ناکارآمدي کروم سنـسینگ ممکـن اسـت بـه         

 و سیـستم     lasI دسترسـی بـه      هاي بـالینی روي دهـد و        ایزوله

اي بـسیار   هاي قرنیـه  مکن است در رشد عفونت     م  QS کاربردي  

در گزارش خود عنوان نمود که ) 2008(  بوسگلمز ). 9(مؤثر باشد 

تواننــد  نمــیQS   هــاي هــاي دچــار موتاســیون در ژنســویه

را که ارتباط مـستقیم بـا   C4- HSL   هاي لازم مولکول سیگنال
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ر به فاکتورهاي حدت دارد تولید کند هرچند این موتاسیون منج   

در ایـن مطالعـه میـزان    ). 10(گردد ایجاد عفونت در بیماران می   

هاي مختلف  آوري شده نسبت به دسته    هاي جمع مقاومت سویه 

بیشترین میزان مقاومت نسبت به آنتی       . بیوتیکی تعیین شد  آنتی

سیلین و سفوتاکسیم به ترتیب     هاي آمیکاسین، آموکسی  بیوتیک

مقاومـت بـه سـایر آنتـی        . دمشاهده ش % 6/94  و  % 100،  100%

بـه  % 3/58ها هـم مـشاهده گردیـد بـدین ترتیـب کـه              بیوتیک

به سیپروفلوکساسین  % 7/11سفتازیدیم و    به  % 18جنتامایسین،  

ــد ــاوم بودن ــاران از  . مق ــون و همک ــه آذرگ ــه 51در مطالع  نمون

جداسـازي شـده از بیمـاران مبـتلا بـه             سودوموناس آئروژینـوزا  

% 5/21 مقـاوم بـه جنتامایـسین،        %2/37سیستیک فیبروزیس،   

% 8/9مقاوم به سپیروفلوکساسین و      % 7/15مقاوم به آمیکاسین،    

در بررسی الگوي مقاومت آنتی     ). 11(مقاوم به سفتازیدیم بودند     

 ایزوله شـده  سودوموناس آئروژینوزابالینی   هاي  بیوتیکی در سویه  

، %)3/33(از مراکز درمانی شهر اراك میزان مقاومت سـفتازیدیم         

جنتامایـسین  %) 7/15(سیپروفلوکساسین   ،  %)3/20(آمیکاسین  

در مطالعه حاضر میزان مقاومت در ). 12(به دست آمد %) 4/19(

بود که در مقایسه با سـایر مطالعـات بـه           % 100  برابر آمیکاسین   

داد   مقاومـت بیـشتري را نـشان    بـا سـایر مطالعـات    عمل آمـده    

و ) 13(لحیان و همکـاران  از طرفی در مطالعات میرصا    ). 12،11(

 میزان مقاومت به این آنتی بیوتیـک        )14 (رستم پور و همکاران   

تواند به دلیل   رسد این تفاوت می   به نظر می  . بالا بوده است   بسیار  

اـ باشـد   تفاوت در منبع سـویه     سـودوموناس   میـزان مقاومـت     . ه

آئروژینوزا به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین در مطالعات فاضلی 

، شــاهچراغی و )16 (، رضــایی و همکــاران )15 (کــارانو هم

، %7/98 بـه ترتیـب      )18 (و دوستی و همکـاران    ) 17(همکاران   

% 7/11(تحقیـق    مقایـسه نتـایج ایـن       . بود% 6/40و  % 41،  42%

هاي دیگر نشان داد که مقاومت آنتی بیوتیکی با تحقیق) مقاومت

 آنتـی   بـه سـایر     نـسبت    سـودوموناس آئروژینـوزا   هاي  در جدایه 

ها کمتر بوده و هنوز کارآیی لازم را جهت درمان بیماران     بیوتیک

آنتـی بیوتیـک     سـفتازیدیم   . باشدمی   مبتلا به این باکتري دارا      

دیگري است که در مطالعه حاضر مـورد بررسـی قـرار گرفـت و         

نتیجه با نتایج  مقایسه این . از خود نشان داد  % 30میزان مقاومت   

ــات ــایر مطالع ــه از جمس ــاران  ل  ،)15(%) 100(فاضــلی و همک

، دوســتی و همکــاران   )17 (%)42(شــاهچراغی و همکــاران  

   موحــدي و، )19(%) 81(میهنــی و همکــاران ، )18 (%)9/78(

، )21 (%)44/73(همکــاران    صــادري و  ،)20 (%)75(همکــاران  

 در ایـن تحقیـق   سودوموناس آئروژینوزاهاي دهد نمونهنشان می 

قاومت به سفتازیدیم را نسبت به سایر مطالعات        کمترین میزان م  

 داراي   QS هـاي سیـستم     توان نتیجه گرفـت کـه ژن      می . دارند

بـا  .  دارد سودوموناس آئروژینـوزا  هاي  فروانی بالایی در بین سویه    

اینکــه ایــن سیــستم نقــش مهمــی در پاتوژنیــسیته  توجــه بــه 

  تواند می     ، نتایج این تحقیق)22 ( داردسودوموناس آئروژینوزا

   . این بیماري باشد در مورد  راهگشاي درمان 

  تشکر و قدردانی

این مقاله حاصل پایان نامه مقطع کارشناسـی ارشـد          

بوده که در آزمایشگاه میکروبیولوژي پاسارگاد انجام گرفته        

داننـد کـه از     است و نویسندگان مقالـه بـر خـود لازم مـی           

لفـضل مقـدم و     همکاران و پرسنل آزمایشگاه مهنـدس ابوا      

  .دکتر علیرضا مختاري تقدیر و تشکر نمایند
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