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  13/3/88 : پذیرش مقاله،4/11/87 :دریافت مقاله
Øبا توجه به اهمیت . یمارستانی می باشدسودوموناس آئروژینوزا از مهمترین عوامل مرگ و میر ناشی از عفونت هاي ب : مقدمه

تشخیص سریع این باکتري و اشکالات موجود در روش هاي بیوشیمیایی در شناسایی این باکتري، هدف بررسی توانایی آزمون 
PCR دو ژن اختصاصی جنس و گونه oprI و oprL و ژن اگزوتوکسین A) toxA ( در شناسایی سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از
  . ه هاي تنفسی می باشدنمون
Øنمونه سودوموناس آئروژینوزا ازعفونتهاي تنفسی  جمع آوري شدند120 : مواد و روش ها  .DNA باکتري استخراج شده و 

   .انجام شد) toxA (Aو پرایمرهاي ژن اگزوتوکسین )oprL و oprI( با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی جنس و گونه PCRآزمون 
Øسویه سودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی در این مطالعه که با تستهاي بیوشیمیایی جنس و گونه آنها تأیید 120 از : يافته ها 

 سویه 100همچنین از این تعداد، .  مثبت بودندoprL و oprI نسبت به ژنهاي اختصاصی  PCRباروش ملکولی %) 100( نمونه120شد 
  .دند بوAحاوي ژن تولید کننده اگروتوکسین %) 83(
Ø    جهت شناسایی سریع سودوموناس آئروژینوزا از نمونه هاي بالینی با توجه به نتایج بدسـت آمـده بـا     :نتيجه گيريبحث و

 از حساسیت بیشتر و اختصاصیت کمتري برخوردار است در صورتی که تشخیص این باکتري oprL و oprI دو ژن PCRاستفاده از 
  .یت بیشتري است داراي اختصاصtoxAبا استفاده از ژن 

Ø سودوموناس آئروژینوزا،  :واژه هاي كليدي oprI ،oprLاگزوتوکسین ، Aعفونت بیمارستانی ، 
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  مقدمه
سودوموناس آئروژینوزا شایعترین عامل بیمـاریزاي انـسانی     

این باکتري عامل شـایع عفونتهـاي       .در جنس سودوموناس است   
مـاریزاي مهـم و   سودوموناس آئروژینـوزا بی  ). 1(بیمارستانی است 

 ،)CF(عامل منتهی به مرگ در مبتلایان بـه فیبـروز سیـستیک          
  ).2(بیماري نئوپلاسمی و سوختگیهاي شدید است

بیماران مبتلا به فیبروز سیستیک به طور مشخص مستعد         
عفونتهایی کـه   . ابتلا به عفونت با سودوموناس آئروژینوزا هستند      
ر شـدید همـراه   در دوران کودکی اتفاق می افتد بـا مـرگ و می ـ   

همچنین این بـاکتري باعـث عفونتهـاي جـدي ماننـد          ).3(است  
.  اوتیت و کراتیت  می شـود       ، اندوکاردیت   ،سپتی سمی پنومونی  

 باکتري در طیف وسیعی از محیطها کـه محـل فعالیـت انـسان    

درمان سودوموناس آئروجینوزا زمـانی     ).4( است زندگی می کند   
یوفیلم مـی دهـد بـسیار       که در راههاي هوایی بیماران تشکیل ب      

  ).5( مشکل است
عفونتهاي تنفسی که توسط این باکتري ایجـاد مـی شـود            
بیشتر در افراد با سیـستم ایمنـی تـضعیف شـده و یـا افـراد بـا                

پنومونی ابتـدایی در    . مجاري تنفسی داراي مشکل رخ می دهد        
پنومونی باکتریـایی   . بیماران با بیماري مزمن ریوي رخ می دهد       

 مبتلا به سرطان نوتروپنیک و تحت شـیمی درمـانی           در بیماران 
کلنیزاسـیون ضـعیف مجـاري تنفـسی در بیمـاران           . وجود دارد   

مبــتلا بــه فیبــروز سیــستیک توســط ســویه هــاي موکوئیــدي  
سودوموناس آئروژینوزا رایج و درمان آن به سختی امکـان پـذیر            

فیمبریـه سـودوموناس آئروژینـوزا بـه سـلولهاي قـسمت           . است  
لولهاي اپی تلیال مجاري ادراري متصل شده، منجر بـه          بالایی س 

  .کلنیزاسیون می شود 
ــضور    ــوزا نتیجــه ح ــودوموناس آئروژین ــی س ــت ذات مقاوم

ــروتئین هــاي ــژهپ ــوپروتئین   وی ــه لیپ  Iغــشاي خــارجی ازجمل

)OprI (لیپوپروتئین غشاي خارجی مرتبط بـا پپتیـدوگلیکان    و 
)OprL (     لیـت نفـوذ   است کـه در سیـستمهاي انتقـالی و یـا قاب

بـه ترتیـب بـراي تـشخیص      .  پذیري سلول باکتزي نقش دارنـد     
پروتئینهـاي غـشاءخارجی    ).6(جنس وگونه بـه کـار مـی رونـد    

سودوموناس آئروژینوزا نقش مهمی در واکنش باکتري با محـیط    
  ). 7( دارند

 یک پروتئین توکسیک اسـت کـه توسـط          Aاگزوتوکسین  
ــوزا    ــودوموناس آئروژین ــاتوژن س ــاي پ ــویه ه ــی  ت س ــد م ولی

 کـد مـی شـود      toxA کـه توسـط ژن       Aاگزوتوکسین  ).8(شود
 در مرحلـه بیوسـنتز   EF2باعث اختلال در فاکتور طویل کننده  

 عامل  Aبه نظر می رسد که اگزوتوکسین       ).9( پروتئین می شود  
بیماریهاي سیستمیک ایجاد شده توسط سودوموناس آئروژینـوزا    

کتري و به عنـوان   می باشدو باعث نکروز در محل کلنیراسیون با       
عامل کمک کننده در کلنیراسیون باکتري شناخته شـده اسـت           

سویه هاي توکسیژنیک نسبت بـه سـویه هـاي غیـر توکـسیژن       .
  .ویرولانس بیشتري داشته و ایجاد پنومونی می کند

با توجه به اهمیـت سـودوموناس آئروژینـوزا در عفونتهـاي       
یمیایی جهـت   بیمارستانی  و اینکه تا به حال از روشـهاي بیوش ـ          

شناسایی این باکتري استفاده شده است، هـدف از ایـن مطالعـه     
 دو ژن اختـصاصی جـنس و گونـه          PCRبررسی توانایی آزمون    

)oprI   و oprL (     و ژن اگزوتوکسینA )toxA (   در شناسـایی
سـودوموناس آئروژینــوزا جـدا شــده از نمونـه هــاي تنفــسی در    

  . مقایسه با روشهاي بیوشیمیایی می باشد

  اد و روشهامو
سودوموناس  نمونه 110، 1384-1385طی سالهاي 

بیمارستانهاي امام ) خلط و تراشه(آئروژینوزا ازعفونتهاي تنفسی 
جهت تایید . خمینی و مرکز طبی کودکان جمع آوري شد

هاي جدا شده به عنوان سودوموناس  جنس و گونه سویه
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یایی ها باروشهاي استاندارد بیوشیم آئروژینوزا ابتدا سویه
، (Triple Suger TSI Iron)تستهاي اکسیداز، کاتالاز، (

MRVP (Metthyl Red-Voges Proskauer) سیمون، 
، رشد در ) (SIM Sulfide Indole Motilityسیترات، 

). 11،10( تشخیص داده شدند ) C ْ 42ستریماید آگار، رشد در
 ;کلرفرم استخراج شده- باکتري به روش فنلDNAسپس 

 SDSکه سوسپانسیون باکتري  در بافر لیز حاوي بدین صورت 
 انکوبه و پروتئینهاي آن با Cº56 در دماي Kو آنزیم پروتئیناز

 سپس . ایزوآمیل الکل حذف گردید  –کلروفورم -فنلمخلوط 

DNA  باکتري با اتانول سرد رسوب داده  شده و در بافر 
TE حاويRNaseسپس  آزمون .  حل شدPCR با استفاده از 
و  پرایمر )oprL و oprI(یمرهاي اختصاصی جنس و گونه پرا

به این ).6 و 12)(1جدول (انجام شد  )A) toxAاگزوتوکسین 

 PCR استخراج شده به DNAمیکرولیتر از /. 5 صورت که

Master mix با حجم نهایی μl 25 ) 8هر ویال محتوي ./
 پـیکومـول 5 و dNTPsمیلی مـول /. 2 و Mgcl2میلی مول 

 Taq polymerase (ر پـرایـمـر و یک واحـد آنــزیـماز هــ
 ATCC سودوموناس آئروژینوزاDNAاز . اضافـه گــردیـد) 

  اشرشیاکلیDNA به عنوان کنترل مثبت و از 27853

ATCC 35218ژنهاي .  به عنوان کنترل منفی استفاده شد
  . تکثیر شدندPCR به روش 2مذکور طبق برنامه جدول 

از و پس انجام شده آگارز % 1 در ژل  ها  نمونهالکتروفورز
از  .د مشاهده شUVبا رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید نتایج 

جهت تأ یید وزن ) 100bp ladder) Fermentaseمارکر 
  .استفاده شدمحصولات تکثیر شده ملکولی 

  
  مورد بررسیسودوموناس آئروژینوزا  پرایمر هاي مورد استفاده در تایید سویه هاي -1شماره جدول 

  مشخصات
  نام پرایمر

  نام ژن  )bp( وزن مولکولی  توالی نوکلئوتیدي
  

toxA  GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC 
CGCTGGCCATTCGCTCCAGCGCT 

396 toxA  

oprL  ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 
CTTCTTCAGCTCGACGCGACG      

504 oprL  

oprI  ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCT 
CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG    

249 oprI 

 
   پرایمرهاي مورد استفادهPCR برنامه  -2  شمارهجدول

  فاکتور (C°)دما   زمان
oprI&oprL/toxA oprI&oprL/toxA   ژن      

               مرحله
  Min1/3  94/94  دتاتوراسیون اولیه  

s 30/40  94/94  دناتوراسیون  
min 1 / s 50  68/57  آنلینگ  
min 1 / s 50  72/72  طویل شدن  

min 7/5  72 طویل شدن نهایی 
35/25   تعداد سیکل 
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  یافته ها
 سویه سودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی در این 100 از 

مطالعه که با تستهاي بیوشیمیایی جنس و گونه آنها تأیید شد 
 و oprI نسبت به ژنهاي اختصاصی  PCRباروش ملکولی % 100

oprLحاوي ژن % 83ویه همچنین از این تعداد س. مثبت بودند
  ).1شکل ( )3جدول (  می باشندAتولید کننده اگزوتوکسین 

  toxA و oprI ،oprL فراوانی ژن هاي -3شماره جدول 
 oprI  oprL  toxA  ژن

  11n=(  )100(110  )100(110  )77(93(تراشه 
  10n=(  )100(10  )100(10  )6(6(خلط  

  

1      2       3      4       5      6      7      8

OprL504

ETA397

OprI 249

  
  وي ژل آگارز الکتروفورز ژن هاي تکثیر شده بر ر -1  شمارهشکل

  

  بحث و نتیجه گیري
 سودوموناس آئروژینوزا شایعترین عامل بیماریزاي انـسانی       

ایـن بـاکتري از مهمتـرین عوامـل         .در جنس سودوموناس اسـت    
 بیمـاري  ،)CF( مرگ و میر در مبتلایان بـه فیبـروز سیـستیک   

در دهه هـاي اخیـر در       . نئوپلاسمی و سوختگیهاي شدید است      
پی ابداع درمان آنتی بیوتیکی سودوموناس آئروژینـوزا بـه دلیـل     
مقاومت ذاتی به اکثرآنتی بیوتیکها به عنـوان یکـی از مهمتـرین      

  ).9(پاتوژن هاي بیمارستانی شناسایی شد 
oprI و oprL   ــارجی در ــشائ خ ــوپروتئین غ  دو ژن لیپ

 یـک لیپـوپروتئین بـا    OprI. سودوموناس آئروژینوزا می باشـند    

ــنس     ــشه در جـ ــه همیـ ــت کـ ــم اسـ ــولی کـ  وزن مولکـ

Pseudomonas           بیان می شود و تعداد آن در غشاي خـارجی 
 نیز نامیده می شـود  H2 پروتئین OprL .این جنس زیاد است

و توسـط زنجیــره هـاي آســیل چـرب بــه صـورت کــووالان بــه     
ده اســـت و درشناســـایی گونـــه  پپتیـــدوگلیکان متـــصل شـــ

  ).13( سودوموناس آئروژینوزا اهمیت دارد
 بر اساس جداسازي دو PCRدر این بررسی از تکنیک 

% 100 براي PCR استفاده شد که آزمون oprL و oprIژن 
که قبلا با تستهاي روتین آزمایشگاهی ) نمونه120(سویه ها

  .ت بودسودوموناس آئروژینوزا تشخیص داده شده بودند، مثب
 PCR از 1997 و همکاران در سال De Vosاولین بار 

این دو ژن براي شناسایی جنس و گونه سودوموناس آئروژینوزا 
استفاده کردند که بر طبق نتایج آنها این روش از حساسیت 
بسیار بالایی براي شناسایی سودوموناس آئروژینوزا برخوردار 

 PCRن از  و همکاراJiru xu 2004سپس در سال ).6(بود
 براي شناسایی سریع  این باکتري استفاده oprLاختصاصی ژن 

 ژن لیپوپروتئین غشائ خارجی PCRکرد و مشاهده نمود که 
در نمونه هاي بیماران مبتلا به ) oprL(سودوموناس آئروژینوزا 

فیبروز سیستیک منجر به شناسایی سریع این باکتري از ریه 
ایسه با روش هاي کشت بیماران می شود که این روش در مق

بنابر یافته هاي ).14( ماه سریع تر انجام می شود5/4معمول 
و oprI براي دو ژن PCRموجود در این بررسی نیز تکنیک 

oprL ساعت انجام 2 روشی بسیار حساس بوده و در کمتر از 
با این وجود به دلیل احتمال حضور پروتئین هااي .می شود

 در سایر باکتري ها oprL و oprIمشابه با دو پروتئین غشایی 
  .برخوردار نمی باشد% 100این روش از اختصاصیت 

 در این بررسی از oprLو oprI   دو ژن PCRعلاوه بر 
PCR ژن toxA نیز براي شناسایی سودوموناس آئروژینوزا 
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% 83 به دست آمده Aاستفاده شد که فراوانی ژن اگزوتوکسین 
  .می باشد ) سویه100( 

 بــراي اولــین بــار شناســایی ســودوموناس 1994در ســال 
 PCRآئروژینوزا از نمونه هاي کلینیکی و محیطی با استفاده از           

 و دیگـران انجــام شـد کـه نتــایج آن    Khan توسـط  toxAژن 
نشان داد که این روش در مقایسه با روشهاي بیوشیمیایی دقیق         

  ).12(تر و آسان تر می باشد
ران شناسایی    و همکا   Song توسط   2000سپس در سال    

 ژن  PCRنمونــه هــاي ســودوموناس آئروژینــوزا بــا اســتفاده از 
toxA       انجام شد که بررسـی Khan         و همکـاران را تاییـد مـی 

 و همکـاران  Lanotte همچنین در بررسی که توسط   .)15(کرد
ــال  ــودوموناس   2004در س ــاي س ــویه ه ــه س ــد هم ــام ش  انج

سال در طی   در همین   ). 16( بودند     toxAآئروژینوزا داراي ژن    
 و همکـارانش انجـام شـد    Jiru Xuبررسی دیگري کـه توسـط   

 دو ژن PCRشناسـایی سـودوموناس آئروژینـوزا بـا اســتفاده از     
oprL  وtoxA             صورت گرفت کـه در صـد شناسـایی از طریـق 

و ) 14(  بـوده اسـت     toxA بیـشتر از     oprLبررسی حضور ژن    

 این نتیجه با بررسی هـاي صـورت گرفتـه در ایـن تحقیـق هـم         
 در ایـن بررسـی      toxAزیرا درصـد جداسـازي ژن       . خوانی دارد 

 از oprLو oprI دو ژن  PCRاســـت کـــه نـــسبت بـــه % 84
ولـی از آنجـایی کـه ژن        .حساسیت کمتري برخوردار مـی باشـد      

 از فاکتورهاي ویرولانس اختصاصی سودوموناس      Aاگزوتوکسین  
ا آئروژینوزا بوده  می توان براي شناسایی سودوموناس آئروجینوز        

ولی همانگونه که قبلا نیز گفته شد به دلیـل  . از آن استفاده کرد 
نیـاز بــه روش سـریع و دقیــق بـراي شناســایی    ســودوموناس    

ــه   ــساله کـ ــن مـ ــوزا وایـ  از oprL و oprI ژن PCRآئروژینـ
اختصاصیت کافی برخوردار نمی باشد لزوم استفاده از یک روش          

 ژن PCRاختصاصی براي شناسایی وجـود دارد کـه مـی تـوان         
toxA را پیــشنهاد کــرد کــه مکمــل PCR  دو ژن oprIو  

oprL  بنابراین جهت نتیجه قطعی تر می توان همراه        .  می باشد
 یک ژن اختصاصی دیگـر      PCR از   oprL و   oprI ژن   PCRبا  

  . نیز استفاده کردtoxAمانند 
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