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 مقاله تحقیقی
 در نمونه های بالینی و محیطی سودوموناس آئروژینوزا ToxAژن  عیین فراوانیت

 
 2، راحله صفایی جوان1،*، فاطمه نوربخش1بهاره قبادی ساکی

 

 پيشوا، ايران -، ورامين، گروه ميکروبيولوژیپيشوا، دانشکده علوم زيستی-واحد ورامين دانشگاه آزاد اسلامی،. 1
 پيشوا، ايران -، ورامينی، گروه بيوفيزيک پيشوا، دانشکده علوم زيست-واحد وراميندانشگاه آزاد اسلامی، . 2

پيشوا،  -، ورامين،، گروه ميکروبيولوژییزيستعلوم پيشوا، دانشکده -دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ورامين مسئول مکاتبات:*
 Email:niloofar_noorbakhsh@yahoo.com، آدرس الکترونيکی: 09122043654 تلفن: .ايران

 
 پيشوا، دانشکده علوم زيستی ، گروه ميکروبيولوژی-دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ورامين محل انجام تحقیق:

 
 18/12/95 تاريخ پذيرش:        12/9/95 تاريخ دريافت:

 
 چکیده

اين  .ونت های بيمارستانی محسوب می شودعفيک باکتری فرصت طلب و يکی از مهمترين عوامل  آئروژينوزا سودوموناس
سم اصلی توليد شده  A. اگزوتوکسين باکتری می تواند انواع عفونت های بيمارستانی از عفونت ادراری تا باکتريمی را ايجاد کند

در نمونه های بالينی و محيطی  ToxAاين مطالعه با هدف شناسايی ژن  .ميباشد مير و مرگ عوامل از يکی و باکتری اين توسط
 نمونه محيطی از 50، ادرار، مدفوع، گوش و خون وريهسودوموناس آئروژينوزا از زخم،  بالينی سويه 50در اين مطالعه  انجام شد.
 شد  استخراج DNAنمونه های جدا شده پس از س، و با تست های بيوشيميايی شناسايی گرديد گل و لای جدا شد و آب، خاک

 26باکتری متعلق به مردان و  (%48) 24مورد مطالعه  بالينی نمونه 50از  انجام شد. PCRپرايمرهای اختصاصی  از استفاده باو 
 باکتری (%88) 44 در نمونه های بالينی ToxA . فراوانی ژن کدکنندهبودبه زنان متعلق  سودوموناس ائروژينوزانمونه  (52%)

جدا گل و لای  باکتری از( %20) 10خاک و  باکتری از 10 (%20)ب، باکتری از آ 30 (%60)محيطی  نمونه 50از . مشاهده شد
يکی از مهمترين  ToxAژن  نتايج نشان داد. بودند ToxA رای ژن اد شده از نمونه های محيطی باکتری جدا 37(%74). شد
 بود. %74نسبت به نمونه های محيطی با  %88در نمونه های بالينی با درصد فراوانی  های ويرولانسژن
 

 محيطی  و، نمونه بالينی ToxA، ژن سودوموناس ائروژينوزا کلیدی: واژه های
 

 مقدمه
 فرصت طلب پاتوژن باکتری آئروژينوزا سودوموناس

وسيله يک يا چند فلاژل قطبی ب است هوازی و منفی گرم
زای بيماريی سودوموناس آئروژينوزا (.1)کنند حرکت می

از سيستم ايمنی ناتوان افراد استفاده  و فرصت طلب است
سودوموناس آئروژينوزا سبب  کند.ايجاد میعفونت  کرده و
التهاب و آماس  سيستم تنفسی، مجاری ادراری، هایعفونت

های عفونت ،یباکتريم های نرم،عفونت بافت پوستی،
 هایعفونت ای وعفونت های معده وروده استخوان،

سيستماتيک گوناگون به ويژه در بيماران مبتلا به 

بيماران دچار سرطان و ايدز که و  های شديدسوختگی
اين  نمايد.می است،سيستم ايمنی آنها سرکوب شده 

شود که دچار افرادی موجب عفونت می باکتری بويژه در
 (.3است ) مکان عفونت ها سيستيک فيبروزيس هستند و

راه  از بيشتر ين باکتری پاتوژن بيمارستانی است واصولاً ا
و بيمارانی که از  هاعيادت کننده ها،سبزی گياهان، ميوه،
د پيرامون بيمارستان ،وار شوندهای ديگر منتقل میبخش

اين باکتری دارای عوامل ويرولانس فراوانی  (.3) می شود
باشد که شامل تاژک، فيمبريه، پيگمان، آنزيم پروتئاز، می

 (.1) باشدالاستاز، فسفوليپاز، اگزوتوکسين می
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سم اصلی توليد شده توسط اين  ،Aاگزوتوکسين 
اگزوتوکسين  باشد.باکتری و يکی ازعوامل مرگ و مير می

A  613از ( اسيدآمينه با وزن مولکولیKD66 تشکيل شده )
)فاکتور طويل  EFباعث غيرفعال شدن  توکسيناين  است.

 که در نتيجه موجب گرددمی وتوقف سنتز پروتئين کننده(
دارای سه  Aاگزوتوکسين  د.شوها میکشته شدن سلول

 ناحيه است:
سپتورهای سلول ميزبان متصل شده به ر: Iناحيه 

 .)اسيدی شدن آندوزوم( ندوسيتوز را آغاز می کنداو
: حرکت توکسين به سيتوپلاسم ميزبان را IIناحيه 

 سبب می شود.
را کاتاليز می  2EFريبوز به -ADP: انتقال IIIناحيه 

 نمايد.
 ( تشکيل شده است.Ib ،Iaجايگاه ) 2از  Iجايگاه 

( در واقع مسئول اتصال به گيرندة 1-252aa) Ia جايگاه
( Ia) 57حذف و جهش در اسيدآمينة موقعيّت  سلول است.

و مهار اتصال سم به  Aباعث غيرفعال شدن اگزوتوکسين 
 هنوز مشخص نشده است. Iaنقش جايگاه  گردد.سلول می

( هيچ تأثيری بر روی 365-380aa) Ibحذف بخشی از دامنة 
 (.4) ندارد Aسميت اگزوتوکسين 

( در انتهای کربوکسيل  LYS ) آمينه ليزين اسيد
ه شده و توسط کربوکسيل پپتيداز شکست Aاگزوتوکسين 

-ماکروگلوبولين سلول 2های الفا باعث اتصال سم به گيرنده
افزايش آمين محيط باعث جهش  شود.های يوکاريوت می

توسط باکتری  Aمهار بيان اگزوتوکسين  ( وtoxcژن )
 (.5) شودسودوموناس آئروژينوزا می

و توکسين  سودوموناس آئروژينوزادر  Aاگزوتوکسين 
امّا  ديفتری از لحاظ فعاليّت آنزيماتيک يکسان هستند.

-ازنظر ايمونولوژيکی نقاط متفاوتی را مورد هدف قرار می
های قلبی بيشتر بافتبه طوری که توکسين ديفتری  دهند.

های کبد و بافت سودوموناس آئروژينوزا Aو اگزوتوکسين 
وابسته به آن را بيشتر به عنوان نقاط هدف و اثربخشی 

 (.6) دهدتوکسين قرار می
در آزمايشگاه زمانی رخ  Tox Aماکزيمم توليد ژن 

درجه  32در دمای  سودوموناس آئروژينوزادهد که می
 نمايد.سانتی گراد رشد می

به  موناس آئروژينوزاسودواکتری ب Aژن اگزوتوکسين 
برای صورت ثابت روی کروموزوم باکتری قرار دارد، بنابراين 

 در ToxAاز ژن  توانتشخيص اين ميکروارگانيسم می

هدف از اين ، لذا .(7) کردواکنش زنجيره پلی مراز استفاده 
های در نمونهToxA  فراوانی ژن کد کننده تعيينتحقيق 

 باشد.بالينی و محيطی می
 

 هاروشمواد و 
 وری نمونه های بالینی آ جمع

گيری از بيماران فرم رضايت نامه در اختيار قبل از نمونه
گيری انجام بيمار قرار گرفت وپس از اعلام رضايت نمونه

خون، خلط  ،های مورد مطالعه شامل زخم، ادرارنمونهشد. 
امام های بستری در بيمارستانمدفوع بودند که از بيماران  و

ها به نمونه مد.رسول اکرم )ص( و پارس به دست آ ،حسين
 مايع منتقل شد.BHI محيط 

 
 نمونه های محیطی

ب ،گل و لای چسبيده وری شده از آهای جمع آنمونه
)چيتگر و  های جنگلیها و خاک مربوط به پارکبه سبزی

در سرم فيزيولوژيک رقيق  جمع آوری شد وسرخه حصار( 
های  محيطتمامی  مايع منتقل شد.BHI کرده و به محيط 

 37 دمای با ساعت 24 مدت به رشد ميکروبی جهت کشت

 شد.  گذاری گرمخانه گراد سانتی درجه
 

 هاباکتری شناسائی
 در مايع، BHI کشت محيط در کرده رشد هایباکتری

گرم  هایباکتری جداسازی آگار جهت EMB هایمحيط
 سودوموناس به مشکوک هایشدند. سويه داده کشت منفی

 شد. کشت داده آگار سيترامايد اختصاصی محيط در نيز
 

های گرم منفی تشخیصی باکتری هایتست
 ئروژینوزا( تخمیر کننده )سودوموناس آغیر

 تشخيصی هایتست از سودوموناس شناسائی جهت

 SIM سيترات، سيمون ، TSIشامل منفی گرم هایباکتری

 کشت های تست از آن بر علاوه .گرديد استفاده  MRVP و

 شد. استفاده هم گلوکز و اکسيداسيون سيترامايد محيط در
 

 ژنومی DNA استخراج
 هایجدايه همه ژنومی DNA استخراج جهت

 استخراج کيت از محيط بيماران و از شده جدا باکتريايی

DNA سپس برای تعيين شد. استفاده پويا ژن ازما شرکت
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 همراه يک به شده استخراج ژنومی DNA کيفيت 

DNA استاندارد و معين (  DNAفاژ( λ  آگارز  ژل روی بر
 به بيشتر روش اين از استفاده شدند الکتروفورز درصد يک

-می استخراج شده DNA مطلوب کيفيت از جهت اطمينان
  .باشد

 

 ژن تکثیر جهت ( PCR )پلیمراز ایزنجیره واکنش
ToXA  

 جهت PCR)پليمراز) ای زنجيره واکنش انجام برای

که توالی آن در ( 8)از مقاله  هاپرايمر ToXA ژن تکثير
مورد نياز برای  مواد .استفاده شد ،آورده شده است 1جدول 

  25 واکنش در حجم و زير های غلظت با PCR انجام
 .گرديد استفاده 2 جدول طبق بر ميکروليتر

 
 .  ToxA: توالی پرايمرهای ژن1جدول 

270bp CTGCGCGGGTCTATGTGCC  ToxA-s          
GATGCTGGACGGGTCGAG  ToxA-As        

 
 PCR واکنش در استفاده مورد مواد غلظت 2:جدول

 اجزای واکنش غلظت نهايی
12.5µl Master Mix 

10-100ng DNA 
10 Pmol Forward primer 
10Pmol Reverse primer 

10 µl H2O(D.W) 
25 µl Total volume 

 
  ToxA ژن تکثیر جهت استفاده مورد حرارتی سیکل

 25 در ToxAريزی دستگاه ترموسايکلر برای ژن برنامه
درجه به  95سيکل حرارتی شامل دمای دناتوراسيون اوليه 

 1درجه به مدت  95دمای دناتوراسيون دقيقه،  5مدت 
ثانيه،  45درجه به مدت  60دقيقه، دمای اتصال پرايمر 

ثانيه و دمای  30درجه سانتی گراد به مدت  72دمای تکثير 
 دقيقه انجام 7درجه سانتی گراد به مدت  72تکثير نهايی 

درصد قرار گرفته  2در ژل آگارز  PCR، سپس محصول شد
عکس برداری  UVميزی و تحت اشعه رنگ آ 6x Loadingبا 

توليد شرکت سيناژن برای  bp100گرديد. از مارکر 
 استفاده شد. PCRشناسايی محصول 

 
 آماری آنالیز

 مطالعه مورد ژن ها با فاکتورهای فراوانی تعيين برای

نوع نمونه های گرفته شده از بيماران   جنسيت، سن، شامل
 از شده جدا های ژن نيز فراوانی و و نمونه های محيطی 

 استفاده شد. Excel نرم افزارنمونه ها از
 

 نتایج
 فراوانی جنسیت افراد مورد مطالعه

نمونه  26نمونه بالينی جدا شده از بيماران که  50
 %52که  ،نمونه متعلق به مردان بود 24متعلق به زنان و 

 مرد بودند. %48زن و 
 

 های محیطیفراوانی نمونه
 ،جوی نمونه آب 30 شاملنمونه محيطی جدا شده  50

نمونه خاک پارک جنگلی  10نمونه گل و لای سبزی و 10
 قابل مشاهده است. 1بود که در نمودار 

 
 فراوانی نمونه های بالینی

نمونه  15جدا شده از بيماران که شامل  نمونه بالينی 50
نمونه  2نمونه خون،  5نمونه خلط، 13نمونه زخم،  14ادرار، 

قابل مشاهده  2 نمونه گوش بود که در نمودار 1مدفوع و 
 است.
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  ToxAنتایج حاصل از تکثیرژن 
های بالينی و محيطی همه نمونه  DNAپس از استخراج

تکثير شدند.  ToxAنمونه ها با پرايمر های کد کننده ژن 

 1بود که نتايج در تصوير  270bpاندازه باند ژن کد کننده 
 نشان داده شده است.

 
 .درصد فراوانی نمونه های محيطی - 1 نمودار

 

 
 .درصد فراوانی نمونه های بالينی جدا شده از بيماران - 2 نمودار

 

 
 bp 100 : مارکر4: نمونه های مورد مطالعه، ToxA ،3-1 نتايج حاصل از تکثير ژن  - 1 شکل

 
 های بالینیدر نمونه ToxAفراوانی ژن 

 ،ToxAنمونه دارای ژن  13بالينی زخم  نمونه 14در 
 نمونه 13، در ToxAنمونه دارای ژن  11ادرار  نمونه 15در 

نمونه  4نمونه خون  5، در ToxAنمونه دارای ژن  13خلط  
 نمونه دارای ژن 2نمونه مدفوع  2، در ToxAدارای ژن 

ToxA  قابل مشاهده است 3که در نمودار بود. 
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 های محیطیدر نمونه ToxAفراوانی ژن 
ها دارای ژن آب همه نمونه نمونه محيطی 30در 

ToxA نمونه دارای ژن  6نمونه گل و لای  10، در بودند 

ToxA های جنگلی هيچ کدام از نمونه خاک پارک 10و در
قابل  4نبودند که در نمودار  ToxAها دارای  ژن نمونه

 مشاهده است.

 
های بالینی و در نمونه ToxAمقایسه فراوانی ژن 

 محیطی
نمونه دارای ژن  43 نمونه بالينی مورد مطالعه 50در 

ToxA  نمونه دارای  37نمونه محيطی مورد مطالعه  50و در
 قابل مشاهده است. 5که در نمودار  ToxAژن 

 
 .بالينی هاینمونهدر ToxAدرصد فراوانی  - 3 نمودار

 

 
 .محيطی هایدر نمونه ToxA ژن فراوانی - 4 نمودار

 

 
 .های بالينی و محيطیدر نمونه ToxAفراوانی ژن  - 5 نمودار
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 بحث
 است طلب فرصت یباکتر کي نوزايئروژآ سودوموناس

 اين باکتریتواند رشد کند. بر روی بدن و  اکثر سطوح می و
، ب، مواد غذايیآهای گوناگون نظير توان در محيطرا می
، محيط بيمارستان و حتی روی يا های قابل خوردنسبزی

ها مشاهده کرد که سبب داخل وسايل پزشکی مانند کاتتر
 .(3) شودهای بيمارستانی و کلينيکی میايجاد عفونت

های ديگر به وسيله دست گسترش و انتشار بيماری به بيمار
ها و هم چنين تماس مستقيم بيمار با کارکنان بيمارستان

 منابع آلوده مانند خوردن آب يا خوراک آلوده رخ می دهد
(3.) 

فاکتورهای  مهمترين( يکی از ToxA)Aاگزوتوکسين 
است و بيشتر سويه های کلينيکی  سودوموناس آئروژينوزا

(. از اين رو در اين 6) جدا شده آن را توليد می نمايند
که مهمترين فاکتور ويرولانس  ToxAمطالعه، فراوانی ژن 

است در نمونه های بالينی و محيطی  سودوموناس آئروژينوزا
 مورد بررسی قرار گرفت. 

 یبررس 2014 سال در ممتاز و یفاضل مطالعات در
 جدا Pseudomonas aeruginosa زا یماريب عوامل عيتوز

 رانيا در یمارستانيب یهاعفونت از یمختلف انواع از شده
 در) ٪21 و( مرد یها نمونه در) درصد 65. است شده انجام
 سودوموناس یتنفس دستگاه عفونت( زن یها نمونه
 شده جدا هانمونه %52رضحا مطالعه در. داشتند نوزايآئروژ

و بالاترين ميزان جداسازی  بود مردان از %48 و زنان از
فراوانی مشاهده  %11ری با های ادراسودوموناس از نمونه

شد. بنابراين شيوع عفونت بر حسب نوع نمونه بالينی در دو 
 و یفاضل مطالعه درجنس زن و مرد متفاوت است. 

مشاهده   هازولهيا انيم در ToxA 75٪ ژن وعيش همکارانش
 یهانمونه در ToxA 88%  وعيش حاضر مطالعه در. (8) شد
، فراوانی بالای ژن بود یطيمح یهانمونه در %74 و ینيبال

ToxA های بالينی و محيطی نشان دهنده اين در نمونه
اين ژن يکی از ژن های مهم اين باکتری که مطلب است 
 ها وجود دارد.اين در اغلب سويهاست و بنابر

 2015سال درای مطالعه در همکارانش و مونا خطاب
 تعداد یدارا نوزايآئروژ سودوموناس کردندبيان  مصر در
 ،A نياگزوتوکس ليقب از يیزايماريب یفاکتورها از یاديز

Exoenzym ، nan ژن و  las های در ميان ايزوله. است
 و یسوختگ از شده جدا زولهيا در ToxA ژن حضوربالينی 
 (.9) بود خون از بالاتر یتوجه قابل طور به یتنفس دستگاه

های جدا درصد سودوموناس 80در مطالعه ديگری بيش از 
(. همچنين درصد 10) بودند ToxA شده از ادرار دارای ژن

 سودوموناس آئروژينوزاهای بالايی از وجود اين ژن در سويه
 مطالعه در (.11) جدا شده از دستگاه تنفسی مشاهده شد

 کمتر خون به مربوط یهانمونه در ToxA حضور هم حاضر
خلط  هایو شيوع بالايی در نمونه بود هانمونه ريسا از

، که با توجه اينکه اين باکتری ويرولانس مشاهده شد
های سوختگی و عفونت دستگاه تنفسی بالاتری درنمونه

که نقش بالايی در ToxA  دارد وجود ژن ويرولانس
پاتوژنيسيته عفونت دارد می تواند توجيهی در عفونت بيشتر 

 در اين نواحی باشد. 
 در 1986 سال در همکارانش و Vasil مطالعات طبق

کد کننده  ژن یساختار پوشش پروب دو کايامر
 یبرا یکلون ونيداسيبريه شيآزما در  Aنياگزوتوکس

 گونه در تواند یمToxA   ژن همولوگ یتوال ايآ نکهيا نييتع
 سودوموناس یها گونه در و سودوموناس از یگريد

 در ToxA ژن وجود. قرارگرفت بررسی مورد باشد نوزايآئروژ
P. aeruginosa و  است گونه به  مربوط و است ٪95 حدود

 کي قلحدا در ساير گونه های سودوموناس وجود ندارد و
 در (.6) دارد وجود يهسو هر ژنوم در ToxA ژن از یکپ

%  88 ینيبال یها نمونه درToxA حضور زين حاضر مطالعه
   .بود%  74 یطيمح یها نمونه در و

 در همکارانش و ینيام بهرام توسط که یا مطالعه در
 کيتيکاتال گاهيجا یساز همسان یرو بر 1389 سال

 نشان گرفت انجام نوزايآئروژ سودوموناس A نياگزوتوکس
 سم یدارا جداشده یهایباکتر درصد 90 که داد

 با زين رانيا از شده جدا یهايهسو و بوده A نياگزوتوکس
 بودند مشابه یالملل نيب ژن بانک در شده گزارش یهایتوال

(2.) 
Sabarwal  یبررس به 2014 سال در همکارانش و 

 سودوموناس رولانسيو یهافاکتور و نگيسنس کروم
 رولانسيو یها ژن گرفتند جهينت که پرداختند نوزايئروژآ

aprA, rhlAB, plcH, lasB, toxA and fliC عفونت در 
 زين حاضر مطالعه در.  (12) دارند يیسزا به نقش یادرار

 ToxA رولانسيو ژن حضور با ادرار از شده جدا یها نمونه
 .دارند رولانسيو در یمهم نقش( 74%)

Nikbin یهاژن یبررس با 2012 سال در همکارانش و 
 به ینيبال یهانمونه در نوزايئروژآ سودوموناس رولانسيو
و ToxA ژن وعيش نمونه 268 از که دنديرس جهينت نيا
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 nanI (.13) بود بالاتر هير و یسوختگ یها نمونه در 
 فوقی  مطالعه با مطابق و ToxA  88% وعيشدر اين بررسی 

 . داشت را وعيش نيشتريب خلط و زخم یها نمونه در
Vives  سودوموناس بر روی خصوصيات ويرولانس

ی های داری آلودگی نفتمحيطی جدا شده ازخاک آئروژينوزا
ه کهای بالينی مطالعاتی انجام داد و مشاهده کرد ونمونه

ها از نظر خصوصيات ويرولانس اين دو گروه از باکتری
  (.14) تفاوتی ندارند

Grosso-Becerra 17حتوای ژنتيکی و همکاران م 
جدا شده از آب، گياهان،  سودوموناس آئروژينوزاسويه 

ی دلفين و انسان را بررسی کردند و مشاهده کردند که همگ
گيرد و تفاوت کمی از نظر ژنتيکی قرار می cladeدر يک 
ی وجود دارد و آنها به زير گروه طبقه بندی نم ابين آنه

دسته بندی  clusterطی به شوند بلکه برحسب منشا محي
ی جدا هاهای بالينی بسيار نزديک به نمونهگردند و نمونهمی

 (. 15) شده از آب و گياه و دلفين است
 کنون تا که شوديم استنباط گونه نيا فوق مطالعات از

 نوزايئروژآ سودوموناسيی شناسای رو بری اديز مطالعات

 اما است گرفته صورت نآی زای ماريبی هاژن و هافاکتور
ی ها و بودهی نيبالی هانمونهی رو بر تر شيب مطالعات نيا

 حاضر مطالعه در .گرفتند قرار مطالعه مورد تر کمی طيمح
 وی نيبالی هانمونه در ToxA  رولانسيو ژن وجود سهيمقا
 دهنده نشان حاصله جهينت که گرفت صورتی طيمح

 .بودی طيمح وی نيبالی هانمونه رد  ToxAژنی بالای فراوان
سودوموناس طبق مطالعات انجام شده فراوانی اين ژن در 

دارای اين ژن می باشند  هابالاست و اکثر سويه آئروژينوزا
ولی در هر شرايطی بيان نمی گردد و بيان شدن آن بستگی 

  به شرايط محيطی دارد.
 

 تقدیر و تشکر
 آزمايشگاه پرسنل کليه زحمات از وسيله اين به

 ودر داده قرار لطف مورد را ما که آزاد اسلامی پيشوا دانشگاه

 تشکرمی و تقدير صميمانه نموده همکاری پروژه اين انجام

 .نمايم
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