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 دهیچك
های  باسیلی گرم منفی و یک پاتوژن فرصت طلب است.این باکتری سومین عامل شایع عفونت سودوموناس آئروژینوزا

که از فاکتورهای بیماریزای مهم این باکتری  IIIبه وسیله سیستم ترشحی نوع  T,S,U,Yهای  بیمارستانی است. اگزوآنزیم
ها  بیوتیک به بسیاری از آنتی سودوموناس آئروژینوزاشوند.  ترشح می IIبه وسیله سیستم ترشحی نوع  Aاست و اگزوتوکسین 

های سودوموناس آئروژینوزاباعث ظهور   ها، ی بیش از حد و خود سرانه از آنتی بیوتیک حساس نیست. همچنین استفاده
سودوموناس های بالینی  درسویه exoTو  exoAهای  شود. هدف از این پژوهش بررسی فراوانی ژن مقاوم به چند دارو می

از بیماران بستری  سودوموناس آئروژینوزای باکتری  سویه 92ها بود. در این تحقیق  و مقاومت آنتی بیوتیکی سویهآئروژینوزا 
های متداول میکروبیولوژی تعیین هویت شدند و به همراه سویه استاندارد  بیمارستان رازی رشت، با استفاده از روش در

ATCC27853 بیوتیک با استفاده از روش انتشار از دیسک  نوع آنتی 6ها به  مورد بررسی قرار گرفتند. مقاومت این سویه
انجام شد. در این تحقیق بالاترین  exoTو exoAهای  وانی ژنجهت تعیین فرا PCRو  DNAمشخص شد. سپس استخراج 

ی  نشان دهنده PCR( مشاهده شد. نتایج به دست آمده از 66/57بیوتیکی برای ایمی پنم ) میزان مقاومت آنتی
 .بود  exoT % برای26/66و  exoA% برای 29/95فراونی

 

 exoT ،PCR، ژن exoA، ژن سودوموناس آئروژینوزا:ها  کلیدواژه
 

 مقدمه
یک باکتری گرم منفی، هوازی، اکسیداز  سودوموناس آئروژینوزا

ای شکل است که در  مثبت، غیر تخمیری، متحرک و میله
مانند آب، خاک، ریزوسفر و حیوانات زندگی های وسیعی  محیط

کند. همچنین به عنوان یک پاتوژن فرصت طلب مکرر هم در  می
سودوموناس . ]1[ شود حیوانات و هم در انسان شناخته می

یک پاتوژن فرصت طلب بزرگ انسانی است. تا حدی  آئروژینوزا
ها و ضدعفونی  به دلیل مقاومت طبیعی آن در برابر آنتی بیوتیک

های باکتریایی در بیماران بستری در  منبع مهم عفونت ها،  کننده
سودوموناس . ]2[بیمارستان مانند قربانیان سوختگی شدید است 

های  برای افراد سالم بی ضرر است اما باعث عفونت آئروژینوزا
شدید در بیماران فیبروز کیستیک و افراد دارای نقص ایمنی 

mailto:Atayi.somayeh@yahoo.com
https://dorl.net/dor/20.1001.1.2008692.1401.15.1.2.6


 همکار و شادی محبوبی/ ها  های بالینی سودوموناس آئروژینوزا و مقاومت آنتی بیوتیکی سویه در سویه exoTو  exoAهای  بررسی فراوانی ژن 02

 

مسئول بیش از دو میلیون  وزاسودوموناس آئروژین. ]3[شود  می
عفونت بیمارستانی، به ویژه در بیماران نقص ایمنی، و حدود 

. درمان آنتی بیوتیکی برای ]4[مرگ در سال است  09999
یک موضوع نگران کننده است زیرا  سودوموناس آئروژینوزاعفونت 

ها حساس نیست. استفاده بی رویه یا  به بسیاری از آنتی بیوتیک
مقاوم به  سودوموناس آئروژینوزاها ظهور  آنتی بیوتیک بیش از حد

ها به دلیل نیازهای  . این باکتری]4[کند  چند دارو را تشدید می
متابولیکی پایین، مقاومت در برابر مواد ضدعفونی کننده شیمیایی 
و مقاومت ذاتی یا اکتسابی در برابر عوامل ضد میکروبی، توانایی 

های  ها را دارند. در سال یمارستانهای مختلف ب انتشار در بخش
های بالینی مقاوم به  ها از نمونه سودوموناس آئروژینوزااخیر، اکثر 

سودوموناس . بیماریزایی در ]5[هستند  (MDRچند دارو )
های مرتبط با  چندعاملی است که بر تنظیم ژن آئروژینوزا
 جمله  وبیان فاکتورهای مربوطه از بیماریزایی

. ]6[ها تکیه دارد  پروتئازها و رنگدانه ها،  اگزوتوکسین ها،  چسبنده
توانند شیمیایی یا پروتئینی باشند و یا مرتبط با  عوامل بیماریزا می

، III (T3SS). فاکتورهای ترشحی نوع ]7[سلول یا ترشح شوند 
های حاد ناشی از  فاکتورهای بیماریزای مهم در عفونت

که از طریق انتقال حداکثر  ]8[هستند  سودوموناس آئروژینوزا
( به سلول exoYو  exoS, exoU, exoTچهار اگزوتوکسین )

پس از یک بار  .]0[کند  میزبان توسط زائده سوزنی مانند عمل می
نکروز سلولی و اسکلت سلولی آسیب  ها،  ورود اگزوتوکسین

های میزبان است.  بیند، بنابراین پاتوژن قادر به حمله به سلول می
exoS  وexoT های کاربردی زیستی هستند و فعالیتی  آنزیم

٪ یکسان هستند و 75موازی دارند. آنها در اسید آمینه 
 و Gtpase (GAP)ده های پروتئین فعال کنن فعالیت

ADP-ribosyltransferas (ADP-RT) کنند  را کد می
ای  این دو پروتئین، زیرمجموعه Rho-GAPهای  دامنه . ]19[

را  CDC42و  Rho ،Rac1، از جمله GTPasesمشابه از 
با هم  ADPRو  RhoGAPهای  دهند. فعالیت هدف قرار می

دهند و در نتیجه  عملکرد اسکلت سلولی سلول میزبان را تغییر می
کنند، علاوه بر آن  مهاجرت و چسبندگی سلول را مختل می

کنند، سدهای سلولی اپیتلیال را مختل  فاگوسیتوز را مسدود می
  exoA. ]11[کنند  کنند و از بهبود زخم جلوگیری می می

است که سنتز  II (T2SS)عضو اصلی سیستم ترشحی نوع 

 2سازی  اکتور طویلریبوزیلاسیون ف-ADPپروتئین را توسط 
 فعالیت exoA. ]12[کند  یوکاریوتی مهار می

ADP-ribosyltransferase  خود را بر روی فاکتور
کند و نشان داده  ( اعمال میeEF-2) 2سازی یوکاریوتی  طویل

کند تا  را تسهیل می سودوموناس آئروژینوزاشده است که رشد 
نفوذ به ریه، ایجاد اختلال در سد اپیتلیال ریه و نفوذپذیری 
پروتئین را با جلوگیری از روند بهبودی اتصال محکم، تقویت کند 

و  exoAهای  . هدف از این پژوهش بررسی فراوانی ژن]13[
exoT و بررسی  سودوموناس آئروژینوزاهای بالینی  در سویه

 ها بود. یکی سویهمقاومت آنتی بیوت
 

 ها مواد و روش
 یایی نمونه  های باکتر

از  سودوموناس آئروژینوزاسویه ی باکتری  20در این تحقیق 
های  بیماران بستری در بیمارستان رازی رشت با استفاده از روش

متداول میکروبیولوژی مشخص شدند و به همراه سویه استاندارد 
ATCC27853 .مورد بررسی قرار گرفتند 

 
  ینوزاجداسازی باکتری  سودوموناس آئروژ

 199در مجموع  سودوموناس آئروژینوزابرای جداسازی باکتری 
نمونه از منابع بالینی مختلف از بیمارستان رازی شهر رشت در 

ها به آزمایشگاه منتقل و  جمع آوری شد. سپس نمونه 1499سال 
گار، مک EMBهای کشت ائوزین متیلن بلو ) بر روی محیط ( آ

گار (Mac Conkey)کانکی  ، ستریماید (Blood Agar)، بلاد آ
گار و سیمون سیترات ) شرکت  ، کشور آلمان( کشت Merckآ

درجه ی سانتیگراد  42داده شدند و پس از آنکوباسیون در دمای 
ساعت، از نظر رشد و تشکیل کلنی و رنگ محیط و  24به مدت 

های  رنگ آمیزی گرم و تست کلنی مورد بررسی قرار گرفتند. تست
،اوره آز و  (SIM)بیوشیمیایی اکسیداز، حرکت سولفید اندول

گار ) ، کشور آلمان( Merck( )شرکت TSIتریپل شوگر آیرون آ
سودوموناس آئروژینوزا سویه ی  20انجام شدند و در نهایت 

 جداسازی شدند.
 
 آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی 

 آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده از روش انتشار از دیسک 
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گار ، کشور ایران( Ibrescoشرکت (در محیط مولر هینتون آ
 مطابق دستور العمل موسسه استاندارد آزمایشگاه و بالین

(CLSI) های آنتی بیوتیک زیر انجام شد: سفپیم با دیسک 
g)μ 39(جنتامایسین ، ) gμ 19(، آمیکاسین μg) 39 ،

 سیپروفلوکساسین و (μg 10) ایمی پنم ،)μg) 39 سفتازیدیم
μg ) 5( .)شرکت پادتن طب، کشور ایران( 

 
  استخراجDNA 

های مورد مطالعه در محیط کشت نوترینت براث )شرکت  سویه
Merck ساعت  24، کشور آلمان( کشت داده شدند و به مدت

 2درجه ی سانتیگراد ماندند. سپس به مدت  37در انکوباتور 
با  DNA، سانتریفیوژ شدند و استخراج 19999دقیقه با دور 

DNG-PLUS  طبق دستورالعمل شرکت سازنده ) شرکت
سیناکلون، کشور ایران( انجام شد. برای اطمینان از استخراج 

گارز  DNAالکتروفورز   DNAصحیح  های استخراج شده با ژل آ
 درصد انجام شد.  1
 
  واکنش زنجیره ای پلیمراز(PCR) 

میکرولیتر در حضور آنزیم  29در حجم استاندارد  PCRواکنش 
 PCRی الگو به کمکDNAمقاوم به دما، جفت پرایمر و 

master mix 2X  سیناکلون، ایران( در دستگاه ترموسایکلر(
 2، کشور استرالیا( طبق برنامه دمایی جدول Kyratec )شرکت

 (.14،15انجام شد )
 
  الکتروفورز محصولPCR  

گارز  TBEبا استفاده از بافر  گارز ژل آ درصد تهیه  5/1و پودر آ
 Loading bafferبا  PCRمیکرولیتر از محصول  8شد و 

 DNA Ladderها تزریق شد. از  مخلوط شد و به درون چاهک
دقیقه  29ین اندازه ی باندها استفاده شد. پس از برای تعی

مشاهده  PCRهای محصول  ولت باند 89الکتروفورز با ولتاژ 
 شد.

 
 نتایج

 آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی 
(، 03/37) 11الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی به صورت آمیکاسین 

(، 06/68) 29(، سفتازیدیم 41/72) 21سفپیم 
(، ایمی 68/29) 6(، جنتامایسین 27/48) 14سیپروفلوکساسین 

نتایج حاصل از آزمون  3( مشاهده شد. جدول 86/75) 22پنم 
آزمون  1دهد. شکل  حساسیت آنتی بیوتیکی را نشان می

  دهد. ها را نشان می حساسیت آنتی بیوتیکی یکی از سویه
 
  نتایج حاصل ازPCR 

و  exoAهای  ژن PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول 
exoT های  )باندهای ژنexoA  وexoT های مورد  در سویه

گارز  نشان داده  5تا  2های  درصد( در شکل 5/1مطالعه روی ژل آ
و طول باندهای  352برابر با  exoAشده است.طول باندهای ژن 

 exoAسویه دارای ژن 11بود.  152برابر با  exoTژن 
ند. در %( بود06/68) exoTسویه دارای ژن 29%( و03/37)

 exoT 06/68دصد و شیوع ژن  exoA 03/37نتیجه شیوع ژن 
  .درصد بود. سویه ی استاندارد هم دارای هر دو ژن بود

 
 مشخصات پرایمرها. 1جدول 

 Reference پرایمر DNAتوالیbp (5՛→3՛) طول قطعه نام ژن

exoA 352 
F=GGTAACCAGCTCAGCCACAT 
R=TGATGTCCAGGTCATGCTTC 

]14[ 

exoT 152 
F=AATCGCCGTCCAACTGCATGCG 

R=TGTTCGCCGAGGTACTGCTC 
]15[ 

 
 برنامه دستگاه ترموسایکلر .2جدول 

 Reference گسترش نهایی تعدادسیکل گسترش اتصال پرایمر دناتوراسیون دناتوراسیون اولیه نام ژن 
exoA ℃04-314[ دقیقه5 72℃ 39 دقیقه1 72℃ دقیقه1 55℃ ثانیه39-04℃ دقیقه[ 
exoT ℃04-315[ دقیقه7 68℃ 36 دقیقه1 68℃ ثانیه49 58℃ ثانیه49-04℃ دقیقه[ 
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 نتایج حاصل از آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی .3جدول 

 نوع آنتی بیوتیک
 مقاومت بینابینی حساسیت

 تعداد )درصد( تعداد )درصد( تعداد )درصد(
 (03/37)11 (9)9 (96/62)18 آمیکاسین

 (41/72)21 (44/3)1 (13/24)7 سفپیم
 (06/68)29 (44/3)1 (58/27)8 سفتازیدیم

 (27/48)14 (93/31)0 (68/29)6 سیپروفلوکساسین
 (68/29)6 (44/1)1 (86/75)22 جنتامایسین

 (86/75)22 (24/17)5 (80/6)2 ایمی پنم
 

 
 آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی یکی از سویه ها .1شکل 

 :آمیکاسین(6:سفپیم(،)5:ایمی پنم(،)4:سفتازیدیم(،)3:سیپروفلوکساسین(،)2:جنتامایسین(،)1)
 

 
گارز  در سویه exoA)باندهای  exoAژن  PCRالکتروفورز محصول . 2شکل   1،2،8،19،13،16های  درصد، چاهک 5/1های مورد مطالعه روی ژل آ

 است.( DNA Ladderچاهک دارای  Mداشتند.چاهک  exoAباند 
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گارز  در سویه exoA)باندهای  exoAژن  PCR. الکتروفورز محصول 3شکل   3،5،12،15،16،17های  درصد، چاهک 5/1های مورد مطالعه روی ژل آ

 است.( DNA Ladderچاهک دارای  Mداشتند. چاهک  exoAباند 
 

 
گارز  در سویه exoT)باندهای  exoTژن  PCRالکتروفورز محصول . 4 شکل های  درصد، چاهک 5/1های مورد مطالعه روی ژل آ

 است.( DNA Ladderدارای  Mداشتند. چاهک  exoTباند  2،3،5،6،7،8،0،19،11
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گارز  در سویه exoT)باندهای  exoTژن  PCRالکتروفورز محصول  .5شکل  های  درصد، چاهک 5/1های مورد مطالعه روی ژل آ

 است.( DNA Ladderدارای  Mداشتند. چاهک  exoTباند  1،2،3،5،6،7،11،12،13،15،16،17
‏

 بحث
یک باکتری گرم منفی، غیر تخمیری میله  سودوموناس آئروژینوزا

ای است که در همه جا حاضر است، یک پاتوژن فرصت طلب 
شود.  باکتریایی معمولی که اغلب در محیط بیمارستان یافت می

مسئول طیف وسیعی از  سودوموناس آئروژینوزاهای  سویه
های انسانی هستند که بیشتر در بین بیماران بستری در  عفونت

 سودوموناس آئروژینوزاهای  دهد. بنابراین، سویه رخ می بیمارستان
های بالینی هستند  های اغلب جدا شده از نمونه یکی از باکتری

مقاوم به چند دارو در سرتاسر  سودوموناس آئروژینوزا. شیوع ]16[
های  های ناشی از ایزوله . عفونت]17[جهان رخ داده است 

( با طول مدت MDRارو )مقاوم به چند د سودوموناس آئروژینوزا
ها، و همچنین افزایش میزان  تر بستری، افزایش هزینه طولانی

. عفونت موفقیت آمیز ]18[ عوارض و مرگ و میر همراه است
های مختلف به دلیل وجود  در میزبان سودوموناس آئروژینوزا

 IIIهای ترشحی نوع  فاکتورهای بیماریزای فراوان از جمله سیستم
(T3SS) ،پروتئازها و اگزو پلی ساکاریدها در نظر گرفته ، تحرک

از طریق  T3SS. تعدادی اگزوتوکسین از طریق ]10[شده است 
شود.  تماس با سلول به داخل سیتوپلاسم سلول میزبان ترشح می

های موثر( شناسایی شده اند و  های ترشح شده)پروتئین توکسین
 Sشامل اگزوآنزیم  T3SSچهار پروتئین یا توکسین مشتق شده از 

(exoS) اگزوآنزیم ،T (exoT) اگزوآنزیم ،U (exoU)  و
یک پروتئین با وزن  exo T. ]29[ هستند Y (exoY)اگزوآنزیم 
کند،  کیلو دالتون است که روی آپوپتوز کار می 53مولکولی 

دهد، از فاگوسیتوز جلوگیری  اسکلت سلولی اکتین را تغییر می
  .]29[کند  جلوگیری می کند و از مهاجرت سلولی می

های  فاکتور اصلی بیماریزای تولید شده توسط اکثر جدایه
است که نقش  A (ETA) اگزوتوکسین سودوموناس آئروژینوزا

. ]21[های ناشی از این ارگانیسم دارد  عمده ای در پاتوژنز عفونت
های انسانی  ای توسط مختاری و همکاران در نمونه در مطالعه

(، 4/83٪پنم ) (، ایمی6/6٪سفتازیدیم )مقاومت به 
(، جنتاماسین ٪199(، آمیکاسین )19٪سیپروفلوکساسین )

(، ایمی پنم 03/٪4( و حساسیت به سفتازیدیم )٪7/66)
( و 9٪(، آمیکاسین )09٪(، سیپروفلوکساسین )٪6/16)

ای دیگر توسط  . در مطالعه]14[( بود 3/33٪جنتامایسین )
Elmouaden  مقاومت به سفتازیدیم2910و همکاران در سال ، 

(، 11(، سیپروفلوکساسین )%7/7پنم )% (، ایمی8/5)%
(، ایمی 2/04٪( و حساسیت به سفتازیدیم )6/9آمیکاسین )%

( 4/00٪(، آمیکاسین )٪80(، سیپروفلوکساسین )3/02٪پنم )
. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که بیشترین میزان ]22[یافت شد 
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مربوط  سودوموناس آئروژینوزاهای  بیوتیکی در سویه ومت آنتیمقا
( و بیشترین حساسیت آنتی 86/75به آنتی بیوتیک ایمی پنم )% 

( بود. علت 86/75٪بیوتیکی مربوط به آنتی بیوتیک جنتمایسین )
ی حاضر با دو مطالعه ی ذکر شده  عدم تطابق نتایج مطالعه

افیایی، تفاوت رعایت مسائل ی جغر تواند به دلیل تفاوت منطقه می
های حساس و  های مختلف و تفاوت سویه بهداشتی در بیمارستان

 ها در مناطق مختلف باشد. مقاوم به آنتی بیوتیک
 2922و همکاران در سال  Morshediای توسط  در مطالعه

ها حامل ژن  درصد از جدایه 4/75توزیع مولکولی نشان داد که 
exoA  بودند. واکنشMultiplex PCR  با پرایمرهای

ها  نشان داد که درصد بالایی از نمونه exoAاختصاصی برای ژن 
 GHazaeiای توسط  . در مطالعه]23[هستند  exoAحاوی ژن 

. در مطالعه ]24[درصد بود  33/83برابر با  exoAفراوانی ژن 
به دست آمد. علت این  03/37برابر با  exoAحاضر فراوانی ژن 

تواند به دلیل تفاوت منطقه ی جغرافیایی و  در فراوانی میها  تفاوت
 های باکتریایی باشد. همچنین تفاوت در منابع سویه

های  ای توسط رحمتی و همکاران تمامی سویه در مطالعه
به دست آمده از محیط سوختگی و سودوموناس آئروژینوزا 

در مطالعه ای توسط  .]5[بودند  exoTبیمارستان دارای ژن 
Sarges اران فراوانی ژن و همکexoT سودوموناس های  در سویه

. در مطالعه حاضر فراوانی ژن ]0[درصد بود  0/05 آئروژینوزا
exoT  ها دارای  به دست آمد. در واقع بیشتر سویه 06/68برابر با

تواند به علت تفاوت  ها می این ژن بودند اما تفاوت در این فراوانی
هر تحقیق و همچنین منبع های مورد مطالعه در  در تعداد نمونه

 های به دست آمده نمونه باشد. درواقع مشخص است که در نمونه
 ها بیشتر است. از بیماران سوختگی فراوانی اگزوآنزیم

 
 نتیجه گیری کلی

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که بیشترین میزان مقاومت 
مربوط به  سودوموناس آئروژینوزاهای  بیوتیکی در سویه آنتی
( و کمترین میزان مقاومت 86/75بیوتیک ایمی پنم )%  آنتی

 ( بود.68/29مربوط به آنتی بیوتیک جنتامایسین )% 
سودوموناس های بالینی  در سویه exoTهمچنین ژن 

در استان گیلان فراوانی بالایی داشت و فراوانی آن  آئروژینوزا
در تعداد کمتری از  exoAدرصد به دست آمد. ژن  06/68

به  03/37وجود داشت و فراوانی آن  exoTسبت به ژن ها ن سویه
 دست آمد. 
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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacillus and an opportunistic pathogen. This 

bacterium is the third most common cause of nosocomial infections. Exoenzymes T, S, U, Y 

are secreted by the type III secretion system, which is one of the important pathogenic factors 

of this bacterium, and exotoxin A is secreted by the type II secretion system. In this study, the 

frequency of exoA and exoT genes in clinical strains of Pseudomonas aeruginosa and the 

antibiotic resistance of the strains were investigated. 29 strains of P. aeruginosa bacteria were 

identified from patients admitted to Razi Hospital in Rasht, using common microbiology 

methods and were examined along with the standard strain of ATCC27853. The resistance of 

these strains to 6 types of antibiotics was determined using disk diffusion method. Then DNA 

extraction and PCR was performed to determine the frequency of exoA and exoT genes. In 

this research, the highest rate of antibiotic resistance was observed for Imipenem(86.75). The 

results obtained from PCR showed a frequency of 37.93%for exoA and 68.96% for exoT. 
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