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 چکیده
 از زیادي تعداد داشتن با که است بیمارستانی هايعفونت مولد هايمیکروارگانیسم ترینشایع از یکی آئروژینوزا پسودوموناس :مقدمه

 الگوي تعیین هدف با اضرح مطالعه ارتباط، این در. باشدمی دخیل حیوانات و انسان در بالینی مختلف هايعفونت ایجاد در حدت عوامل
 .شد انجام شهرکرد در بیمارستانی هايعفونت از جداشده آئروژینوزاي پسودوموناس بیوفیلم مولد هايجدایه در ویرولانس

 هايبیمارستان به ارجاعی بیماران در بیمارستانی مختلف هايعفونت از آئروژینوزا پسودوموناس جدایه 33 مطالعه این در ها:مواد و روش

 حضور و پلیت میکروتیتر روش به هاآن در بیوفیلم تشکیل توان و گردید جداسازي 1397 سال اول ماه شش طی شهرکرد شهرستان سطح
 ،plcH، PLCN، exoU، exoS، exoY، exoT، toxA، LasB، LasA، algU، algD، pilB، PilA هايژن: شامل حدت عوامل ترینشایع

PudA، PhzII، PhzI، PhzH، Mphz و apr روش به هاجدایه این رد PCR )Reaction Chain Polymerase (شد بررسی ايچندگانه. 

 مورد هايژن انواع که داشتند را قوي بیوفیلم تشکیل توان جدایه 30 مطالعه، این در بررسی مورد بالینی هايجدایه میان از :هایافته

 فاکتورهاي ترینشایع عنوانبه درصد 66/86 و 33/93 حضور فراوانی با ترتیبهب exoT و exoU ژن دو و گردید ردیابی هاآن در مطالعه
 .گردیدند شناسایی حدت

 مولد هايجدایه در پیلی مولد هايژن و LasAو  LasB اگزوتوکسین، مولد هايژن ویژهبه حدت هايژن انواع حضور :يریگجهینت

 .باشدمی بدن اپیتلیال سطوح در آئروژینوزا پسودوموناس شدنکلونیزه و بیوفیلم یدتول در عوامل این بالقوه نقش دهندهنشان بیوفیلم

 

 حدت عوامل بیمارستانی، هايعفونت بیوفیلم، تشکیل ،آئروژینوزا پسودوموناس :يدیکل کلمات
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 مقدمه
 یمارستانیب یعطلب شاتپاتوژن فرص یک پسودوموناس

مانند  یانسان يهاتاز عفون یعیوس یفاست که مسئول ط
 یمی،نرم، باکتر يهاتباف ی،پوست ی،تنفس ي،ادرار يهاتعفون
 یستمیک،س يهاتاستخوان و مفاصل، انواع عفون يهاتعفون

 یمارانو زخم بستر، ب یدشد یبا سوختگ یمارانعفونت در ب
 یمنیا یستمسرطان که دچار سرکوب س نیزو  یدزمبتلا به ا
 باسیل یک ینوزاآئروژ پسودوموناس). 1،2( باشدیهستند م

از  یکی و) 3( بوده متحرك غیرتخمیري و هوازي منفی گرم
 ین). ا4باشد (یم یوفیلمب یجادکنندها يهايباکتر ینترممه

 یررا تخم یدراتمثبت است و کربوه یدازاکس یسمارگان
 یدآن گلوکز را اکس يهاشاز سو یارياما بس ؛کندینم
 يبراساس مرفولوژ یسمانارگ ییشناسا . معمولاًنمایندیم

و  یاختصاص يهایگمانحضور پ یداز،بودن اکستمثب ی،کلن
). از 5( یردگیگراد صورت میدرجه سانت 42 يرشد در دما

مثبت  یپازل ینوزاپسودوموناس آئروژتنها  ،هاسسودوموناپ ینب
پسودوموناس  ییازیماريتوجه داشت که ب یداست. با

 شدهترشح یمواد سم تولید ای یچسبندگ یقاز طر ینوزاآئروژ
ک پاتوژن ی نوزایآئروژ پسودوموناس). 6( دشویاعمال م

 یمارستانیب يهاتعوامل عفون ینترماز مه یکیطلب و تفرص
 یمنیستم اینقص س يماران دارایاز ب یعیف وسیدر ط

ک یعنوان هرا ب ين باکتریکه ا یعامل ینترم). مه7باشد (یم
 يدارا ين است که باکتریکند ایم یزا معرفيماریعامل ب

و  یکروبیاز مواد ضد م یعیف وسینسبت به ط ییمقاومت بالا
شتر یبنوزا یسودوموناس آئروژپ). 1،8( باشدمیها یوتیکبیآنت

از  یبرخ اما ؛کندیم يداریمعمول پا يهاکیوتیبیدر برابر آنت
ن، یسین، کولیسین، توبرامایسیبه جنتاما آن يهاهگون

پاسخ  ینکاسین و آمیپروفلوکساسین، سیاسنورفلوکس
 لمیوفیل بیکه تشک انددادهنشان  مطالعات). 9دهند (یم

 يبرا يباکتر یک واکنش اختصاصیتواند یم يتوسط باکتر
 وضوعن میا هب وجهک باشد. با تیوتیبیدفاع در برابر آنت

درمان  يرا برا يدیجد يکارهاهتوان داروها و رایم
لم یوفیدهنده بیلتشک يهاياز باکتر یاشمزمن ن يهاتعفون

ل یمقابله با تشک يهایکجمله تکن از). 10نمود ( یطراح
و استفاده از پوشش  یر پوشش سطحییتغ به توانمیلم یوفیب

وکت که یمانند کاتتر و آنژ یل پزشکیوسا يرو ییایضد باکتر
. کرد اشاره هستند،فعال معروف  یبه نام پوشش سطح

شامل: امواج اولتراسوند با فرکانس  یزن یکیزیف يهایکتکن
 باشندیم يمریپل یستمو س ینامیکفتود یکتکن یین،پا
از  یکی نوزایپسودوموناس آئروژکه  یی). از آنجا14-11(

و عوامل  بوده یمارستانیب يهاتجاد عفونیا یعوامل اصل
با توجه  یزکنند و نیدر پاتوژنز آن دخالت م یحدت مختلف

نسبت به  ين باکتریا يهایهسو ریشتب ینکهبه ا
مقاوم  یعفون يهايماریج در درمان بیرا يهایکوتیبیآنت

مقاومت  يالگو ینارتباط ب یهمطالعات بر پا یشترهستند و ب
 اند،گرفته صورت بیوفیلم تشکیل توان و بیوتیکیآنتی

 هايجدایه در ویرولانس الگوي تعیینحاضر با هدف  پژوهش
 از جداشده آئروژینوزاي وموناسپسود بیوفیلم مولد
 .یدو اجرا گرد یزيرحطر شهرکرد در بیمارستانی يهاتعفون

 

 هامواد و روش
 در ویرولانس الگوي تعیینمطالعه حاضر با هدف 

 جداشده آئروژینوزاي پسودوموناس بیوفیلم مولد هايجدایه
به  1397اول سال  ماه شش طی بیمارستانی هايعفونت از

 م شد.انجا یرشرح ز
 

 يریگهنمون
مختلف  يهاتنمونه از عفون 100 حاضر مطالعه در

 ،یچرک یسطح يهام: زخشامل انسان در ینیبال
زخم بستر  ،يدستگاه ادرار يهاتعفون ،یتنفس يهاتعفون

سطح  مارستانیکننده به دو بهمراجع مارانیاز ب یو سوختگ
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نه گو يمنظور جداسازهو ب دندیگرد هیشهرستان شهرکرد ته
 طیدر مح يریگهدر محل نمون ازنویپسودوموناس آئروژ

 37ساعت در انکوباتور  24به مدت  پپتونه آبکننده یغن
ذکر  انیشا). 15( شدندگراد کشت داده یدرجه سانت

 در استفاده منظوربهشده یغن يهاهکه نمون باشدیم
 یشناسکروبیم شگاهیبه آزما خی با همراه يمطالعات بعد

 .زاد واحد شهرکرد انتقال داده شدنددانشگاه آ

 

ساز  يباکتر ییو شناسا يجدا
 پپتونه آب طیشده در محیغن يمرحله باکتر نیدر ا 

 PCA یکشت انتخاب طیصورت متراکم در محهب
)Pseudomonas Cetrimide Agar پس) کشت داده شد و 

درجه  37 يدر دما يگذارخانهگرمساعت  24از 
 يهای(کلن پسودوموناسشکوك به م يهایگراد، کلنیسانت

مخصوص انگور فاسدشده)  يبا بو یآب -دانه سبزگواجد رن
 يهاآزمون ،نوزایآئروژگونه  دییأمنظور تهو ب دندیگردانتخاب 

 اندول، ترات،یس مصرف لاکتوز، قند ریتخم رینظ ییایمیوشیب
 OF  )Oxidativeطیدر مح یدکنندگیاکس تیفعال داز،یاکس

Fermentative(، DNase )Deoxyribonuclease( زیو همول 
که  ییهای. کلنشدها انجام نآ يدار رونآگار خو طیدر مح

 ،یمنف اندول مثبت، تراتیس ،یلاکتوز منف يهايواجد باکتر
 DNase ،ياجبار يو هواز دکنندهیاکس مثبت، دازیاکس
پسودوموناس  یعنوان کلنهبودند ب کیتیو همول یمنف

مطالعات  در استفاده يبراو  دندیگرد انتخاب نوزایآئروژ
) به BHI )Brain Heart Infusion عیما طیدر مح يبعد

 گراد کشت دادهیدرجه سانت 37 يساعت در دما 24مدت 
 ).9شدند (

ج  ستخرا  DNAا
) DNA )Acid Deoxyribonucleicجهت استخراج 

) Boilingجداشده از روش جوشاندن ( يهاهیاز جدا یژنوم
از کشت تازه  تریکرولیم 100منظور  نیا يبرااستفاده شد. 

تر یلیلیم کی) در BHI عیما طیدر مح افتهی(رشد يباکتر
در آب جوش حرارت داده شد.  قهیدق 10آب مقطر به مدت 

به  قهیدر دق دور 14000ها در هنمون وژیفیپس از سانتر
جدا  DNAعنوان منبع هب ییرو عیما قه،یدق 10مدت 

 ).3شد ( يگراد نگهداریدرجه سانت -20 يو در دما دیگرد

 

کول أییدت  هایهجدا یمول
پسودوموناس  يهایهجدا یقطع أییدمنظور تهب
 یشمورد مطالعه از آزما يهاهجداشده از نمون ینوزايآئرژ

PCR 16ژن  یابیبا استفاده از ردsrDNA ها هدر نمون
 یابیمورد استفاده جهت رد یمرهايپرا یاستفاده شد. توال

خاطرنشان  باید. اندنشان داده شده 1وق در جدول ژن ف
استاندارد  یهاز سو PCRساخت که در تمام مراحل انجام 

 ATCC10145 )American ینوزايپسودوموناس آئروژ

Type Culture Collection (یقاتاز مرکز تحق شدهتهیه 
کرمانشاه  یدانشگاه علوم پزشک یمارستانیب هايعفونت

 .گردیدت استفاده عنوان کنترل مثبهب
Germany،  2Flex( کلریدر دستگاه ترموسا PCR شیآزما

cyclerمرحله واکنش  نی) انجام شد. در اPCR در حجم 
 PCR buffer 10x، 1 تریکرولیم 5/2 يحاو تریکرولیم 25

 375/0( کرومولیم 2MgCl ،150) تریکرولیم 1مول (یلیم
 )تریولکریم 2/0( میواحد آنز dNTP Mix ،1) تریکرولیم

Taq DNA Polymerase  1 )،رانیا ناژن،یس شرکت(ساخت
 

 )16( نوزایآئروژ پسودوموناس ینیبال يهاهیجدا در 16srDNA ژن یابیرد جهت استفاده مورد يمرهایپرا یتوال :1 جدول
 ژن '5-'3 پرایمر توالی (جفت باز) محصول اندازه

956 F: GGGGGATCTTCGGACCTCA 
R: TCCTTAGAGTGCCCACCCG 16srDNA 
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(ساخت  Fو  R يمرهای) از زوج پراتریکرولیم 1( کرومولیم
مربوط به  DNAاز  تریکرولیم 4) و رانیا ناژن،یس شرکت
 .دیگرد میتنظ هیهر جدا

 سیکل یک: از بود عبارت استفاده مورد حرارتی برنامه
 سیکل 30 دقیقه؛ 2 مدت به گرادسانتی درجه 95 دماي با

 ثانیه، 20 مدت به گرادسانتی درجه 94 دماهاي با تکراري
 درجه 72 و ثانیه 60 مدت به گرادسانتی درجه 58

 دماي با انتهایی سیکل یک ثانیه؛ 40 مدت به گرادسانتی
 .دقیقه 6 مدت به گرادسانتی درجه 72

عوامل حدت يهانژ یابیرد  کدکننده 
 عوامل کدکننده يهاژن نیترعیشا یابیرد منظوربه
 از جداشده ينوزایآئروژ پسودوموناس يهاهیجدا در حدت

 در شدهدادهنشان يمرهایپرا زوج از یمارستانیب يهاعفونت
 ). 9( شد استفاده 2 جدول
 PCRواکنش  ،مورد مطالعه یاندازه قطعات ژن يمبنا بر

 با) Multiplex PCRچندگانه ( PCRواکنش  سهدر قالب 
 ).9جام شد (ان 3در جدول  ذکرشده شرایط

یقطعه ژن یصو تشخ PCRمحصول  یابیظور ارزمنهب
 

 نوزایآئروژ پسودوموناس ینیبال يهاهیجدا در حدت يهاژن یابیرد جهت استفاده مورد پرایمرهاي توالی: 2 جدول
 ژن پرایمر توالی )باز جفت( محصول اندازه

284 lasB F: GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC 
lasB R: TGGCGTCGACGAACACCTCG LasB 

270 toxA F: CTGCGCGGGTCTATGTGCC 
toxA R: GATGCTGGACGGGTCGAG ToxA 

608 plcH F: GCACGTGGTCATCCTGATGC 
plcH R: TCCGTAGGCGTCGACGTAC PlcH 

481 plcN F: TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG 
plcN R: TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC PlcN 

444 exoS F: CGTCGTGTTCAAGCAGATGGTGCTG 
exoS R: CCGAACCGCTTCACCAGGC exoS 

1159 exoT F: CAATCATCTCAGCAGAACCC 
exoT R: TGTCGTAGAGGATCTCCTG ExoT 

1035 exoY F: TATCGACGGTCATCGTCAGGT 
exoY R: TTGATGCACTCGACCAGCAAG ExoY 

3308 exoU F: GATTCCATCACAGGCTCG 
exoU R: CTAGCAATGGCACTAATCG exoU 

1017 apr F: TGTCCAGCAATTCTCTTGC 
apr R: CGTTTTCCACGGTGACC apr 

1036 phzII F: GCCAAGGTTTGTTGTCGG 
phzII R: CGCATTGACGATATGGAAC phzII 

875 phzM F: ATGGAGAGCGGGATCGACAG 
phzM R: ATGCGGGTTTCCATCGGCAG phzM 

1752 phzS F: TCGCCATGACCGATACGCTC 
phzS R: ACAACCTGAGCCAGCCTTCC phzS 

392 phzI F: CATCAGCTTAGCAATCCC 
phzI R: CGGAGAAACTTTTCCCTC phzI 

1752 phzII F: GGGTTGGGTGGATTACAC 
phzII R: CTCACCTGGGTGTTGAAG phzH 

1075 lasA F: GCAGCACAAAAGATCCC 
lasA R: GAAATGCAGGTGCGGTC lasA 

1281 pvdA F: GACTCAGGCAACTGCAAC 
pvdA R: TTCAGGTGCTGGTACAGG pvdA 

1675 pilA F: ACAGCATCCAACTGAGCG 
pilA R: TTGACTTCCTCCAGGCTG pilA 

408 pilB F: TCGAACTGATGATCGTGG 
pilB R: CTTTCGGAGTGAACATCG pilB 
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 )9( نوزایآئروژ پسودوموناس در حدت عوامل یابیرد جهت PCR واکنش طیشرا: 3 جدول
 PCR رایطش

 )میکرولیتر 50(حجم= 
 ژن نام حرارتی برنامه

PCR buffer 10X =5 یکرولیترم 
Mgcl2 =5/1 مولمیلی 

dNTP mix =200 میکرومول 
 میکرومول 5/0مربوط به ژن=  R و F پرایمر
 واحد 1= پلیمراز آنزیم
DNA =4 میکرولیتر 

 سیکل 1
 دقیقه 5---------گرادسانتی درجه 95

 سیکل 32
 ثانیه 60---------گرادسانتی درجه 94
 ثانیه 60---------گرادسانتی درجه 58
 ثانیه 60--------گرادیرجه سانتد 58
 ثانیه 70---------گرادیدرجه سانت 72

 سیکل 1
 دقیقه 6---------گرادسانتی درجه 72

exoY ،exoT ،exoU ،PhzM ،
LasB ،PlcH ، PlcN 

PCR buffer 10X =5 میکرولیتر 
Mgcl2 =2 مولمیلی 

dNTP mix =200 میکرومول 
 مولیکروم 5/0مربوط به ژن=  R و F پرایمر
 واحد 5/1= پلیمراز آنزیم
DNA =5 میکرولیتر 

 سیکل 1
 دقیقه 6---------گرادسانتی درجه 94

 سیکل 34
 ثانیه 50---------گرادیدرجه سانت 95
 ثانیه 70----------گرادسانتی درجه 55
 ثانیه 60------------گرادسانتی درجه 72

 سیکل 1
 یقهدق 8------------گرادسانتی درجه 72

toxA ،exoS ،apr ،phzHpilB 

PCR buffer 10X =5 میکرولیتر 
Mgcl2 =5/2 مولمیلی 

dNTP mix =250 میکرومول 
 میکرومول 5/0مربوط به ژن=  R و F پرایمر
 واحد 2= پلیمراز آنزیم
DNA =5 میکرولیتر 

 سیکل 1
 دقیقه 6------------گرادیسانت درجه 94

 سیکل 36
 ثانیه 60-----------گرادسانتی درجه 94

 ثانیه 90            گرادسانتی درجه 58
 ثانیه 90--------------گرادیسانت درجه 72

 سیکل 1
 قهیدق 10------------گرادیسانت درجه 72

PhzII ،PhzS ،PhzI ،
LasAPvdA ،PilA ،algD ،

algU 

 
از روش الکتروفورز  PCRدر هرکدام از مراحل  یریافتهتکث

درصد استفاده شد.  1ز ژل آگارو يرو PCRمحصول 
 45ولت به مدت  90ها در ولتاژ ثابت هالکتروفورز نمون

مشاهده  طریق ازو پس از اتمام آن،  گرفت صورت یقهدق
از ژل  Uvitec) در دستگاه UV )Ultraviolet رنو یرز

 .شدو ثبت  یدگرد یربرداريتصو آمدهدستبه
 رايب: آئروژینوزا پسودوموناس در بیوفیلم تولید بررسی

 از آئروژینوزا پسودوموناس در بیوفیلم تشکیل توان بررسی
 ذکر شایان. گردید استفاده ايخانه 96 پلیت میکروتیتر روش
 باشند داشته را سطوح به اتصال توانایی که هاییباکتري است

 اما شوند؛می مشاهده بنفش رنگ به و مانده باقی انتها در
 باشند، نداشته را وحسط به اتصال توانایی که هاییباکتري
 یندر ا یوفیلمب یلتوان تشک یبررس ي. براگردندمی حذف
 يلوله حاو یکبه  يباکتر یلوپ پر از کلن یکابتدا  ي،باکتر

 ساخت) (TSB )Trypticase Soy Broth یطمح یترلیلیم 5
تا  18ها به مدت هلول ینشد و ا یحآلمان) تلق ،Merckشرکت 

. گردیدندگراد انکوبه یانتدرجه س 37 يساعت در دما 24
 یترلیلیم 1ها، يشدن باکترلمدت و فعا ینپس از گذشت ا

 یترلیلیم 10 يحاو یشبه لوله آزما يباکتر یوناز سوسپانس
 یکرولیترم 200 ادامه، در. گشت یحتلق TSB یلاستر یطمح
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 یکروتیترم يهادر داخل چاهک یتريلیلیم 10 یطاز مح
که در چاهک شاهد  باشدیذکر م به لازمشد.  یختهر یتپل

 یکروتیترشد. جنس م یختهر TSB یلکشت استر یطمح تنها
 12و  یفرد 8 ياست و هرکدام دارا یرناستیها از پلیتپل

ها گذاشته شد و یتدرب پل یح،از تلق پسد. نباشیستون م
درجه  37 يساعت در دما 24به مدت  یونانکوباس

 ايمدت، محتو ینت ااز گذش پسگراد صورت گرفت. یسانت
بار  سهها کچاه يشو وشد و شست  یها خالکداخل چاه

مرحله  ینا در. گرفت صورت یلاستر یزیولوژيسرم ف توسط
متصل یرغ يهالها به شدت تکان داده شدند تا سلویتپل

درصد به  96اتانول  یکرولیترم 200 ،. سپسگردندحذف 
س از گذشت گردند. پ یتها تثبلتا سلو شدها اضافه کچاه
ها در یتشد و سطح پل یهها تخلکچاه یاتمحتو یقه،دق 15
 200هر چاهک با  ،د. سپسگردیخشک  یشگاهآزما يدما

درصد  Violet Crystal CV: (2( یولهو یستالاز کر یکرولیترم
ها به کچاه ادامه، درو  گشتانکوبه  یقهدق 5به مدت 

 یداس ریکرولیتم 200و با  ندشسته شد يبا آب شهر یآرام
 15از  پس. یدندعنوان حلال پر گردهدرصد ب 33 یکاست
گراد، یدرجه سانت 37 يها در دمایتپل یونانکوباس یقهدق

 620در  یولهو یستالشده با کرگرن يهاکچاه يجذب نور
ها خوانده شد و آن یزاکننده الاتنانومتر توسط دستگاه قرائ

 ي،و) در سه گروه قOD )Optical Densityبراساس 
 ODکه  ییهایزولها گردیدند؛ يبندهطبق یفمتوسط و ضع

 ي،قو یوفیلمعنوان بهدرصد داشتند ب 3بالاتر از  یا يمساو
 یوفیلمعنوان بهب 299/0تا  002/0 ینب OD با هايایزوله

عنوان هب 199/0تا  100/0 ینب OD با هايایزولهمتوسط، 
 عنوانبه 100/0کمتر از  OD با هايایزولهو  یفضع یوفیلمب
 ).17در نظر گرفته شدند ( یمنف یوفیلمب

 

 آماري تحلیل و تجزیه
 آماري افزارنرم از استفاده با آمدهدستبه هايداده

SPSS 20  یقو دق يمربع کا يآمار هايمدلو Fisher 
 اطمینان سطح در معنادار يوجود ارتباط آمار و شدند آنالیز

 .گردید تأیید هاآن ین) ب>05/0P( درصد 95
 

 نتایج
 یارجاع یمارانشده از بگرفته ینمونه عفون 100 میاناز 

 یهجدا 33 ،سطح شهرستان شهرکرد يهایمارستانبه ب
 هایهکه تمام جدا یدگرد يجداساز ینوزاپسودوموناس آئروژ

مربوط به ژن  يجفت باز 956واجد قطعه  PCR یشدر آزما
16srDNA  .1 شکلر ژن د ینا ییایحاصل از رد ژلبودند 

 نشان داده شده است.
 ینوزايپسودوموناس آئروژ یهجدا 33از  یجنتا يمبنا بر

توان  یهجدا 2 ي،قو یوفیلمب یلتوان تشک یهجدا 30 ،جداشده
 یوفیلمب یلتوان تشک یهجدا 1متوسط و  یوفیلمب یلتشک
اطلاعات حاصل از  تحلیل و تجزیه دررا داشتند.  یفضع

مورد مطالعه  هايجدایه در یوفیلمب یلتوان تشک یبررس
 هايجدایه ینب معناداري يمشخص شد که اختلاف آمار

 ).=036/0P( دارد وجود دیگر گروه دو با قوي بیوفیلم مولد
مولد عوامل  يهانژ ینتریعحضور شا یگر،د يسو از

 یعکه توز یدگرد یمورد مطالعه بررس یهجدا 33حدت در 
دهنده یلکگروه تش سه رد یمورد بررس يهانانواع ژ

 این از تعدادي PCRحاصل از  نتایج و 4در جدول  یوفیلمب
 ه شده است.ارائ 2شکل  در هاژن

حدت مورد  يهانبق با اطلاعات جدول فوق تمام ژاطم
 يقو یوفیلمدهنده بیلگروه تشک يهایهمطالعه در جدا

 33/93 یبا فراوان exoUژن  یان،م یندر ا کهشدند  یابیرد
درصد  66/86 یبا فراوان PlcHو  exoT يهادرصد و ژن

 گروه بودند.  ینشده در ایابیحدت رد يهانژ ینتریعشا
اطلاعات حاصل از جدول فوق،  تحلیل و تجزیه در

 و pvdA ،pilB هايژنحضور  ینب معناداري ياختلاف آمار
phzI 041/0( شد مشاهده حدت هايژن یرسا باP=.( 
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= 2 ستون ؛یمنف کنترل نمونه =1 ستون ؛DNA يباز لویک 1 مارکر M= ستون( nanI ژن یابیرد به مربوط PCR محصول زالکتروفور از حاصل ژل: 1 شکل

 )مطالعه مورد مثبت يهانمونه =4 و 3 يهاستون مثبت؛ کنترل نمونه
 

 یوفیلمدهنده بیلتشک ینوزايپسودوموناس آئروژ ینیبال يهایهکدکننده عوامل حدت در جدا يهانانواع ژ یعتوز: 4جدول 
 exoT exoY exoS exoU phzH apr phzII phzM phzI phzS lasA lasB pvdA pilA pilB toxA algD AlgU plcH plcN یوفیلمب

 يقو
30 

26 21 18 28 19 20 16 17 13 17 18 12 8 14 12 19 19 19 26 24 

متوسط 
2 

1 - 1 1 2 2 1 - - - 1 2 - 1 1 2 1 1 1 1 

 یفضع
1 

- - - - - 1 - - - - - - - - 1 - - - - - 

 

 
 قطعه( pilB ،)يباز جفت 1159 قطعه( exoT ،)يباز جفت 875 قطعه( phzM يهاژن یابیرد به مربوط PCR محصول الکتروفورز از حاصل ژل :2 شکل

 ) يباز جفت 608 قطعه( plcH و) يباز جفت 408
 )یمنف لکنتر نمونه =NC ستون ؛DNA يباز لویک 1 مارکر M= ستون(
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 بحث
 يبا الگو ها عموماًيدر باکتر یوفیلمب یلتشک ینارتباط ب
قرار گرفته و  یها مورد بررسندر آ یوتیکیبیمقاومت آنت
 یوفیلمب یلدر تشک يباکتر یرولانسو يالگو یابیکمتر به ارز

 پرداخته شده است. 
 ینرتیعاز شا یکی ینوزاپسودوموناس آئروژ

 يهاتعفون یجاددر ا زایماريب يهایسمارگانیکروم
که  است یهقرن يهاتعفونت زخم و عفون یژهوهب یمارستانیب
 یرولانسفاکتور و ینچند یدتول دلیلآن به  ییزایماريب

 در). 3باشد (یم یخارج سلول يفاکتورها یاهمراه با سلول 
 يهانژ ینتریعشا یعارتباط، در مطالعه حاضر توز ینا

 یوفیلمدهنده بیلتشک يهایهکدکننده عوامل حدت در جدا
قرار گرفت که  یمورد بررس ینوزاپسودوموناس آئروژدر 
 ینحدت در ا يحضور انواع فاکتورها دهندهنشان یجنتا

 بود. يقو یوفیلممولد ب يهایهجدا یژهوهها بیهجدا
دهنده یلنکته ضرورت دارد که عناصر تشک ینا ذکر

سطوح جامد  يوبر ر ینوزاپسودوموناس آئروژدر  یوفیلمب
 ؛قرار دارند یرطوبت کاف يدارا یا و یآب يهایطمح یستی،ز

ها و یاچهدر یینو رسوبات پا يآبز یاهاناز جمله سطح گ
 طق معتدل. اها در منهحوضچ

Golovlev عمل  یسممکان یبه بررس یپژوهش در
به  نوزایپسودوموناس آئروژآن در  یلو مراحل تشک یوفیلمب

، algD يهانژ یمو تنظ یناتتز آلژاز دو سن یانب یلتفص
algC ،algB ،algR  وalgZ یلثر در تشکؤکه از عوامل م 

طور هب algAعنوان نمود که  ید. باپرداخت ،هستند یوفیلمب
 اینشود که یم یمتنظ AlgU ینعمده توسط پروتئ

 نظر در آلژینات سنتز نظارتی سیستم عنوانبه ینپروتئ
 ترتیب آلژینات، نتزس اصلی رژیم و است شده گرفته

 تشکیل در مؤثر اصلی عوامل از و کندمی مدوله را رونویسی
درصد از  33/63 حاضردر مطالعه . باشدمی بیوفیلم

و  algDحامل دو ژن  يقو یوفیلمدهنده بیلتشک يهایهجدا

algU  باامر با مطالعه فوق همراستا است.  اینبودند که 
 ژن داراي وژینوزاهايآئر پسودوموناس درصد بالابودن وجود
exoA در یشترب یرولانسو يها را دارايباکتر ینتوان ایم 

 یلبا توجه به بالابودن درصد تشک یننظر گرفت. همچن
توان گفت که احتمال یها مهنمون یندر ا یوفیلمب

 ).17،18وجود دارد ( یوفیلمب یلدر تشک exoAداشتن شنق
(که  las يهانمحصول ژ یرثأت ینهدر زم یاديمطالعات ز

 ینوزاپسودوموناس آئروژلاکتون در  ینهموسر یلالقاگر آس
 صورت يباکتر یندر ا یوفیلمب یلهستند) با توان تشک

 یوفیلمنشان داده شد که ضخامت ب ياه. در مطالعاندگرفته
معادل  اژن، تنه یننقص در ا يدارا يهايشده در باکتریدتول
ها نژ ینواجد ا يهايدر باکتر یعیطب یوفیلمدرصد از ب 20

 يهایهدرصد از جدا 60 ر). در مطالعه حاض18است (
درصد از  40و  las Aحامل ژن  يقو یوفیلمدهنده بیلتشک

 يهایهکه جدا است یدرحال اینبودند.  lasBها واجد ژن نآ
ها نژ ینکدام از ایچه يدارا یفضع یوفیلمدهنده بیلتشک

 .باشدمیکننده مطالعه فوق أییدامر ت ینکه ا نبودند
 ی،شده در مطالعات قبلیحدت بررس يفاکتورها یگراز د

از جمله  یپسودوموناس يهاینمولد اگزوتوکس يهانژ
 درکه  ايد. در مطالعهنباشیم exoS و exoA ،exoU يهانژ

شده از موارد اجد ینوزايآئروژ سپسودومونا يهایهجدا مورد
 یهجدا 51 ،مورد مطالعه یهجدا 54از  شد،انجام  یتکرات

 ).19دند (وب exoSحامل ژن  یهجدا 34 و exoUواجد ژن 
 یران،و همکاران در ا يفولاد یمانیدر مطالعه ا همچنین
و مقاومت  exoAحضور ژن  ینب يدارامعن يارتباط آمار

پسودوموناس توسط  یوفیلمب یلدر تشک یوتیکیبیآنت
 ).18( گردیدمشاهده  ینوزاآئروژ

مولد  يهانلقوه ژانقش ب یزن حاضرعه در مطال
 يهانو ژ یدبه اثبات رس یوفیلمب یلدر تشک یناگزوتوکس

exoU  وexoT درصد  66/86و  33/93 یبا فراوان
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مولد  يهایهشده در جدایابیحدت رد يهانژ ینتریعشا
 بودند. يقو یوفیلمب

در  Pap I-1,2 يزایماريب یرعنوان نمود که جزا باید
 یرجزا ینو نقش ا ینوزاپسودوموناس آئروژ ینیالب يهایهسو

 چندان یاییو عفونت باکتر ییزایماريدر گسترش روند ب
  Harisonارتباط،  ینقرار نگرفته است. در ا یمورد بررس

 یکاآمر Leicesterدر دانشگاه  2010همکاران در سال  و
 يزایماريب یرجزا با ارتباط دررا  يمتعدد يهایبررس

Pap I-1,2 یهسو PA14 انجام دادند  ینوزاپسودوموناس آئروژ
 یجکردند. نتا یسهمقا PAO1 یهرا با سو PA14 یهو سو

 یلبه دل PA14 یهسو یشترب یدهنده قدرت تهاجمننشا
 ).20زا بود (یماريب یرداشتن جزا

Mattick )2002 (یلیپ یقروند انتقال ژن که از طر نیز 
)Piliیره) نوع چهارم جز Pap I-1 42را در  یردگیم صورت 

 یجهنت ینو به ا نمود یبررس ینوزاپسودوموناس آئروژ یهسو
 یسممکان طریق از ینوزاپسودوموناس آئروژکه  یافت دست

روند انتقال عناصر  ،نوع چهارم یلیبه واسطه پ یريگتجف
 يهاهاز نمون یمین پژوهش این دردهد. یرا انجام م یکیژنت

 Pap I-1 یعنی ییزایماريب بزرگ یرهجز دارايمورد مطالعه 
 ).21بودند (

در  PilBو  PilAاز جمله  یلیکدکننده پ يهانحضور ژ
است که در  یعوامل ینترماز مه Pap I-1 ییزایماريب یرهجز

 يباکتر یدنچسب یلنقش دارد و باعث تسه يپاتوژنز باکتر
شود یم یزبانم یتلیالبه سطوح مختلف از جمله سطوح اپ

 هايایزولهدرصد از  40و  66/46ه حاضر ). در مطالع22(
 اینبودند که  PilBو  PilA يهانواجد ژ قوي بیوفیلم مولد

مرحله  ینها در اولنژ یننقش بالقوه ا دهندهامر نشان
 با وباشد یم یزبانو اتصال به سلول م يباکتر پاتوژنز

 . دارد همخوانی قبلی مطالعات
 مطالعه هايتمحدودی جمله ازگفت که  یدبا یانپا در

 نبودندردسترس دلیل به متأسفانهاست که  ینحاضر ا

مورد مطالعه،  یمارانسن، جنس و شغل ب یرنظ یاطلاعات
 هايجدایه یبا فراوان یرهامتغ ینا یابیامکان ارز

 .نبود پذیرامکان ینوزاپسودوموناس آئروژ
 

 يریگجهینت
 حضور انواع دهندهمطالعه حاضر نشان نتایج ،در مجموع

 ینیبال يهایهدر جدا یرولانسو يکدکننده فاکتورها يهانژ
 یژهوهحدت ب يهانو نقش مهم ژ ینوزاپسودوموناس آئروژ

در  يباکتر ییزایماريب یرواقع در جزا exoTو  exoU يهانژ
و  ییزایماريفاکتور مهم ب یکعنوان هب یوفیلمب یجادا

راستا  نی. در ابود ینوزاپسودوموناس آئروژشدن یزهکلون
 يعلاوه بر الگو يمطالعات بعد در که شودیم یهتوص

و  یوتیکیبیکدکننده مقاومت آنت يهانحضور ژ یرولانس،و
در  یوفیلممولد ب يهایهحدت همزمان در جدا يفاکتورها

 د.نگرد یابیارز نیز یو انسان یمختلف دام يهاتعفون
 

 حمایت مالی
 ارشد ناسیکارش نامهپایان از برگرفته مطالعه این

 پژوهشی حوزه مالی حمایت با و بوده میکروبیولوژي
  .است شده انجام شهرکرد واحد اسلامی آزاد دانشگاه

 

 ملاحظات اخلاقی
 مورد هايبیمارستان عفونی بخش هماهنگی با هانمونه

 .شدند اخذ بیماران کامل رضایت با و مطالعه
 

 تضاد منافع
 و ندارد وجود نویسندگان بین منافعی تضاد گونههیچ

 .است شده ارسال هاآن هماهنگی و اطلاع با مقاله
 

 تشکر و قدردانی
 محترم مدیریت زحمات از نویسندگان وسیلهبدین
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 دردانیق و تشکر صفري مهندس آقاي جناب شهرکرد؛ واحد
 .نمایندمی
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Abstract 

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is one of main sources of hospital infections, which has 
many virulence factors and causes different clinical infections in humans and animals. This study 
was performed to investigate the relationship between biofilm formation and virulence factors 
distributed in Pseudomonas aeroginosa strains isolated from clinical samples of hospitals in 
Shahrekord, Iran. 
Materials and Methods: This study was conducted on 33 strains of Pseudomonas aeruginosa 
isolated from different clinical infections. The strains were from the patients hospitalized in 
Shahrekord hospitals and treatment centers in the first 6 months of 2018. Biofilm formation was 
investigated through the microtiter plate method and most commonly virulence factors, including 
pudA, phzI/II/H/M, apr, picH/N, exoU/S/Y/T, toxA, lasA/B, algD/U, and pilA/B genes, were analyzed 
using multiplex polymerase chain reaction method. 
Results: In this study, 30 isolates had the ability to form a powerful biofilm. Among the investigated 
genes, exoU and exoT genes with the frequency of 93.33 % and 86.66%, were recognized as the 
most common virulence factors, respectively. 
Conclusion: The presence of some virulence genes, especially exotoxin, lasA/B, and Pilli genes in 
these isolates indicated the important role of these factors in Pseudomonas aeroginosa in biofilm 
formation and colonization of epithelial surfaces.  
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