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  phz A2-G2و  phz A1-G1اسیدی روی بیان ژن  pHتأثیر  بررسي

 در سودوموناس آئروژینوزا

 3مژده پیرهادی ،2محسن میرزایي ،1محمدرضا مهرابي

 دانشگاه آزاداسلامی واحد  بروجرد هیئت علمی1
 دانشگاه آزاداسلامی واحد  بروجرد هیئت علمی2

 میکروبیولوژی دانشگاه آزاداسلامی واحد  بروجرد کارشناسی ارشد زیست شناسی گرایش3

 

 چکیده

های بیمارستانی است. ظهور  سودوموناس آئروژینوزا باکتری فرصت طلب با عوامل بیماریزایی متعدد و از عوامل مهم عفونت

شود. هدف از این  ها از عوامل تهدیدکننده حیات محسوب می ها و ضدعفونی کننده های دارویی و مقاومت به دترجنت مقاومت

 قالهباشد.در این م در سودوموناس آئروژینوزا می phz A2-G2و  phz A1-G1اسیدی روی بیان ژن  pHتأثیر  بررسیمطالعه 

های  از آزمون های شهر قم جمع آوری شد. با استفاده جدایه بالینی سودوموناس آئروژینوزا از بیمارستان 5مقطعی -توصیفی

ها بوسیله روش جوشاندن استخراج شد و با استفاده از پرایمرهای  جدایه DNAهای تعیین هویت انجام گردید.  بیوشیمیایی تست

تهیه و جدایه ها به  (pH=9)و قلیایی  (pH=4)اسیدی  pHدر دو  TSBانجام شد. سپس محیط کشت  PCRاختصاصی هر ژن 

جدایه ها  cDNAو سنتز  RNAساعت، استخراج  72و  48، 24های زمانی  این محیط ها تلقیح گردیدند. پس از گذشت بازه

آنالیز  RESTبررسی شد و نتایج با استفاده از نرم افزار  Real Time PCRها بوسیله تکنیک  صورت گرفت و در نهایت بیان ژن

های زمانی  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در pH=9و  pH=4تحت تاثیر  phz2 و phz1 ژننسبی بیان و ارزیابی شدند.

این کاهش  phz1قلیایی بیشتر بود که در مورد ژن  pHاسیدی کاهش بیان ژن نسبت به  pH. در (P< 0.05)کاهش یافته است 

اسیدی کاهش موثرتری نسبت به  pHدر  phz2 و  phz1های  نتایج این پژوهش نشان داد بیان ژنبوده است.  phz2بیشتر از 

pH توان چنین استنباط کرد که  قلیایی دارد. در نتیجه میpH  اسیدی باعث کاهش بیان ژن مولد فنازین، و در نتیجه کاهش

ها، این یافته  های زیاد این باکتری خصوصا نسبت به ضدعفونی کننده شود. با توجه به مقاومت بیماریزایی سودوموناس آئروژینوزا می

 های پزشکی داشته باشد.  ها و درمان تواند کاربرد زیادی در بیمارستان می

 .phz2  ،Real Time PCR و  pH ، phz1فنازین،  سودوموناس آئروژینوزا، واژگان کلیدی:
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 مقدمه

ها را داشته و  باسیل گرم منفی و پاتوژنی فرصت طلب است که توانایی زیستن در تمام محیط 1باکتری سودوموناس آئرویژینوزا

های  سمی در بیماران مبتلا به سوختگی و عفونت های شدید در انسان مانند اندوکاردیت، مننژیت، سپتی عامل بسیاری از عفونت

زای رایج در  باشد. این باکتری غیرتخمیری، اکسیداز مثبت، دومین باکتری بیماری مزمن ریه در بیماران سیستیک فیبروزیس می

 10ست که حدود های بیمارستانی بعد از اشریشیاکلی و استافیلوکوکوس اورئوس ا جراحی ها و سومین عامل شایع و متداول عفونت

 . (1) دهد های بیمارستانی را تشکیل می درصد عفونت

ای مهم برای  سبز را نشانه-سودوموناس آئروژینوزا شناخته شود، پزشکان، مشاهده چرک متمایل به رنگ آبی ها قبل از آنکه سال

سبز را بر روی لباس -های رنگی آبی حضور لکه Sedilloteمیلادی،  1850کردند. اولین بار در سال  وخیم بودن عفونت تلقی می

موفق به استخراج رنگدانه از  Fordosمیلادی،  1880نبرد، تا آنکه در سال  جراحان مورد توجه قرار داد. اما به علت اصلی آن پی

های رنگی را در  این لکه Lukeمیلادی،  1882این باکتری شد و ماده کریستالی بدست آمده از آن را پایوسیانین نامید. در سال 

سبز مشاهده کرده است. در سال -های آبی ای شکلی را در این چرک ارتباط با عفونت اعلام کرد و اظهار داشت که عناصر میله

 . (5)باکتری سودوموناس آئروژینوزا را جدا نمود و آن را باسیلوس پاپوسیانوس نامگذاری کرد  Gessardمیلادی،  1882

درصد از مردم عادی  3سودوموناس آئروژینوزا در خاک، آب، گیاهان و حیوانات وجود دارد. بر روی پوست و دستگاه گوارش حدود 

رستان دارد، زیرا در برابر شود. علاقه به پایداری در فضای بیما درصد از پرسنل بیمارستان ها حمل می 20شود و توسط  یافت می

. انتقال آن بوسیله پزشکان و پرستاران، وسایل تنفسی و غیره (10)بسیاری از ضدعفونی کننده ها و آنتی بیوتیک ها مقاوم است 

باشد. این باکتری به علت داشتن مقاومت به بسیاری از  گیرد و به همین دلیل از عوامل خطرساز برای بیماران بستری می صورت می

شود، رشد  ی نمودن بیماران استفاده میداروها و مواد ضدعفونی کننده، در مواد مصرفی )الکل، بتادین رقیق و ...( که برای ضدعفون

یابد.  ماند و تکثیر می گردد. این باکتری در آب مقطر و آب معمولی زنده می نموده و با استفاده از آنها سبب آلودگی و عفونت می

 . (11)سودوموناس آئروژینوزا، متنوع ترین باکتری مطرح در پزشکی از نظر منبع انرژی و کربن است 

 مانند) یمنیا نقص دچار که یمارانیب در یماریب عامل اصل در و بوده طلب زای فرصت بیماری کی نوزایآئروژ اسسودومون

 ها زولهیا و نبوده یباکتر با مقابله به قادر یشناس یمنیا نظر از مارانیب نکهیا لیدل به. باشد می هستند، کاتتر یدارا ای( ینوتروپن

 کردن رفعالیغ ای هیتجز به قادر بتالاکتامازها دیتول با یگاه)دهند  می نشان خود از را ییدارو چند مقاومت معمول بطور

 .  (14) است مشکل غالبا سودوموناس یکن شهیر ،(هستند سوم نسلهای  نیسفالوسپور

الاستاز، آلکالین پروتئاز و  شامل که شود می دیتول نوزایآئروژ سودوموناس توسط تیاهم حائز یسلول خارج پروتئاز سه حداقل

 باشند.  می IVپروتئاز 

 میآنز نیا. کند می فعالشود را  نامیده می (MMP) کسیماتر نازیمتالوپرتئ که چشم هیقرنهای  میآنز از یکی سودوموناس 2الاستاز

 و شده چشم به صدمه باعث)که بخشی از ساختار غشاء پایه قرنیه و استروما هستند(  IV  ،V ،VI نوعهای  کلاژن هیتجز قیطر از

 یسوختگ دچار که یمارانیب در یبافت نکروز ییزا یماریب در را یمهم نقش الاستاز نیهمچن. شود می تیکرات موجب تینها در

 هیتجز در یباکتر ییتوانا به ها یماریب نیا آمدن بوجود علت. کند می فایا 3کیستیس بروزیف به انیمبتلا در یویر یماریب و هستند

                                                           
1
 Pseudomonas aerujinosa 

2
 Elastase 

3
 Cystic fibrosis 
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های سرمی )مانند آلفا آنتی کیموتریپسین، ممانعت  و شکستن سایر پروتئین IgAو  IgG، تجزیه C3bاجزاء کمپلمان به ویژه 

 CD4های پلی مورفونوکلئر، شکستن  ( ممانعت از کموتاکسی و کمیلومینسنس لوکوسیتC1کننده  پروتئیناز و ممانعتکننده آلفا 

 . (23) شود ( مربوط میCD16های کشنده طبیعی )از طریق شکستن  و ممانعت از فعالیت سلول 2-و اینترلوکین

 کمک ،یباکتر یبرا آهن آوردن بدست در زبانیم نیترانسفر هیتجز قیطر از الاستاز ،یطیمح طیشرا یبرخ تحت است ممکن

 هیر بافت به یباکتر تهاجم و هیر بیآس با ها، نیپروتئ محکم اتصالات بیتخر قیطر از الاستاز است ممکن نیهمچن. باشد کننده

 . (24) باشد ارتباط در

کیلودالتونی با سرکوب شدن  57. اعتقاد بر این است که این پروتئین دارد وجود سودوموناس پروتئاز نیآلکال مورد در یکم اطلاعات

 یچسبندگ مولکول نیچندو  2میزبان مانند اینترلوکین های  نیپروتئ از یادیز اریبس انواع شدن شکسته قیطر از یمنیا ستمیس

 .باشد می ارتباط در نکروز و ها تیلوکوس

 و رساند یم بیآس چشمبه  IVناشناخته باقی مانده است. اما تحقیقات در خرگوش نشان داده است که فعالیت پروتئاز  IVپروتئاز 

 .(25)ت اس ارتباط در تیکرات جادیا با

 شامل که کند می دیتولریبوزیل( ترانسفراز -ADP) لیبوزیر فسفات ید نیآدنوز نوع سه کم دست نوزایآئروژ سودوموناس

 . باشند می بالا یمولکول وزن با نیدیلکوسو  S، اگزوآنزیم A نیاگزوتوکس

 لیطو فاکتور کردن فعال ریغ قیطر از که یمیآنزکنند،  را تولید می A نیاگزوتوکس نوزا،یآئروژ سودوموناسهای  هیسو از درصد 00

 نیآدن دیآم نیکوتین هیتجز قیطر از A. اگزوتوکسین شود می سلول مرگ تینها در و نیپروتئ سنتز توقف باعث (EF2) 4کننده

 کند.  عمل می EF2ریبوزیلات -ADPبه  (NAD) دینوکلئوت ید

. کند می یزیر یپ را توزیاندوس و شود می متصل زبانیم یسلولهای  به گیرنده 1ش بخ. است قسمت سه یدارا Aاگزوتوکسین 

ریبوزیل -ADP بخش و شود می سلول توپلاسمیس درون به نیتوکس انتقال موجب 2. بخش شود می یدیاس آندوزوم که یهنگام

 .(20)کند  را کاتالیز می (EF2)فاکتور طویل کننده 

پروتئین سلولی میزبان را در  Sکنند. اگزوآنزیم  را تولید می s (ExoS) میاگزوآنز نوزایآئروژ سودوموناسهای  هیسو از درصد 40 

 به که گرید نیپروتئ نیچند و نیمنتیو توان به می میآنز نیا هدفهای  نیپروتئ انیم درکند.  ریبوزیله می EF2 ،ADPمقایسه با 

GTP به شونده متصلهای  نیپروتئ نکهیاگردند اشاره کرد. به دلیل  متصل می GTP میاگزوآنز دارند، نقش ها زوزومیل حرکت در 

 نظر به. کنند محافظت ماکروفاژها و مرفونوکلئر یپلهای  تیلوکوس توسط شدن کشته از را نوزایآئروژ سودوموناس است ممکن ها

 یسوختگ دچار که باشد یمارانیب در نوزایآئروژ سودومونااسهای  عفونت گسترش یبرا یمهم عامل S مینزآاگزو که رسد یم

 .(30) اند شده

 از یپیشگیر و رمها ایمناسبی بر یهاراه یجستجو در ییدارو متومقا وهاریبیما دیجاا در بیوفیلم همیتا لیلد به نمحققا

قابل توجهی دارد. و این موضوع در زخم یش افزا بیوفیلم رحضو در بیوضدمیکر ادمو ریمها قل غلظتاحد .هستند بیوفیلم تشکیل

سطحی و تکنیک پوشش  تغییر شامل بیوفیلم تشکیل با مقابله یتکنیکهاهای ناشی از سوختگی اهمیت زیادی دارد. بطور کلی 

 های فیزیکی است. 

                                                           
4
 Elongation factor 
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 بدلیل که هشد فیلساختهروهید نتااور پلی و کسیدا تیلنا پلی ل،تیلنگلیکوا پلی جنس از ادیمو :طحيـس پوشش تغییر

 عنو ینا متأسفانه .میشوند یباکتر لتصاا مانع غیرفعال رتصو به یا و ادهند تشکیل بیوفیلم دخو صخا فیزیکوشیمیایی خاصیت

توان انجام  باکتری ارتباط دارد. کار دیگری که میگونه  به ترـبیش و شتهدا دییاز ییتهاودمحد ل،فعا غیر سطحی پوشش تغییر

ها یباکتر لتصاا ازسطحی  پوشش منا به که ستا نژیوکتآ و کاتتر پزشکی مانند سایلو روی ضدباکتریایی پوشش از دهستفاا داد

 می پیوند روی نتیبیوتیکیآ پوشش پیوند عمل از پس ساعت چند .دمیشو یجلوگیر مقد رکا ینا با. ستا وفمعر لفعا ،لیناو در

 مینوسایکلین و یفامپینر ،موکسیسیلینآ مثل نتیبیوتیکهاییآ. دشو یجلوگیر بیوفیلم تشکیل و یباکتر لتصاا از تا کشند

 .(30)، اتانول و اسید هیدروکلرید نام برد  8تورالیدین ،5توان از ترکیب مینوسایکلین میشیمیایی  ادمو یگرد از .ددمیگر دهستفاا

ها بکار  بیوتیک آنتی و بیوضدمیکر ادمو اههمر به یا و تنهایی به که ستایک سری روش های فیزیکی  تکنیک های فیزیکي:

 اههمر به روش ینا در. نتیبیوتیکها میشوندآ فعالیت یشافزا سبب طرفی از و یجلوگیر بیوفیلم تشکیل از لکتریکهاابیورود.  می

کیلوهرتز(  70ولتی استفاده می شود. امواج اولتراسوند با فرکانس پایین ) 5/1-2 ضعیف لکتریکیا نجریا از نتیبیوتیکآ تجویز

 و هشد نکسیژا و ییاغذ ادمو لنتقاا یشافزا حتمالاًباعثا سوندالتراو .نددمیگر بیوفیلم خلدا به نتیبیوتیکهاآسبب تسهیل انتقال 

 یبیوفیلمها در ینامیکدفتوها موثر خواهند بود. از تکنیک  بیوتیک دلیل آنتی همین به و هددمی یشافزا را هایباکتر شدر نتیجه در

 دموجو یهایباکتر گمر به منجر و دهنمو نکسیژا آزاد یهالیکاراد تولید رنو به سحسا یهادارو .ددمیگر دهستفاا نهاد و پوست

آبی  رحضو در/نئون مهلیو رلیز رنو که هشد داده ننشا ن،هاد هحفر یبیوفیلمها روی مطالعه یک طی. میشوند بیوفیلم در

 .(40) % باکتری ها می شود05تولوییدون سبب مرگ 

 محل به رانتیبیوتیکهاآباشند. این ذرات  ها و فیبرها ناقلین مؤثر داروها می استر، هیدروژل، میسل ذرات نانوپلی مری: سیستم پلي

            (. 40گردند ) ها می باکتری  گمر باعث و هساندر ضایعه

 پیشینه تحقیق

o  به بررسی بیان ژن  2014رن و همکاران در سالphzA2-G2  در حضور فعال کنندهRsmA  در سودوموناس آئروژینوزا

M18 های متصل شونده به  پرداختند. آنها عنوان کردند که پروتئینRNA  از خانوادهRsmA/CsrA  به عنوان تنظیم

 کنند. آنها افزودند که ژنوم سودوموناس آئروژینوزا دارای دو های هدف خود عمل می های بعد از رونویسی روی ژن کننده

است که هر کدام از آنها حاوی  phzA2-G2(phz2)و  phzA1-G1(phz1)های  است که شامل ژن phzکلاستر ژنی 

هستند. در مطالعه انجام شده توسط آنها تأثیر  (PCA)کربوکسیلیک اسید -1-های لازم برای سنتز فنازین تمامی ژن

RsmA  روی تنظیم بیان این دو ژن در سودوموناس آئروژینوزاM18  بررسی شد. نتایج حاصل از این بررسی نشان

 . (50)شود  متصل می phz2ترجمه نشونده از ژن  5'به ناحیه  RsmAدادند که 

o  در پژوهشی به بررسی نقش و تنظیم اپرون تولیدکننده فنازین در سودوموناس آئروژینوزا  2012دیوید آلفونسو در سال

PA14 تواند در بیمارانی که دارای نقص  پرداختند. آنها عنوان کردند که پاتوژن فرصت طلب سودوموناس آئروژینوزا می

های این باکتری است. آنها عنوان کردند که  ها یک جنبه از فعالیتکند. این تن سیستم ایمنی هستند ایجاد بیماری می

شوند. مثلا  % به هم شبیه هستند اما به صورت متفاوت کنترل می08در حدود  phz2و  phz1اگرچه دو اپرون ژنی 

                                                           
5
 EDTA (ethyle diamine tetra acetic acid) 

6
 Taurolidine 
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phz1 های کنترلی  شود در حالیکه مکانیسم با استفاده از سیستم کوروم سنسینگ تنظیم میphz2  شناخته هنوز بخوبی

 . (51)نشده است 

o  وزا بر مرگ در پژوهشی به بررسی تأثیر فنازین تولیدی توسط سودوموناس آئروژین 2013سزرلیانت و همکاران در سال

های مختلفی برای غلبه بر  های پاتوژن از روش سینورابتیدیس الگانس پرداختند. آنها عنوان کردند که میکروارگانیسم

کنند. آنها عنوان کردند که سودوموناس آئروژینوزا باکتری گرم منفی پاتوژن است  سیستم دفاعی میزبان خود استفاده می

کربوکسیلیک اسید که -1-الگانس دارد. نتایج این مطالعه نشان داد که ماده فنازین های زیادی از جمله کرم که میزبان

های  شود دارای خاصیت سمی بوده و باعث مرگ کرم کد می phzA2-G2(phz2)و  phzA1-G1(phz1)های  توسط ژن

 . (52)شود  الگانس می

o  در یک پژوهش به بررسی ارتباط تنظیمی بین دو ژن  2018سویی و همکاران در سالphzA1-G1(phz1)  وphzA2-

G2(phz2)  در حفظ تعادل تولید فنازین در باکتری سودوموناس آئروژینوزاPAO1  پرداختند. ژن دوپلیکیشن یک

 PAO1مکانیسم انتخابی برای افزایش سازگاری میکروارگانیسم ها با محیط اطرافشان است. سودوموناس آئروژینوزا 

است که  phz2 (phzA2B2C2D2E2F2G2)و  phz1 (phzA1B1C1D1E1F1G1)سری ژنی  7دارای 

کند. این دو دسته ژنی همولوگ هم هستند و ساختار آنها به  کربوکسیلیک اسید و مشتقاتش را سنتز می-1-فنازین

های  های ناک اوت که فاقد دسته خوبی شناخته شده است اما عملکرد آنها بخوبی شناخته نشده است. با استفاده از سویه

ج حاصل از این بررسی نشان داد که بین این ژن ها ارتباط وجود داشته و ژنی بودند عملکرد این ژن ها بررسی شد. نتای

 . (53)شود  های ژنی باعث حفظ تعادل در بیان ژن ها و بیوسنتز فنازین می حضور دوگانه این دسته

o  102های بالینی در بیمارستان بقیة الله تهران روی  به مطالعه ای در خصوص عفونت 2014فاضلی و همکاران در سال 

 phzدرصدphzH (5/20  ،)درصدI  phz (7/11  ،)های فنازین جدایه سودوموناس آئروژینوزا پرداختند. میزان فراوانی ژن

II (4/28  ،)درصدphzM (2/38  و )درصدphzS (8/10 گزارش شد )(54)درصد. 

o  های بالینی سودوموناس آئروژینوزا با  های مولد فنازین در جدایه به شناسایی ژن 1304توتونچی و ضیغمی در سال

جدایه  phz I، 82 مل ژندرصد( حا 5/08جدایه ) 85جدایه،  03مقاومت چند دارویی پرداختند. در مطالعه آنها، از بین 

های  درصد( حامل ژن 2/27جدایه ) 24و  phzMدرصد( حامل ژن  4/45جدایه ) phz II، 40درصد( حامل ژن  1/03)

phzH , phzS های  بودند. فراوانی ژنphz I  وphz II های با مقاومت چنددارویی بدست آمده از منابع  در بین سویه

 . (55)های حاصل از این باکتری باشد  تواند هشداری برای عفونت مختلف بالاست که می

o  های سودوموناس پرداختند.  سویهبه بررسی ایجاد نوترکیبی روی ژن مولد فنازین در  2010لیانت و همکارش در سال

نتایج این پژوهش حاکی از آن بود که اصلاح ژن بدون عارضه مبتنی بر سیستم نوترکیب در سودوموناس آئروژینوزا 

تواند کارآمد باشد و منحصرا  شود که می می( ΔphzHΔphzMΔphzS) ،PAO1 تواند باعث تولید ژن سه گانه می

 . (58)را تولید نماید  (PCA) های فنازین، یکی دیگر از فرآورده

o  ژن  7آنتی بیوتیکی روی  به مطالعه و بررسی فعالیت 1008ماورودی و همکاران نیز در سالPhzABCDEFG   در

 .  (57)مناسب هستند، پرداختند  PCAسودوموناس آئروژینوزا که برای سنتز 

o  های بیوسنتز فنازین  به تجزیه و تحلیل عملکرد ژن 2001بونسالی و همکاران در سال(PCA)  در باکتری سودوموناس

 . (25)آئروژینوزا پرداختند 

o  ن به بررسی ایجاد جهش روی دو اپرو 2012رسینوز و همکاران در سالphz1, phz2  پرداختند. مطالعه آنها نشان داد

شود. همچنین نتایج آنها نشان داد که با  از اپرون دیگر می PCAکه بروز جهش در هر اپرون منجر به کاهش تولید 
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 PCAبطور قابل توجهی باعث کاهش تولید   phz2یابد، درحالیکه حذف  کمی کاهش می PCA، تولید phz1حذف 

 . (58)شده است 

o  جدایه از بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس،  12در بروکسل و ایرلند با جداسازی  2004فینان و همکارانش در سال

را مورد بررسی قرار دادند. که در این مطالعه فراوانی ژن   phzM, phz II , phzH , phzS , phz Iهای  فراوانی ژن

phzM (8/01  ،)درصدphz II (100  ،)درصدphzH (100  ،)درصدphzS وI  phz  (3/8  گزارش شد )(50)درصد . 

o  به مطالعه ای در خصوص عفونت ادراری کودکان در بیمارستان بقیةالله تهران روی  2014دادمنش و همکاران در سال

 phzدرصدphzH (4/13  ،)درصدI  phz (4/30  ،)های فنازین جدایه با مقاومت دارویی پرداختند. میزان فراوانی ژن 23

II (38  ،)درصدphzM (4/43  و )درصدphzS (5/25  گزارش شد )(80)درصد. 

o  در پژوهشی بیان داشتند که سیستم کواروم سنسینگ بطور متفاوتی در تنظیم تولید  2017سان و همکاران در سال

سیستم تنظیمی کواروم سنسینگ و همچنین بیان ژن  4ین در سودوموناس آئروژینوزا مؤثر است. آنها به بررسی فناز

مورد بحث قرار گرفت و یک مدل  phz2و  phz1مکانیسم های احتمالی برای بیان پرداختند.   phz IIو   I  phzهای 

 .(81)فراهم می کند  PCAها مبنایی برای مهندسی ژنتیک کواروم سنسینگ را برای بهبود تولید  ارائه شد. این یافته

o HARJAI   به بررسی اثر  2005و همکاران در سالpH  بر تولید فاکتورهای ویرولانس در سلول های بیوفیلمی

بالاتر بود؛ در مقابل،  pH 8تولید آلژینات و پروتئیناز در سودوموناس آئروژینوزا پرداختند. نتایج آنها بیانگر این بود که 

 .(82)به شدت سنتز شدند  pH 5سیدورفورها )پئوهلین و پیوردرین( در 

 روش تحقیق

های  های مختلف بیمارستان جدایه باکتری سودوموناس آئروژینوزا از بیماران بستری در بخش 5در این مطالعه در مجموع تعداد 

 سطح شهر قم جمع آوری گردید و مورد بررسی قرار گرفت. 

 7فرمانتاسیون-آزمون اکسیداسیون

شکستن کربوهیدرات ها بیشتر از طریق اکسیداسیون یا  این تست روشی مناسب برای بررسی و شناسایی باکتری هایی که قادر به

دهد،  گلوکز را به روش اکسیداتیو مورد مصرف قرار می OFباشد. سودوموناس آئروژینوزا در محیط  فرمانتاسیون )تخمیر( باشند، می

 (. کند )سایر سودوموناس ها فاقد این خاصیت هستند گلوکونات را اکسید نموده و کتوگلوکونات تولید می

هوازی مهیا گردد.  ها را در دو لوله کشت داده و در سطح یکی از لوله ها پارافین اضافه کردیم تا شرایط بی در این تست باکتری

 داری نمودیم.  درجه سانتی گراد نگه 37ساعت لوله ها را در دمای  24سپس به مدت 

کند. بنابراین فقط در شرایط هوازی  این ارگانیسم توانایی تخمیر قندها را ندارد بلکه آن را به روش اکسیداسیون مصرف می نتیجه:

 (. 1قند مصرف شد. مصرف قند همراه با تولید اسید است که موجب تغییر رنگ معرف از سبز به زرد شد )شکل 

                                                           
7
 Oxidation-fermentation 
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 در باکتری سودوموناس آئروژینوزا O/F: نتیجه ی تست 1شکل 

 روش کار: 

گرم پودر محیط کشت را به آن اضافه و حل نمودیم. محتویات ارلن  28میلی لیتر آب مقطر در داخل یک ارلن ریخته و  700ابتدا 

م و در نهایت دقیقه در اتوکلاو استریل نمودی 15را روی هیتر حرارت دادیم تا بجوشد و شفاف شود. سپس محیط کشت را به مدت 

های  ی گوسفندی به آن اضافه و محیط را در پلیت % خون دفیبرینه5-10پس از خنک شدن محیط کشت در مجاورت شعله، 

 ها را در دمای یخچال نگهداری نمودیم.  استریل توزیع کردیم. پلیت

 DNAاستخراج 

8های موردنظر در محیط کاملا استریل بوسیله لوپ برداشته و به محیط  از باکتری
BHI ساعت در  24داده شد و به مدت  انتقال

 انکوباتور قرار دادیم. 

 حاوی باکتری اقدام نمودیم:  BHIبه روش بویلینگ از محیط  DNAسپس طبق مراحل زیر جهت استخراج 

 دقیقه 5دت به م rpm12000(سانتریفیوژ در دور 1

 ( تخلیه مایع رویی2

 میکرولیتر آب مقطر خنک 500( اضافه کردن 3

 بار سمپلینگ 100( 4

                                                           
8
 Brain Heart Infusion Broth 



 فناوری زیست و زیستی علوم مطالعات

 88 -111، صفحات 1400 زمستان ،4 شماره ،7 دوره

89 
 

 دقیقه  7گراد به مدت  درجه سانتی 05( قرار دادن در دستگاه ترموبلاک 5

 دقیقه 5به مدت  rpm12000( سانتریفیوژ در دور 8

 انداختن مابقی نمونه میکرولیتر از هر نمونه )مایع رویی( و دور 100( جدا کردن 7

 (. 2استخراج شده را در دمای فریزر نگهداری کردیم )شکل  DNAدر نهایت 

  

 

 DNA: مراحل استخراج 2شکل 

 روش کار:

میکرولیتر آب مقطر استریل شده به هر یک از آنها اضافه  5/7ریزیم و  میکرولیتر مسترمیکس می 5/12در ابتدا در هر میکروتیوب 

های میکروتیوب اضافه کردیم و نهایتا از  میکرولیتر پرایمر برگشت روی دیواره 1میکرولیتر پرایمر رفت و  1نموده سپس به هر یک 

ثانیه اسپین نمودیم و طبق  30ها را بسته و به مدت  رولیتر روی درب میکروتیوب ریختیم. میکروتیوبمیک 3ها  DNAهرکدام از 

 .زمانی مشخص در دستگاه ترموسایکلر قرار دادیم-برنامه دمایی

 phz2و  phz1های  : توالي پرایمری ژن1جدول

Genes Primer Sequence Amplic

on 

(bp) 

Refere

nces 

phz A1-G1 F CTCGAGAACGGCCGGATAAA  108 

 

In study 

R GGTGGGAATACCGTCACGTT 

phz A2-G2 F AACCACTTCTGGGTCGAGTG 203 

 

In study 

R GTGGGAATACCGTCACGTTT 
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 phz A1-G1ژن  PCRزماني -: برنامه دمایي 2جدول

 برنامه دما زمان سیکل

 c Initial˚ 04 دقیقه 7 

Denaturation   

             

 

33 

       c Denaturation˚ 04 ثانیه 30

      

           c Annealing˚ 54 ثانیه 30

      

            c Extension˚ 72 ثانیه 80

     

   c Final Extension˚ 72 دقیقه 5 

     

 

 phz A2-G2ژن  PCRزماني -: برنامه دمایي 3جدول

 برنامه دما زمان سیکل

 c Initial˚ 04 دقیقه 7 

Denaturation   

             

32 

     c Denaturation˚ 04 ثانیه 30

        

          c Annealing˚ 58 ثانیه 30

       

          c Extension˚ 72 ثانیه 80

       

 c Final Extension˚ 72 دقیقه 5 

       

 

 



 فناوری زیست و زیستی علوم مطالعات

 88 -111، صفحات 1400 زمستان ،4 شماره ،7 دوره

89 
 

 طرز تهیه ی بافر 

بافر برای تهیه ژل آگاروز و برقراری جریان الکتریکی در درون تانک الکتروفورز کاربرد دارد . ترکیبات این ماده شامل تریس ، 

EDTA  باشد.  و بوریک اسید میTBE  محلول غلیظی است که برای استفاده از آن ، باید توسط آب مقطر رقیق گردد و در واقع

 1:  20خریداری شده را در استوانه مدرج توسط آب مقطر به نسبت  X  TBE 10ین منظور بافرمحلول کاری از آن تهیه شود. بد

 شود.  ساخته می 5/0رقیق کرده و به آهستگی تکان داده تا محلول یکنواخت گردد . بدین طریق بافر 

 روش کار: 

0لیتر بافر  میلی 72درصد را در  5/1-2 گرم از پودر آگارز 08/1برای الکتروفورز در هر بار استفاده طبق پروتوکل مقدار 
TBE  که با

رقیق سازی کردیم توسط حرارت دهی با دستگاه مایکروویو حل نموده تا محلولی هموژن و یکدست به دست آید که  1:20نسبت 

کاست که اضافه کردیم و سپس درون  Safe Stainپس از قدری سرد شدن و قبل از بستن آگارز با توجه به حجم ژل به آن رنگ 

گردد و منتظر بسته شدن ژل آگارز شدیم، سپس با رعایت احتیاط شانه را خارج  ایم توزیع می درون آن شانه الکتروفورز قرار  داده

افزودیم به  TBEبافر ml  700ساخته و کاست را درون تانک الکتروفورز درمحل خود قرار داده و در درون تانک هم حدوداً مقدار

را درون چاهک هایی که توسط شانه ایجاد شده توزیع کرده  PCRاز محصول  µl 5را فرا گیرد سپس مقدار  نحوی که روی کاست

دقیقه به  50و مدت زمان  400، آمپر 70ریختیم و دستگاه را پس از تنظیم ولتاژ  µl 3و در چاهک اول مارکر مولکولی را به میزان 

(. پس از 8-3شدیم )شکل  PCRهای حاصل حرکت محصول  ل احتمالی باندکار انداخته و منتظر حرکت مارکر مولکولی و تشکی

 های حاصل درون دستگاه ژل داکیومنت مورد ارزیابی قرار دادیم. اتمام زمان محصول الکتروفورز را برای مشاهده باند

 

 : تصویری از دستگاه الکتروفورز حین انجام کار3شکل 

 

                                                           

1. Tris/Borate/EDTA buffer 
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  cDNAنتایج سنتز 

روی ژل آگارز  phz2و  phz1با استفاده از پرایمرهای ژن  سنتز شده cDNA نمونه   PCR الکتروفورز محصولنتیجه حاصل از 

 ( نشان داده شده است.4در شکل )

 

مربوط به مارکر  Mستون  های سنتز شده. cDNAروی  phz2و  phz1: تصویر الکتروفورز محصولات ژن های 4شکل 

 .است  phz1مربوط به ژن  8و  5و چاهک های   phz2مربوط به ژن   4تا  1های  ، و چاهک(100bp)مولکولی 

 

 

   Real-Time PCRنتایج 

مورد بررسی قرار گرفت. نمودار تکثیر و منحنی ذوب حاصل از آنها  Real-Time PCRروش  به phz1 , phz2 های  بیان ژن

 ( بعنوان نمونه آورده شده است.2و  1)نمودار 
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محور عمودی در این نمودار بیانگر تغییرات رنگ  انجام شده.  Real-Time PCR: نمودار تکثیر ژن در  1نمودار 

های مورد  های واکنش است. در این نمودار هر خط نشانه ی یکي از نمونه فلورسنت و محور افقي بیانگر شماره سیکل

فاز آخر نمودار ترکیبات واکنش از بین مي رود و های مختلف نمایش داده شده است. در  بررسي است که با رنگ

 شود. شود بنابراین خط منحني به صورت صاف مشاهده مي افزایشي در میزان فلورسنت مشاهده نمي
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این نمودار حاصل  تغییرات یک رنگ  .Real-Time PCRنمونه ی  (Melting curve): نمودار منحني ذوب 2نمودار 

کلیه خطوط این نمودار  باشد. نمودار به صورت سینوسي بوده و تغییرات دمایي واکنش مي فلورسانس ریپورتر، در اثر

 .است PCRبرهم منطبق هستند. قله نمودار نمایانگر نقطه ذوب یک محصول 

 pH=4 در phz1 ژنگزارش بیان نسبي 

. (P< 0.05)های زمانی کاهش یافته است  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در pH=4تحت تاثیر   phz1 ژنبیان نسبی 

در نمونه    phz1شود بطوریکه به عنوان مثال بیان ژن  این کاهش بیان هرچه که زمان بیشتری می گذرد چشمگیرتر و بیشتر می

 24و در نمونه  55/0ساعته،  48ن ژن در نمونه که میزان بیان ای بوده درصورتی 37/0، به میزان 57ساعته در جدایه شماره  72

 (.3بوده است )نمودار  81/0ساعته 
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 pH=4 در phz1 : گزارش بیان نسبي ژن3نمودار 

 pH=9 در phz1 ژنگزارش بیان نسبي 

. (P< 0.05) های زمانی کاهش یافته است  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در pH=9تحت تاثیر   phz1 ژنبیان نسبی 

ساعته  24و در نمونه  0/1ساعته  48، در نمونه  4/1ساعته،  72در نمونه  70در جدایه شماره   phz1 بعنوان مثال میزان بیان ژن

 pHبوده است. همانطور که مشاهده می شود با گذشت زمان میزان بیان این ژن نیز کاهش می یابد. اما می توان گفت در  5/2

 (. 4قلیایی بیان ژن به میزان کمتری صورت گرفته است )نمودار  pHاسیدی در مقایسه با 

 

 pH=9 در phz1 : گزارش بیان نسبي ژن4نمودار 
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 pH=4 در phz2 ژنگزارش بیان نسبي 

. (P< 0.05) های زمانی کاهش یافته است  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در pH=4تحت تاثیر   phz2 ژنبیان نسبی 

در نمونه    phz2شود بطوریکه به عنوان مثال بیان ژن  گذرد چشمگیرتر و بیشتر می بیان هرچه که زمان بیشتری میاین کاهش 

 24و در نمونه  55/0ساعته،  48که میزان بیان این ژن در نمونه  بوده درصورتی 48/0، به میزان 87ساعته در جدایه شماره  72

 (.5بوده است )نمودار  83/0ساعته 

 

 pH=4 در phz2 : گزارش بیان نسبي ژن5نمودار 

 pH=9 در phz2 ژنگزارش بیان نسبي 

. (P< 0.05)های زمانی کاهش یافته است  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در pH=9تحت تاثیر   phz2 ژنبیان نسبی 

ساعته  24و در نمونه  8/1ساعته  48، در نمونه  8/1ساعته،  72در نمونه  00در جدایه شماره   phz2 بعنوان مثال میزان بیان ژن

 (. 8بوده است. همانطور که مشاهده می شود با گذشت زمان میزان بیان این ژن نیز کاهش می یابد )نمودار  3/3
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 pH=9 در phz2 : گزارش بیان نسبي ژن6نمودار 

 

 بحث

های بیمارستانی است که در بیماران دچار نقص سیستم  یکی از عوامل فرصت طلب و جدی در عفونتسودوموناس آئروژینوزا 

زایی بالا و نقش  کند. به علت بیماری های جدی و مخرب می ایمنی، نوتروپنی، سوختگی و دریافت کنندگان پیوند ایجاد بیماری

کنی سودوموناس آئروژینوزا به  . در واقع ریشه(7)برجسته آن در بیماری زایی انسان در این تحقیق مورد بررسی قرار گرفته است 

های متداول مشکل است. گفته شده، مقاومت به عوامل  کننده دلیل دارا بودن مقاومت آنتی بیوتیکی بالا و مقاومت به ضدعفونی

کند و منجر به افزایش مرگ و  های درمان را محدود می ضدمیکروبی تهدیدی جدی برای سلامت عمومی است به طوریکه گزینه

 ییتوانا علت به کننده عفونی ضد های محلول و جت ماهاییهواپ سوخت آب، چون ییها طیحم از باکتری نیا. (84)شود  میر می

باشد. سودوموناس آئروژینوزا  می ییغذا مواد ظاهری ابیغ در ستیز به قادر و است شده جدا آلی، باتیترک متفاوت انواع از استفاده

ها در  مقاومت خاصی دربرابر گرما ندارد. این باکتری قادر است ماهرود. لذا  گراد به مدت یک ساعت از بین می درجه سانتی 55در 

. است مقاوم ییایمیش مواد از ارییبس به نسبت باکتری نیا. دهد ادامه خود اتیح به و بماند زنده آب داخل در طیمحدمای 

 های محلول در زین و ها مارستانیب در موجود های کننده ضدعفونی و ییایمیش های محلول از ارییبس در نوزایآئروژ سودوموناس

 کننده ضدعفونی محلول کی با همراه اتانول فنل از ها محلول نیا در است شده هیتوص لذا. شود می افتی راحتی به چشمی

بنزوالکونیوم  EDTA–مؤثر مانند  مرکب باتیترک برخی و کلروکرزول ن،یدیهگز کلرو ای و دیکلرا ومیبنزالکون مانند فیالط عیوس

 دتول د،یمایاستر ژهیو به ومیآمون تییظرف چهار باتیترک برابر در نسبی مقاومت از یباکتر نیا مختلف های گونه. (85)استفاده شود 

 و نیودایآ -دونیپوو های محلول هگزاکلروفن، حاوی های کرم و ها صابون از باکتری نیا. هستند برخوردار دیکلرا ومیبنزالکون و

درصد گلوتار آلدهید، ماده مؤثر علیه این باکتری می باشد. این  2است. سیدکس به شکل محلول قلیایی  شده جدا نیدیکلرهگز

 دیسولفونام بنزن نویآم پارا به نوزایآئروژ سودوموناس های اکثر سویه نیهمچن. است حساس زین نقره های نمک و دیاس بهارگانیسم 

 .(88) هستند حساس نقره نیازیسولفاد و( دیمافن)
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در سودوموناس آئروژینوزا،  phz1, phz2قلیایی و اسیدی را بر روی نحوه بیان ژن  pHبا این اوصاف بر آن شدیم تا تأثیر دو نوع  

 بررسی نماییم. 

ها دخالت دارد. از  در بیماری زایی سودوموناس آئروژینوزا چندین فاکتور بیماری زا مانند ترکیبات ساختاری، توکسین ها و آنزیم

زا در سودوموناس آئروژینوزا  ترین عوامل بیماری کنند که مهم تولید میهای مختلفی  ها فنازین این میان مشخص شده سودوموناس

های دیگر فعالیت  کنند و علیه باکتری های پیام رسان سلول به سلول عمل می به حساب می آید. همچنین به عنوان مولکول

های  ات انجام شده در مدل عفونتکاهش ذاتی آنهاست. مطالع-مهارکنندگی دارند. این سمیت فنازین ها به دلیل فعالیت اکسایش

 . (87)زای فنازین ها را مشخص کرده است  حیوانی و گیاهی نیز نقش بیماری

ها توسط  شود. بیشتر فنازین باکتریایی تولید می ها، ترکیبات هتروسیکلیک حاوی نیتروژن است که توسط چندین گونه فنازین

شود که به دلیل خواص ضد میکروبی و نقش آنها در بیماریزایی به شدت حائز اهمیت هستند.  سودوموناس آئروژینوزا تولید می

بوسیله سیستم  کند که های سلول عمل می ها به عنوان عوامل بیماری زا به تشکیل بیوفیلم کمک کرده و به عنوان پیام فنازین

اسیل -های شیمیایی موسوم به ان . این سیستم با تولید سیگنال(11)کند  کوروم سنسینگ الگوهای بیان ژن را تنطیم می

های  های آنتاگونیستی نقش بسزایی دارند. دو اپرون همولوگ با نام روی فعالیت (N-AHL)هموسرین لاکتون 

phzA1B1C1D1G1 (phzA1) و phzA2B2C2D2G2 (phzA2) ، .سنتز ترکیبات فنازین را به عهده دارندphzA1   برای

فنازین کربوکسیلیک اسید -1برای تبدیل   phzSو  phzM ،phzHهای  شود. علاوه براین، تولید ژن تولید اکثر فنازین ها بیان می

(PCA)  (20)سیانین مورد نیاز است هیدروکسی فنازین و پیو-1کربوکسامیدی، -1به سایر محصولات نهایی از جمله فنازین . 

، که نقش مهمی در بیماریزایی و پایداری عفونت ناشی از سودوموناس آئروژینوزا  phz2 و  phz1در مطالعه ی اخیر بیان دو ژن 

تحت تاثیر  phz2 و phz1 ژنبیان نسبی بررسی شد. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که  pHدارد، تحت تأثیر تغییرات 

pH=4 های زمانی کاهش یافته است  جدایه مورد مطالعه در تمامی بازه 5هر  در(P< 0.05) این کاهش بیان هرچه که زمان .

 24ساعته بسیار کمتر از نمونه های  72در نمونه های    phz1شود بطوریکه بیان ژن گذرد چشمگیرتر و بیشتر می بیشتری می

( قرار pHساعته بوده است. این نکته بیانگر این است که هرچه باکتری مدت زمان بیشتری تحت تنش محیطی )کاهش یا افزایش 

جدایه مورد  5هر  در pH=9تحت تاثیر  phz2 و phz1 ژنکمتر خواهد شد. بیان نسبی  phzزای  بگیرد، میزان بیان ژن بیماری

در   phz2 و  phz1قلیایی میزان کاهش بیان ژن های   pHهای زمانی نیز کاهش داشته است. در واقع در   مطالعه در تمامی بازه

، بیشترین 87اسیدی کمتر بوده اما به هرروی در تمامی جدایه ها کاهش بیان، مشاهده شده است . جدایه شماره  pHمقایسه با 

و هر دو ژن را داشته است. و کمترین کاهش بیان ژن در بین جدایه ها در تمامی مراحل، مربوط  pHکاهش بیان ژن را در هر دو 

 باشد. می 00به جدایه شماره 

بوده  phz2این کاهش بیشتر از  phz1قلیایی بیشتر بوده که در مورد ژن  pHاسیدی کاهش بیان ژن نسبت به  pHبطورکلی در 

 قلیایی تاثیر کمتری بر کاهش بیان این دو ژن داشته است. pHاست. اما 

Raad  و همکارانش ترکیبEDTA دیس، با مینوسایکلین را برای جلوگیری از تشکیل بیوفیلم استافیلوکوکوس اپیدرمی

استافیلوکوکوس اورئوس و سودوموناس آئروژینوزا مورد بررسی و گزارش نموده اند که این دو باعث کاهش شدید باکتری های 

و همکارانش گزارش  Kite. (88)به عنوان نگهدارنده در اغلب محصولات بکار می رود  EDTAبیوفیلم می شوند. به همین دلیل 

بر روی  EDTAو همکاران نیز معتقدند  Banin. (80)دارای سه سدیم باعث مرگ بیوفیلم کاتترها می شود EDTAکرده اند که 

 .(70)سلول های سودوموناس آئروژینوزا زنده بیوفیلم تأثیر دارد 
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 این نتایج همسو و هم راستای نتایج بدست آمده در پژوهش ما نیز می باشند. 

 حتمالاًبها  و تـنیس مشخص زهنو عمل ینا قیقد مکانیسم .میشوند آزاد و هکند بیوفیلم تشکیل خرآ مرحله در بیوفیلم یهالسلو

گیرد. استرس اکسیداتیو و استرس نیتروساتیو در این امر دخالت دارند.  صورت می تمایز هدـپیچی یندافر و سنسینگ ئرومکو علت

و استرس نیتروساتیو در اثر واسطه های نیتروژن  O2-, H2O2, HOاسترس اکسیداتیو در اثر تولید واسطه های اکسیژن مانند 

 آب .دسیب میشوآ رچاد ها و اسیدهای نوکلئیک ایجاد می شود. درنتیجه پروتئین N2O3و  HNO2 ،ONOO- ،NOمانند 

 آب .دارد  روژنهید کسیدروهید برابر در متومقا درمهمی  سنسینگ نقش کوئروم و شتهداها یباکتر روی هکشند نقش کسیژنها

 .(71) شود بالاخره باعث تبدیل بیوفیلم به شکل آزاد می و هشد سیگما ضد رفاکتو هکدکنند ژن در جهش سبب  کسیژنها

 Yoon   از دست می  را دخو سنسینگ کوئروم خاصیت ستاتیووانیتر یسطههاواو همکاران نشان دادند که در شرایط بی هوازی

در سودوموناس آئروژینوزا سبب فعال  NOدهند. این مواد غیر از خاصیت اتولیز در مسیرهای تنطیمی زیادی شرکت دارند. تولید 

 .(72)شود  تر ایجاد می هوازی حاکم بر بیوفیلم راحت بییط اشر در و ددمیگر یباکتر ازیبیهو متابولیسم یهاژنشدن 

Barraud آزاد یهالیکاراد  تولید ازیبیهو یطاشر در شدر توقف مرحله درسودوموناس آئروژینوزا که  نددکر ارشگز رانهمکا و 

 نمادر ایبر زگا ینا از که مینمایند   دپیشنها نگلیسیا محققین ینا .گردد آزاد تبدیل میشکل  به بیوفیلم شکل از و دهکر وژننیتر

 اههمربه  NOباشند. از طرفی اگر  ضدمیکروبی بیشتر حساس می ادمو سایر ونتیبیوتیکها آبه  آزاد ی. باکترددگر دهستفاا بیوفیلم

 .(73) ستا بیشتر آنتأثیر دشو فمصر نتیبیوتیکآ

HARJAI   به بررسی اثر  2004و همکاران در سالpH  بر تولید فاکتورهای ویرولانس در سلول های بیوفیلمی سودوموناس

بالاتر بود؛ در مقابل، سیدورفورها )پئوهلین و  pH 8تولید آلژینات و پروتئیناز در اختند. نتایج آنها بیانگر این بود که آئروژینوزا پرد

 . (82)اسیدی کاهش یافت  pHبه شدت سنتز شدند. همچنین تولید بیوفیلم نیز در  pH 5پیوردرین( در 

 شدند. phzمنجر به کاهش بیان ژن های  pH 9و  pH 4نتایج این مطالعه نیز با نتایج ما همخوانی دارد. در مطالعه ما نیز هر دو 

 M18در سودوموناس آئروژینوزا  RsmAدر حضور فعال کننده  phzA2-G2به بررسی بیان ژن  2014رن و همکاران در سال 

های بعد از  به عنوان تنظیم کننده RsmA/CsrAاز خانواده  RNAهای متصل شونده به  پرداختند. آنها عنوان کردند که پروتئین

ترجمه نشونده از  5'به ناحیه  RsmAکنند. نتایج حاصل از این بررسی نشان دادند که  های هدف خود عمل می رونویسی روی ژن

 . (50)شود  متصل می phz2ژن 

پرداختند. مطالعه آنها نشان داد که بروز  phz1, phz2به بررسی ایجاد جهش روی دو اپرون  2012رسینوز و همکاران در سال 

، تولید phz1شود. همچنین نتایج آنها نشان داد که با حذف  از اپرون دیگر می PCAجهش در هر اپرون منجر به کاهش تولید 

PCA یابد، درحالیکه حذف  کمی کاهش میphz2  بطور قابل توجهی باعث کاهش تولیدPCA  (58)شده است. 

به نسبت مشابهی  phz1, phz2ی مطالعه فوق با نتیجه ی مطالعه ی حاضر تقریبا همسو بوده، در مطالعه ما نیز هر دو ژن  نتیجه

 باشد. کاهش بیان داشتند. این موضوع نشان دهنده ی فعالیت هماهنگ این دو ژن در جهت پاتوژنز سودوموناس آئروژینوزا می

های بالینی سودوموناس آئروژینوزا با مقاومت چند  های مولد فنازین در جدایه ژن به شناسایی 1304توتونچی و ضیغمی در سال 

درصد( حامل ژن  1/03جدایه ) phz I، 82 درصد( حامل ژن 5/08جدایه ) 85جدایه،  03دارویی پرداختند. در مطالعه آنها، از بین 

phz II، 40 ( حامل ژن  4/45جدایه )درصدphzM  های  درصد( حامل ژن 2/27جدایه ) 24وphzH , phzS  بودند. فراوانی
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تواند هشداری برای  های با مقاومت چنددارویی بدست آمده از منابع مختلف بالاست که می در بین سویه phz IIو  phz Iهای  ژن

 . (55)های حاصل از این باکتری باشد  عفونت

 PA14در پژوهشی به بررسی نقش و تنظیم اپرون تولیدکننده فنازین در سودوموناس آئروژینوزا  2012دیوید آلفونسو در سال 

تواند در بیمارانی که دارای نقص سیستم ایمنی  پرداختند. آنها عنوان کردند که پاتوژن فرصت طلب سودوموناس آئروژینوزا می

 phz1های این باکتری است. آنها عنوان کردند که اگرچه دو اپرون ژنی  کند. این تنها یک جنبه از فعالیت هستند ایجاد بیماری می

با استفاده از سیستم کوروم  phz1شوند. مثلا  شبیه هستند اما به صورت متفاوت کنترل می% به هم 08در حدود  phz2و 

 .(51)هنوز بخوبی شناخته نشده است  phz2های کنترلی  شود در حالیکه مکانیسم سنسینگ تنظیم می

تواند بیانگر شباهت  بیشتر بوده است که می phz1در مطالعه ما نیز، بیان هر دو ژن کاهش داشته است اما این میزان کاهش در ژن 

 عملکرد این دو ژن در روند بیماریزایی باشد.

 phzA2-G2(phz2)و  phzA1-G1(phz1)رسی ارتباط تنظیمی بین دو ژن در یک پژوهش به بر 2018سویی و همکاران در سال 

پرداختند. ژن دوپلیکیشن یک مکانیسم انتخابی برای  PAO1در حفظ تعادل تولید فنازین در باکتری سودوموناس آئروژینوزا 

 phz1سری ژنی  7دارای  PAO1افزایش سازگاری میکروارگانیسم ها با محیط اطرافشان است. سودوموناس آئروژینوزا 

(phzA1B1C1D1E1F1G1)  وphz2 (phzA2B2C2D2E2F2G2) کربوکسیلیک اسید و مشتقاتش -1-است که فنازین

کند. این دو دسته ژنی همولوگ هم هستند و ساختار آنها به خوبی شناخته شده است اما عملکرد آنها بخوبی شناخته  را سنتز می

های ژنی بودند عملکرد این ژن ها بررسی شد. نتایج حاصل از این  ناک اوت که فاقد دسته های نشده است. با استفاده از سویه

های ژنی باعث حفظ تعادل در بیان ژن ها و  ها ارتباط وجود داشته و حضور دوگانه این دسته بررسی نشان داد که بین این ژن

 . (53)شود  بیوسنتز فنازین می

 نتیجه ی بدست آمده از مطالعه ی ما با نتیجه ی مطالعه فوق همخوانی دارد و گفته ی آنها را تأیید می نماید. 

جدایه  23به مطالعه ای در خصوص عفونت ادراری کودکان در بیمارستان بقیة الله تهران روی  2013دادمنش و همکاران در سال 

درصدphz II (38  ،)درصدphzH (4/13  ،)درصدI  phz (4/30  ،)های فنازین با مقاومت دارویی پرداختند. میزان فراوانی ژن

phzM (4/43  و )درصدphzS (5/25  گزارش شد )(80)درصد. 

رداشت است که بیان این دو ژن نقش بسیار حائز اهمیتی در بیماریزایی باکتری سودوموناس از تمام نتایج فوق، این مطلب قابل ب

آئروژینوزا دارد. بنابراین هر عاملی که منجر به کاهش بیان این ژن ها گردد نقش بسیار موثری در روند درمان و پزشکی خواهد 

 داشت. 

 گیری نتیجه

ها و  پایداری در فضای بیمارستان دارد، زیرا در برابر بسیاری از ضدعفونی کنندهسودوموناس آئروژینوزا علاقه زیادی به 

گیرد و به همین دلیل از عوامل  ها مقاوم است. انتقال آن بوسیله پزشکان و پرستاران، وسایل تنفسی و غیره صورت می بیوتیک آنتی

کننده، در مواد  مقاومت به بسیاری از داروها و مواد ضدعفونیباشد. این باکتری به علت داشتن  خطرساز برای بیماران بستری می

شود، رشد نموده و با استفاده از آنها سبب آلودگی  مصرفی )الکل، بتادین رقیق و ...( که برای ضدعفونی نمودن بیماران استفاده می

در  pHشود. لذا نقش  % استفاده می1های ناشی از سودوموناس از اسید استیک  گردد. معمولا برای شست و شوی زخم و عفونت می
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که در ایجاد بیوفیلم و مقاومت باکتریایی نقش دارد ممکن است به درمان این باکتری مقاوم که بیشتر در  phzهای  بیان ژن

 باشد.   کنند مؤثر می بیماران با ضعف ایمنی ایجاد بیماری می

ای در  اریزایی سودوموناس آئروژینوزا، و از آنجایی که تاکنون مطالعهدر مطالعه حاضر باتوجه به اهمیت فنازین ها در فرآیند بیم

صورت نگرفته بود، به بررسی این موضوع پرداختیم. نتایج ما  phzA2-G2(phz2)و  phzA1-G1(phz1)های  ایران روی بیان ژن

توان  قلیایی. در نتیجه می pHاسیدی کاهش موثرتری یافته است تا  pHدر  phz2 و  phz1های  بیانگر این است که بیان ژن

اسیدی باعث کاهش بیان ژن مولد فنازین، و در نتیجه کاهش بیماریزایی سودوموناس آئروژینوزا  pHچنین استنباط کرد که 

تواند  قلیایی نیز باعث کاهش بیان این ژن ها شده و به نوبه ی خود نیز موثر واقع گردیده است. این یافته می pHشود. هرچند  می

 ها و کادر درمان و پزشکی واقع شود.  رد اهمیت زیادی برای بیمارستانمو
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