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  در شرایط آزمایشگاهیبا تشکیل بیوفیلم مقاومت آنتی بیوتیکی آن 

  

عباسعلی ایمانی فولاديدکتر 
1

ن زادهمریم حسی ،
2

سید فضل االله موسوي دکتر ،
3

1
  ، ایران، تهران)عج(دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله فرآورده هاي میکروبی،  مرکز تحقیقات  استادیار 

2
     ، ایران، زنجاندانشگاه آزاداسلامی واحد زنجان، علوم، دانشکده گروه میکروبیولوژيکارشناس ارشد : نویسنده مسئول 

hoseinzadeh_maryam@rocketmail.com Email:
   

3
   ، ایران، تهرانیتو پاستور ایرانتانس ،بخش  میکروبشناسیاستادیار 

  20/12/89 :پذیرش   11/6/89: دریافت

  

  چکیده

سم اصلی تولید شده  Aاگزوتوکسین  .باشدرم منفی، هوازي میسودوموناس آئروژینوزا باکتري گ :زمینه و هدف

هاي سودوموناس آئروژینوزا سویه %90در حدود . باشدتوسط این باکتري و یکی از عوامل مرگ و میر می

ها، محصولات خارج سلولی و مواد موجود در فضاي بیوفیلم ناشی از تجمع میکروارگانیسم. کنندتولید می Aاگزوتوکسین 

این باکتري در حالت پلانکتونیک غیرسمی و در فرم بیوفیلم سمیت . اندبین آن هاست که به یک سطح متصل شدهما

  شکیل بیوفیلمت بیوتیکی باو الگوي مقاومت آنتی  exo-A ارتباط بین حضور ژناین مطالعه با هدف بررسی . بالاتري دارد

  .هاي بالینی انجام شدنهجدا شده از نموي سودوموناس آئروژینوزاهاي در سویه

هاي مختلف با الگوي مقاومت عفونت از جدا شدهسویه سودوموناس آئروژینوزاي  110در این مطالعه از  :کارروش

استفاده A )(exo-Aجهت ردیابی وجود یا عدم وجود ژن اگزوتوکسین  PCRاز روش . بیوتیکی مشخص انجام شدآنتی

           لگوي مقاومت و ا exo-Aارتباط وجود ژن . پکتروفتومتري بررسی گردیدمیزان تشکیل بیوفیلم به روش اس. شد

  .دو بررسی گردیدآماري فیشر و کاي آزمون هايبا استفاده از  بیوتیکی آن با تشکیل بیوفیلمآنتی

تولیدکننده داراي مقاومت چندگانه و  سویه 62بودند  exo-A ها داراي ژنسویهاز ) %5/84(مورد  نودوسه :هایافته

-exoهاي داراي ژن قدرت تشکیل بیوفیلم در سویهکه  آنالیز آماري نشان داد. آنزیم بتالاکتاماز با طیف اثر وسیع بودند

A 05/0( داري برخوردار بودهاي فاقد ژن از افزایش معنیدر مقایسه با سویه< p( .  درصد  تواناییمشخص گردید که

هاي حساس بیشتر ایسه با سویهدر مق و تولیدکننده آنزیم بتالاکتاماز چند داروبه  وممقاهاي تشکیل بیوفیلم در سویه

  ).  p >05/0(است 

تشکیل بیوتیکی در هاي آنتیو مقاومتexo-A این مطالعه بیانگر این است که از لحاظ آماري بین وجود ژن :گیرينتیجه

ه اهمیت بیوفیلم در پروسه بیماریزایی این باکتري این با توجه ب. توسط سودوموناس آئروژینوزا وجود داردبیوفیلم 

   . نمایدمطالعه زمینه جدیدي را براي مطالعه فرایندهاي مولکولی دخیل در تشکیل بیوفیلم باز می

بیوفیلم ؛الگوي مقاومت دارویی ؛ Aژن اگزوتوکسین  ؛سودوموناس آئروژینوزا :کلیدي کلمات
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  مقدمه

 فرصـت پـاتوژن بـاکتري آئروژینـوزا سـودوموناس 

 لیپـوپلی کـه داراي اسـت منفی و هـوازي گرمطلب

  عوامـل یـن ا.باشـد مـی پیلیوقطبیتاژك،ساکارید

 غشـاي بـه بـاکتري چسـبیدن وحرکـت  سبب ایجـاد 

 نقـص داراي  بستري وبیماراندرو شوندمیسلولی

 نقشباکتري،اینعامل بیماري زاییعنوان ، به ایمنی

  ]. 1[ کنندرا ایفا میمهمی 

سم اصـلی تولیـد شـده توسـط ایـن       Aاگزوتوکسین 

 ایـن سـم  .باشدباکتري یکی از عوامل مرگ و میر می

شود و از ژن آن فقـط  می به صورت کروموزمی کد

ــه در  ــود دارد ک ــخه وج ــک نس ــویه %90ی ــاي از س ه

در  exo-Aسودوموناس آئروژینوزا وجود دارد، ولی 

این ماده با غیرفعال . شودنمی یک سویه همیشه تولید

سازي پروتئینطویل 2ساختن فاکتور 
1
باعـث توقـف    

. رددگ ـهـا مـی  سنتز پـروتئین و کشـته شـدن سـلول    

بـه   Iناحیـه  : اسـت ناحیـه  داراي سـه   Aاگزوتوکسین 

رسپتورهاي سلول میزبان متصل شـده و اندوسـیتوز   

 IIناحیـه  با اسـیدي شـدن انـدوزوم،    . کندرا آغاز می

حرکت توکسین به سیتوپلاسم سلول را موجب شده و 

کنـد  را کاتالیز می EF2ریبوز به  ADPانتقال  IIIناحیه 

]2،3 .[  

ها، محصـولات  از تجمع میکروارگانیسمبیوفیلم حاصل 

-خارج سلولی و مـواد موجـود در فضـاي مـابین آن    

ها بیوفیلم]. 4[اند هاست که به یک سطح متصل شده

به دلیل ساختار خاص خـود و وجـود مـواد پلیمریـک     

ــانعی در برابـــر نفـــوذ عوامـــل   ــارج ســـلولی مـ خـ

بیـوفیلم  ]. 5[گردند ها میبیوتیکضدمیکروبی و آنتی

امل کنترلی مانند حـرارت، خشـک کـردن، پـاك     با عو

روند و بر ها به سادگی از بین نمیها و شویندهکننده

ها بـاقی مانـده و   روي سطوح به ویژه در بیمارستان

      هـاي ناشـی از آن   موجب آلـودگی و انتقـال بیمـاري   

  ].6[گردد می

                                        
1 Elangation Factor EF2

این باکتري در حالت پلانکتونیک غیرسـمی و در فـرم   

  ]. 7[بالاتري دارد بیوفیلم سمیت 

سـودوموناس عفونـت بـا بیمـاران  درمـان وضعیت

بطـور ارگـانیزم کـه ایـن  زمانیخصوصاًآئروژینوزا

بتوانـد  وباشدبیوتیکیآنتیردهچندبهمقاومذاتی

کند،کسبراضدمیکروبیداروهايتمامبهمقاومت

  ].8[ساز است مسئله

 وصـاً خصبیـوتیکی آنتـی مقاومـت توسـعه مثال،براي

 پلاسمیدواسطه باکهبه آمینوگلیکوزیدهائیمقاومت

 بـه مقاومـت ژنباعـث انتقـال  سـریعاً کنندمیعمل

گـرم  هـاي بـاکتري سایروحساسهايسودوموناس

 مقـاوم درمـان بهنسبتراارگانیزموگردیدهمنفی

  ]. 8،9[کند می

 ومرگبهمنجر چند داروییمقاومتسریعاکتساب

]. 9،10[شـود  مـی  یماران بسـتري شـده   در ببالامیر

ي تولیدکننـده  هـاي سـودوموناس آئروژینـوزا   سویه

)ESBLs(الطیـــف  بتالاکتامازهـــاي وســـیع
2
      بعنـــوان  

  .]13و 11،12[ باشندمیدارو  چند هاي مقاوم بهسویه

 ژن وجـود ارتباط بین  در جهت بررسیحاضرمطالعه

exo-Aالگوي مقاومت آنتی بیوتیکی و تولید ، ESBLs 

با توانایی تشکیل بیوفیلم  در سودوموناس آئروژینوزا

  .انجام شد

  

  روش کار

  نمونه گیري

ــه ــانمون ــامله ــه110 ش ســودوموناس ایزول

 ازکـه بودنـد و متنـاوب غیرتکـراري آئروژینـوزاي 

 بیمــاراناز 1388تــا اســفند مــاه  1387اســفند مــاه 

بقیـه االله  هـاي مختلـف بیمارسـتان   در بخـش بستري

 کشـت دوبـاره مشـکوك کلنیهر. شدندجدا تهران

  .گردیدخالصوشدداده

 ،گلوکز تخمیرواکسیدازهايتستاساس برهانمونه

ــیط رنگدانـــه، تولیـــد  TSI الگـــوي رشـــد در محـ
3

                      

                                        
2 Extended spectrum beta-Lactamases
3 Triple Sugar Iron Agar
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  9و همکاران  فولادي ایمانی                                                                                                         ....      Aارتباط ژن اگزوتوکسین 

(Merck, Germany) ، خـاص  و بـوي  پیوسیانین تولید 

        بــراي  هــاگرفتنــد و ســویهقــرارشناســاییمــورد

گـراد   درجه سـانتی  -70درجه درهاي بعدي استفاده

 LB در محیط
1

% 20حـاوي   ،(Merck, Germany)مایع 

  .شدندگلیسرول ذخیره 

  exo-Aژن  ردیابی

 190یـک جفـت پرایمـر تشخیصــی بـراي یـک قطعــه      

طراحی و توسـط شـرکت    exo-Aنوکلئوتیدي در ژن 

شماره دسترسـی  . سنتز شد) ایران -سیناژن(سازنده 

باشـد کـه   می NCBI، NC_002516در سایت  ن ژنای

طراحـی   primer 3پرایمرهاي آن توسـط نـرم افـزار    

تخلـیص ژنـوم بـه روش جوشـاندن صـورت       .گردید

   ]. 11[ گرفت

ــط  ــوم توسـ ــت ژنـ ــپکتروفتومتر روش  کمیـ ي اسـ

Thermo نـانودراپ ( SCIENTIFIC 1000 (  سـنجیده

بــا اســتفاده از جفــت    exo-Aژن جداســازي . شــد

جفت  يو دما )تهیه شده از شرکت سیناژن(ا پرایمره

واکـنش   .انجـام گردیـد   گـراد درجه سـانتی  60 شدن

PCR  5/2میکرولیتـــر حـــاوي  25در حجـــم نهـــایی 

 MgCl2 )mMمیکرولیتر  PCR-10X،1میکرولیتر بافر 

ــر   1، )5/2 ــر پرایم ــر از ه  pmol 10( ،5/1( میکرولیت

م میکرولیتر آنـزی  dNTPs )mM 5/2( ،3/0میکرولیتر 

Taq  ــراز ــر 2 و)  U5( پلیم ــو DNA میکرولیت در  الگ

  .)1جدول  (صورت گرفت  سایکلردستگاه ترمو

ــوزا از  ــه( 27853ATCCســودوموناس آئروژین  تهی

به عنوان سوش کنتـرل  )پاستور ایرانانستیتوازشده

کنــار  درهــاســپس نمونــه.مثبـت اســتفاده گردیــد 

تروفورز آگاروز الک% 5/1روي ژل بر bp  100مارکر

                                        
1 Laurent Broth

بـا ژلآمیزيرنگبعد از باندهاي مربوطه   شده و

زیر نـور مـاوراي بـنفش    اتیدیوم بروماید ازاستفاده

  . مشاهده شد

  

  سنجش تشکیل بیوفیلم

لم، یک لام را به صورت عمودي در براي تشکیل بیوفی

قرار داده و درب آن را بسـته و آن را   جار مخصوص

ع که قبلاً تهیـه و  مای LBاتوکلاو کرده، سپس از محیط 

میلی لیتر در داخل هر یـک   50اتوکلاو شده به مقدار 

ــا  ــد از جاره ــه ش ــدار  . ریخت ــر از  100مق میکرولیت

استاندارد نیم  تی معادلربا کدوسوسپانسیون باکتري 

مک فارلند در ارلن حاوي محیط کشت تلقیح گردیـد  

ســاعت در انکوبــاتور شــیکردار  24 ســپس بــه مــدت

(GFL 3031 USA) بــا دورrpm120  37و دمــاي 

قرار داده شد و در روز بعد سـطح   گراددرجۀ سانتی

استریل شستشو گردید بافر فسفات لیتر میلی 2با لام 

جذب نوري  وشد  ریخته  تمیز کووت و به داخل یک

 600توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج آن 

 جهت کـاهش خطـاي تکنیکـی   . قرائت گردیدنانومتر، 

   .]14[ تکرار گردیدبار  3براي هر نمونه  شآزمای

ارزبابی حساسیت ضد میکروبی

هاي مورد مطالعه سویه بیوتیکیآنتیمقاومت الگوي 

سفتازیدیم، ( بیوتیک مختلف شاملآنتی 11 در مقابل

 اکسون،ــــوتاکسیم، سفتریـــوتریموکسازول، سفــک

 راسایکلین، سیپروفلوکساسین،ـــتت ،ورفلوکساسینـــن

و  )سیلین، سفالکسینآموکسی جنتامیسین، آمیکاسین،

توسط آنها  توانایی تولید بتالاکتامازهاي وسیع الطیف

 در مطالعه قبلی خود نویسندگان تعیین شده بود

هاي داراي بتالاکتامازهاي در این مطالعه سویه .]11[

  و برنامه حرارتی ترموسایکلر exo-Aعکوس براي  ژن جفت پرایمرهاي پیشرو و م. 1 جدول

  توالی پرایمر  پرایمر

'3             ´5  

  اندازه ژن  برنامه حرارتی ترموسایکلر

دناتوراسیون 

  اولیه

طویل   سیکل 35

  طویل شدن  اتصال  واسرشت شدن  شدن نهایی

F-exo-ATGCTGCACTACTCCATGGTC  94  94  60  72  72  bp190

R-exo-A  ATCGGTACCAGCCAGTTCAG  3 دقیقه 5  دقیقه1  دقیقه 1  دقیقه 5  دقیقه    

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                               3 / 7

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-189-fa.html


1390بهار ، اول شماره دهم،یازدوره                                                                                 دانشگاه علوم پزشکی اردبیل      مجله   10

هاي مقاوم به چند دارو الطیف به عنوان سویهوسیع

  ].  13و 11،12[ در نظر گرفته شد

  اريآمتجزیه و تحلیل 

SPSSيآمـار تمامی این اطلاعات توسـط نـرم افـزار    

 exo-Aارتباط بین وجود ژن   .آنالیز شدند 17نسخه 

بیــوتیکی بــا توانــایی تشــکیل و الگــوي مقاومــت آنتــی

 ـب         توســـطهــاي مـــورد مطالعــه   وفیلم در ســـویهیـ

  .بررسی شد تی تست و فیشر ،دو هاي کايمونآز

  

  افته های

سـودوموناس   هـاي سویه از %) 5/84(مورد  نودوسه

جـذب   میـانگین . بودند exo-Aآئروژینوزا داراي ژن 

کــه  بــود  7/0 ±033/0 هــاي فــوقدر نمونــه نــوري

ــتر ــویه از بیش ــاي س ــن ژن ه ــد ای     ) 5/0±035/0(فاق

   ).1شکل ( باشدمی

  
ــکل ــۀ . 1 ش ــانگین مقایس ــد می ــوفیلمدرص ــکیل بی ــت  تش در دو حال

  منفی مثبت و Aگزوتوکسین ا

-exoجهت مقایسه قدرت تشکیل بیوفیلم با وجود ژن 

A ،هـاي فاقـد ژن  دلیل کم بـودن نمونـه  ب exo-A از 

       نتـایج نشـان    .اسـتفاده شـد   تسـت  تی آزمون آماري

هـاي  دهد کـه قـدرت تشـکیل بیـوفیلم در سـویه     می

هاي فاقد ژن از در مقایسه با سویه exo-Aداراي ژن 

  .)p >05/0( داري برخوردار استف معنیاختلا

بیوتیکی چندگانه داراي مقاومت آنتی سویه 62 تعداد

میانگین . و تولیدکننده بتا لاکتاماز وسیع الطیف بودند

هـاي داراي مقاومـت چندگانـه     جذب نوري در نمونه

 48/0±02/0هــاي حســاسو در ســویه 03/0±59/0

یل بیـوفیلم در  که توانایی تشکآنالیز آماري نشان داد 

        در مقایســه بــا داراي مقاومــت چندگانــه  هــايســویه

هاي حساس بیشتر اسـت و بـر اسـاس آزمـون     سویه

 دار برخــوردار اســتآمــاري فیشــر از اخــتلاف معنــی

)05/0< p( )2 شکل(.  

  
سویه هاي مقاوم بـه چنـد   در  تشکیل بیوفیلممقایسۀ درصد . 2 شکل

  ) منفی ESBL( اروو حساس به د)  مثبت ESBL( دارو

  

   بحث

ــین گیلپ
1
ــیت     ــوفیلم و حساس ــکیل بی ــاران، تش          و همک

میکروبیال سودوموناس آئروژینوزا را در خلـط  آنتی

بیماران مبتلا به سیسـتیک فیبـروزیس قبـل و بعـد از     

گیـري  بیوتیـک توسـط بیمـاران انـدازه    مصرف آنتـی 

پیـدایش بیـوفیلم در مقـاوم    ها پی بردند آن. کردند

ها به آنتی بیوتیـک دخالـت دارنـد    ن برخی سویهشد

]15 .[  

ــۀ مــا نیــز            تشــکیل بیــوفیلم در   توانــاییدر مطالع

چندگانـه و  که داراي الگوي آنتی بیـوتیکی   هاییسویه

گُولُــو .بودنــد، بــالاتر اســت تولیدکننــده بتالاکتامــاز
2
 

مکانیسم عمـل بیـوفیلم سـودوموناس آئروژینـوزا و     

یلم را به تفصیل بیان نمود و سـنتز  مراحل تشکیل بیوف

 algZ و algD ،algC ،algB ،algRآلژینات و تنظیم ژن 

                                        
1 Gilpin
2 Golovlev
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اند را بررسـی  را که از عوامل مؤثر در تشکیل بیوفیلم

  ]. 16[کردند 

هـا و تـأثیر   در نمونه exo-Aدر مطالعۀ ما وجود ژن 

برخی  .آن بر روي قدرت تشکیل بیوفیلم بررسی شد

بیوتیک به طور دو یا چند آنتی ، از ترکیباز مطالعات

هاي بیوفیلم بالغ و پلانکتونیـک  همزمان بر علیه کشت

نشـان  نتایج . سودوموناس آئروژینوزا استفاده کردند

ــه ــت کــ ــی بیوتیــــک  داده اســ ترکیــــب دو آنتــ

کلاریترومایسین و توبرامایسین اثـر بیشـتري را روي   

بیوفیلم بیماران سیستیک فیبروزیس نشان داده است 

]17[ .  

، اثر ترکیبی در نظر گرفته نشـد، بلکـه   در این مطالعه

هاي سودوموناس بیوتیک بر روي سویهآنتی 11تأثیر 

      نتـایج مـا بـراي تـک تـک      . بررسی شـد  آئروژینوزاي

ــی ــکآنت ــه بررســی شــد بیوتی ــه طــور جداگان ــا ب           . ه

ــاکتري ــال ژن    ب ــق انتق ــوفیلم از طری ــل بی ــاي داخ          ه

بیوتیـک را کسـب   هـاي مقاومـت آنتـی   د ژنتواننمی

بیوتیکی را افزایش کرده و در نتیجه آن مقاومت آنتی

مطالعات زیادي در زمینـۀ تـأثیر محصـول ژن     .دهند

lasI      یعنی القاگر آسـیل هموسـرین لاکتـون بـر روي

بیوفیلم بـالغ سـودوموناس آئروژینـوزا انجـام شـده      

یی کـه  هـا باکتريه شده است که نشان دادقبلا  .است

می که داراي نقص در این ژن هستند، ضخامت بیوفیل

  . ]18[ باشدبیوفیلم طبیعی می %20کنند فقط تولید می

بـه   exo-Aدر تحقیق حاضر، براي اولین بار وجود ژن 

مـــؤثر در تشـــکیل بیـــوفیلم  یـــک فـــاکتورعنـــوان 

سودوموناس آئروژینوزا مطرح شده است که راه را 

با وجود بالا بودن . کندمیبراي تحقیقات بیشتر فراهم 

ــد ســـودوموناس آئروژینوزاهـــاي داراي ژن        درصـ

exo-A هـا را داراي ویـرولانس   توان ایـن بـاکتري  می

بیشتر در نظر گرفت و با توجه به بالاتر بودن درصد 

تـوان گفـت کـه    هـا مـی  تشکیل بیوفیلم در این نمونه

در تشکیل بیوفیلم وجـود   exo-Aاحتمال نقش داشتن 

تعـداد   جمـع آوري در ادامه تحقیق بدنبال البته  .رددا

که کار سـاده   هستیمبیشتري  exo-Aهاي فاقد سویه

هـا داراي ایـن ژن   درصـد بـالایی از سـویه   (اي نیست 

 ارتباط دو فاکتور فوق مقیاس وسیعتري تا در )هستند

تواند دلیلی بـر  وجود ژن نمی از طرفی .بررسی شود

ــاکت  ــول آن ژن در ب ــد محص ــدتولی ــذا در  ري باش ل

ارتباط بین وجود ژن و تولید توکسـین  مطالعاتی باید 

  .نیز مورد بررسی قرار گیرد

  

  نتیجه گیري

نتایج این مطالعه بیانگر این است که  از لحاظ آمـاري   

هـاي  و همـین طـور مقاومـت    exo-Aبین وجود ژن 

بیوتیکی در تشکیل بیوفیلم توسط سـودوموناس  آنتی

با توجه به . داري وجود داردمعنیآئروژینوزا  ارتباط 

اهمیت بیوفیلم در پروسه بیماریزایی این باکتري این 

ینـدهاي  آمطالعه زمینه جدیدي را بـراي مطالعـه فر  

  .  نمایدمولکولی دخیل در تشکیل بیوفیلم را باز می
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Association between Exotoxin A (exo-A) Gene and Antibiotic Resistance 
Pattern with Biofilm Formation in Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT
Background & Objectives: Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative and aerobic 
bacterium. Exotoxin A is one of the important toxins produced by the bacterium and it is the 
main cause of mortality. About 90% of P. aeruginosa strains produce this toxin. Biofilm is a 
functional consortium of microorganisms attached to the body surfaces and bacteria are
embedded in extracellular polymeric substances produced by the microorganisms. This 
bacterium is nontoxic in the planktonic form, but as a biofilm is highly toxic. In this study, we 
examined the association between the presence of exo-A gene and antibiotic resistance 
patterns with biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa strains.
Methods: In this study 110 strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from various 
infections with defined antibiotic resistance patterns were used. The PCR method was used to 
detect the presence or absence of Exotoxin A gene (exo-A). Ability of biofilm formation was 
evaluated by spectrophotometry. Association between exo-A gene and antibiotic resistance 
patterns with biofilms formation was analyzed statistically by Fishers and Chi-square tests. 
Results: exo-A gene was detected in 93 strains (84.5%). Sixty two strains were multidrug 
resistant and they produced broad spectrum beta-lactamase enzyme. Results showed that, exo-
A positive strains had significantly higher ability to biofilm formation in comparison with 
exo-A negative strains (p<0.05). Also the biofilm formation was significantly higher in 
multidrug resistant and ESBL producing strains (p<0.05).
Conclusion: The results of this study indicate that there is a significant association between 
exo-A gene as well as antibiotic resistance pattern and ESBl producing with biofilm formation 
in Pseudomonas aeruginosa. Because of importance of biofilms in the pathogenesis of this 
bacterium, our study could open a new window for investigation of the molecular processes 
involved in the formation of biofilms.
Key words: Pseudomonas Aeruginosa, Exotoxin A, Antibiotic Resistance Pattern, Biofilm
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