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هاي سودوموناس ائروژينوزاي جدا شده در نمونه 3هاي سيستم ترشحي نوع ويژگي
  از بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس
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  چكيده
در شرايط و بيماري هاي مزمني مثل سيستيك فيبروزيس انجام  اكتري مطالعات كمي در مورد فاكتورهاي ويرولانس ب :سابقه و هدف

به بيمارستان مفيد مراجعه كرده  1391تا مهرماه  1390بيماران مبتلا سيستيك فيبروزيس كه از مهر ماه  خلطبنابراين . شده است
 . رد بررسي قرار گرفتندمو ) exoT ،exoS ،exoU(3ند در رابطه با تعيين ژن هاي مرتبط با سيستم ترشحي نوع بود

تست حساسيت آنتي بيوتيكي با روش ديسك ديفيوژن بيمار  51، بر روي سودوموناس آئروژينوزا توصيفي تحقيقدر اين  :بررسي روش
   استفاده شد PCRدر نمونه ها از تكنيك  ExoTو  ExoS ،ExoUهاي كد كننده توكسين ژن همچنين براي تعيين توزيع . انجام شد

مقاوم به اميكاسين % 5/21مقاوم به جنتامايسين، % 2/37مقاوم به تري متوپريم، % 7/66، نمونه سودوموناس آئروژينوزا 51از  :اهيافته
مقاوم به سفتازيديم % 8/9مقاوم به ايميپنم و % 7/13مقاوم به سيپروفلوكساسين، % 7/15مقاوم به توبرامايسين، % 6/19 و سفپيم،

   .بودند  exoU درصد حاوي ژن 5/25و exoSدرصد حاوي ژن  exoT ،4/78حاوي ژن  درصد 2/90اد كه نشان د PCRنتايج . بودند
ها ، فلوئوروكوئينولون)جنتامايسين( گروه آمينوگليكوزيدها يهابيوتيكعليه آنتي زمان برمقاومت هم ،در اين مطالعه :گيرينتيجه

نشانه شروع ظهور مقاومت به چند دارو در اين % 7/13 در) پيم يا سفتازيديمسف(هاي وسيع الطيف و سفالوسپورين) سيپروفلوكساسين(
براي بقا در  exoUهاي حاوي ژن در مقايسه با نمونه exoSهاي حاوي ژن احتمالا نمونهبا توجه به نتايج اين مطالعه، . باشدها مينمونه

 . تر هستندمجاري تنفسي بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس مناسب

  .3سودوموناس ائروژينوزا، سيستيك فيبروزيس، فاكتورهاي ويرولانس، سيستم ترشحي نوع  :واژگان كليدي
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خصوص ه هاي خطرناك خوني، ريوي، زخم و سوختگي بعفونت
در صورت درمان سريع احتمال  .)1(در افراد با نقص ايمني است 

ولي هيچ  ،هاي سودوموناس ائروژينوزا وجود داردبهبودي عفونت
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هاي مزمن سودوموناس آنتي بيوتيكي قادر به ريشه كني عفونت
سيستيك فيبروزيس ريه و همچنين  .)2(باشد ائروژينوزا نمي

سيستيك . )3(دهد پانكراس، كبد و روده را تحت تاثير قرار مي
فيبروزيس با موتاسيون درژن تنظيمي انتقال دهنده غشايي 

 Cystic Fibrosis Transmembrane)سيستيك فيبروزيس

Regulator)  )CFTR  (ودشايجاد مي )سودوموناس ائروژينوزا . )4
به طور مزمن در ريه افراد مبتلا سيستيك فيبروزيس كلونيزه 

. )5(گردد شود و در نهايت منجر به نقص تنفسي و مرگ ميمي
براي ايجاد عفونت از فاكتور هاي ويرولانس  سودوموناس ائروژينوزا
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 كند كه شامل پيوسيانين،داخلي و خارجي زيادي استفاده مي

در بيماران داراي  .مي باشد رامنوليپيد و فسفوليپاز پروتئازها، ليپاز،
نقص ايمني و مبتلا به  سيستيك فيبروزيس سيستم ترشحي نوع 

يكي  3سيستم ترشحي نوع . )6( شوددر شروع عفونت ديده مي 3
كه  باشدها ميباكتري در هاي ترشحيترين سيستماز مهم

 . )7(كند ميزبان وارد ميفاكتورهاي ويرولانس را به درون سلول 

زايي در سودوموناس ائروژينوزا كـه مـورد   سه سم موثر در بيماري
 و ExoS،ExoTهـاي  شناسايي قرار گرفته است شـامل توكسـين  

ExoU  به درون سلول  3مي باشد كه توسط سيستم ترشحي نوع
ــردد   ــان ترشــح مــي گ  ExoT و ExoS هــايتوكســين. )8(ميزب

گي دو عملكردي هستند كه هم فعاليت فعال كنند هاي توكسين
GTPase )GAP ( و هـــم فعاليـــتADP  ــفراز ريبوزيـــل ترانسـ

)ADPRT( دارد )هاي فعاليت. )9 GAPو ADPRT  باعث تخريب
 ExoU . )9،10(گردنـد  اكتين اسكلت سلولي و مرگ سلولي مـي 

- هاي يوكاريوتي ميفعاليت فسفوليپازي دارد كه موجب ليز سلول

  . )11(شود 
برخلاف مطالعات زيادي كه بر روي فاكتورهاي ويرولانس باكتري 

مطالعات كمتـري در   ،هاي حاد صورت گرفتهدر شرايط و بيماري
هـاي  در شـرايط و بيمـاري   مورد فاكتورهاي ويـرولانس بـاكتري   

  .مزمني مثل سيستسك فيبروزيس انجام گرفته است
وژينـوزا در  بنابراين با توجه به اهميت بـاكتري سـودو مونـاس آئر   

هاي ريوي و  سيستيك فيبروزيس شناسايي هرچه بيشتر عفونت
هـا در هـر جامعـه    ايـن بيمـاري   فاكتورهاي ويرولانس مرتبط بـا  

هاي مناسبتر بـراي كنتـرل   تواند به توسعه راهكلينيكي خاص مي
هاي براي كنترل بهتر عفونت. هاي ناشي از آن كمك نمايدعفونت

 در اين تحقيـق هـدف ايـن    ،ائروژينوزا ريوي ناشي از سودوموناس
سودوموناس   3 هاي سيستم ترشحي نوع ست كه خصوصيات ژنا

هـاي ريـوي بيمـاران سيسـتيك     مـرتبط بـا عفونـت    ائروژينوزاي
هاي ايراني مراجعه كننده به بيمارستان مفيد در نمونه فيبروزيس 
 . مورد مطالعه قرار گيرند 1390- 91هاي طي سال

  
  مواد و روشها

سـودوموناس ائروژينـوزاي    نمونـه  51 ،در اين مطالعه توصـيفي 
بيماران مبتلا سيستيك فيبروزيس در رابطه  خلط جدا شده از

، exoT( 3مرتبط بـا سيسـتم ترشـحي نـوع      هايبا  تعيين ژن
exoS ،exoU(     سـويه اسـتاندارد   .مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد 

ATCC27853  ثبـت  سودوموناس ائروژينوزا به عنوان كنتـرل م
 .استفاده شد

 و دارآگـارخون  كشـت  هايدرمحيط شده آوريجمع هاينمونه
 37 در ساعت 24 مدت به و شدند كشت داده  آگار كانگي مك

بـا   مشـكوك  هـاي  كلنـي .گـراد نگهـداري شـدند   نتي سا درجه
مورد تائيـد قـرار    بيوشيميايي هاي تشخيصي واستفاده از تست

 در محـيط گـراد  انتيدرجه س ـ -70 دماي در هاسوش. گرفتند
TSB گرديدند ذخيره  گليسرول% 30 حاوي. 

 (Kirby – Baur) ديفيوژن  ديسك روش به تست آنتي بيوگرام
- آنتـي  هـاي ديسـك  .شد انجام CLSI  استانداردهاي بر اساس

: كـه مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد شـامل      ) MAST(بيوتيكي 
، μg30 آميكاسـين   ،μg10مايسـين   جنتـا  ،μg 10توبرامايسين
 پـنم ، ايمـي μg10 ، مروپنم μg 30، سفپيم μg30 سفتازيديم 

μg10 ــين ــوپريم  μg5، سيپروفلوكساســــ  و μg5، تريمتــــ
  .بودند  μg10 تازوباكتام -پيپراسيلين

از روش فنـل   PCRجهـت انجـام     DNAاسـتخراج  منظـور  بـه 
هـاي  جهـت بررسـي ژن  PCR آزمـون   .اسـتفاده شـد  كلرفروم 

exoS,exoU,exoT  از پرايمر ها و دماهاي ذكر شده  با استفاده
  .)12(د انجام ش 1 در جدول

: بـود تركيبات و مواد استفاده شده در اين واكنش به شرح زير  
- ميلـي  x10 ،mgcl2 5/1پيكومـول، بـافر    30با غلظت  پرايمر

  dNTP200واحــد،  Taq DNA Polymerase1 مــول، آنــزيم
 5/1 در نهايت محصولات هـر ژن توسـط ژل اگـارز   . ميلي مول

 . درصد مشاهده شد

  
  هايافته

ماهگي تـا   4سن بيماران از . بيمار انجام شد 51تحقيق بر روي 
 %47بيمـاران مـذكر و   % 53سالگي متغير بود و همچنـين   17

 19مقاوم بـه تـري متـوپريم،    %) 7/66(نمونه  34. مونث بودند
%) 5/21(نمونــه  11 مقــاوم بــه جنتامايســين،%) 2/37(نمونـه  

مقـاوم بـه   %) 6/19(نمونـه   10 مقاوم به اميكاسين و سـفپيم، 
 7مقاوم به سيپروفلوكساسـين،  %) 6/15( نمونه 8توبرامايسين، 

مقـاوم بـه   %) 8/9(نمونـه    5مقاوم به ايميپنم، %) 7/13(نمونه 
%) 0(نمونـه   0 و مقاوم به مروپنم%) 8/5(نمونه  3سفتازيديم، 

   .تازوباكتام بودند-مقاوم به پيپراسيلين
هــا از گـــروه  بيوتيــك زمــان برعليــه آنتــي   مقاومــت هــم  

ــدها  ــين(آمينوگليكوزيـ ــون)جنتامايسـ ــا ، فلوئوروكوئينولـ هـ
سفپيم (هاي وسيع الطيف و سفالوسپورين) سيپروفلوكساسين(

  . )2جدول (از نمونه ها  مشاهده شد % 7/13در ) يا سفتازيديم
در نمودار  3مربوط به ويژگيهاي سيستم ترشحي نوع  PCRتايج ن

نمونه سودوموناس  51ارائه گرديده است و نشان مي دهد كه از  1
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ائروژينوزاي جدا شده از بيماران مبتلا به  سيسـتيك فيبـروزيس   
% 4/78نمونه يـا   exoT ،40حاوي ژن  درصد 2/90نمونه  يا  46،

 درصـد حـاوي ژن   5/25ا نمونـه ي ـ  13و  exoSدرصد حاوي ژن 

exoU  بودند.  
  

  فراواني نمونه هاي مقاوم به چند آنتي بيوتيك .2جدول
  مقاومت به انتي بيوتيك ها 

 %)9/3(2 فقط مقاوم به جنتامايسين 1

 %)9/3(2 مقاوم به جنتامايسين و سيپروفلوكساسين 2

 %)9/1(1 فقط مقاوم به سيپروفلوكساسين 3

 %)9/3(2 و سيپروفلوكساسين و سفتازيديممقاوم به جنتامايسين  4

 %)8/5(3 مقاوم به جنتامايسين و سفتازيديم 5
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بيمار مبتلا به سيستيك فيبروزيس بر حسب  51توزيع . 1 نمودار

  3هاي سيستم ترشحي نوع توكسين
  

  بحث
سـودوموناس ائروژينـوزا    3با وجود آنكه سيستم ترشحي نـوع  

شواهدي وجود  .كندهاي حاد بازي ميقش اصلي را در عفونتن
هـاي مـزمن مثــل   دارد كـه نقـش ايـن سيسـتم را در عفونـت     

بسياري از بيمـاران مبـتلا   . دهدسيستيك فيبروزيس نشان مي
هاي مترشحه از سيستم به سيستيك فيبروزيس عليه توكسين

دهنـده   كننـد كـه نشـان   آنتي بادي توليد مـي  3ترشحي نوع 

سودوموناس آئروژينـوزاي   هايها در باكتريود اين توكسينوج
 . )14(باشد موجود در اين بيماران مي

نشــان داد كــه اكثــر نمونــه هــاي ســودوموناس ايــن تحقيــق 
ائروژينوزاي جدا شده از بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس، 

سيسـتم  هـاي مترشـحه از   هاي كد كننده توكسـين حاوي ژن
، ExoTهـاي  بدين ترتيب كه فراواني ژن. بودند 3ترشحي نوع 

ExoS  وExoU  در نمونه هاي سودوموناس آئروژينوزا به ترتيب
 . درصد بود 5/25و  4/78 ،2/90

، 2001فلــتمن و همكــارانش در ســال  ،در مطالعــات مختلــف
در  و همكـارانش ،تينگـپج   2002در سال  ميگان و همكارانش

و هــارمر و  2007در ســال  و همكــارانشديويــد  ،2007ســال 
هــاي نشــان دادنــد كــه در نمونــه 2012همكــارانش در ســال 

اران مبتلا به سيسـتيك  سودوموناس ائروژينوزا جدا شده از بيم
بيشـتر و ميـزان ژن    exoS  و exoTفيبروزيس ميزان ژن هاي 

exoU 15-19(باشد كه با مطالعه ما سازگار است كمتر مي( .  
منجـر بـه مـرگ سـلول      ExoU و ExoSهـاي  ترشح توكسـين 

-التهـابي مـي   ميزبان، تخريب بافت و در نتيجه افزايش پاسـخ 

چنين اثـري منجـر بـه تشـديد بيمـاري در بيمـاران بـا        . شود
 ،شـود الريه اكتسابي بيمارستاني مـي هاي حاد مثل ذاتعفونت

سازي ارگانيسـم شـود و در   تواند منجر به پاكاما در نهايت مي
نتيجه مانع پايداري طولاني مدت باكتري در مسيرهاي هـوايي  

بنـابراين  . گـردد وزيس مـي بيماران مبتلا بـه سيسـتيك فيبـر   
كاهش بيان اين فاكتورهاي ويرولانس يك روش كلي است كه 

هاي سودوموناس ائروژينوزا براي پايداري طـولاني مـدت   نمونه
هاي جالب توجه اينكه نمونه. كننددر محيط ريوي استفاده مي

كـه از   3سودوموناس آئروژينوزاي داراي سيستم ترشحي نـوع  
ستيك فيبروزيس جدا شده اند نسـبت بـه   بيماران مبتلا به سي

هاي سودوموناس آئروژينـوزاي جـدا شـده از بيمـاران بـا      نمونه
اگرچه درصد . كنندهاي متفاوتي توليد ميهاي حاد سمعفونت

هاي سـودوموناس آئروژينـوزاي داراي سيسـتم    بالايي از نمونه

 PCRبراي واكنش  استفاده مورد دماهاي و ها پرايمر توالي .1جدول

 
          PCR  توالي پرايمر                           پرايمر

 سيكل

 ژن    
 طويل شدن اتصالواسرشت شدن         

exoS GCG AGG TCA GCA GAG TAT CG      
  
  
  

       36 

   118 bp   

  exoS TTC GGC GTC ACT GTG GAT GC 
  

94C°  
  ثانيه 30
 

  
  

C°55  
  ثانيه 30
 

  
  

72 C°  
 دقيقه 1

exoT AAT CGC CGT CCA ACT GCA TGC G 152 bp      
exoT TGT TCG CCG AGG TAC TGC TC 
exoU CCG TTG TGG TGC CGT TGA AG 134 bp      
exoU CCA GAT GTT CAC CGA CTC GC 
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الريـه  كه از بيماران بـا عفونـت حـاد مثـل ذات     3ترشحي نوع 
-ترشـح مـي    ExoUاند توكسيناكتسابي بيمارستاني جدا شده

ها كه از بيماران مبـتلا  كنند، درصد بسيار كمتري از اين نمونه
انـد ايـن توكسـين را ترشـح     به سيستيك فيبروزيس جدا شده

هـاي سـودوموناس آئروژينـوزاي داراي    در بين نمونـه . كنندمي
عمولا با ترشـح  م ExoUترشح توكسين  3سيستم ترشحي نوع 

هـاي  اين نتايج با گـزارش . رابطه معكوس دارد ExoSتوكسين 
هاي سودوموناس ائروژينوزاي داشت كه نمونهقبلي كه بيان مي

در بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس در   exoUحاوي ژن 
هاي سودوموناس ائروژينوزاي حاوي اين ژن در مقايسه با نمونه

. بسـيار كمتـر اسـت، سـازگار اسـت     بيماران با پنومـوني حـاد   
 exoSهاي سودوموناس ائروژينوزاي حـاوي ژن  همچنين نمونه

. در بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس بسيار بيشـتر اسـت  
در مقايسه با % 75به ميزان  exoSژن فراواني در مطالعه ما نيز 

در تعداد بيشتري از بيمـاران  % 25به ميزان  exoUژن فراواني 
شـود  تفسـيري كـه مـي   . )20 ،15( سايي قرار گرفتمورد شنا

هاي حاوي ژن براي اين مشاهدات ارائه داد اين است كه نمونه
exoS هـاي حـاوي ژن   در مقايسه با نمونهexoU    بـراي بقـا در

-مجاري تنفسي بيماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس مناسب

  . تر هستند
يماران مبتلا به سيستيك فيبروزيس به محض آلودگي اوليـه  ب

وگرنه عفونت  ،با سودوموناس ائروژينوزا بايد سريعا درمان شوند
شود كـه در ايـن صـورت ريشـه كنـي سـودوموناس       مزمن مي

هاي مهم اين تحقيـق  يكي از يافته.  باشدائروژينوزا مشكل مي
-بيوتيكنتيهاي جدا شده به آتعيين ميزان حساسيت باكتري

-نتـي آها بود كه نشـان داد بيشـترين حساسـيت نسـبت بـه      

 %)1/94(، مـروپنم  %)100( تازوباكتام-هاي پيپراسيلينبيوتيك
حساسيت نسبت بـه سـاير   درصد بود و  %)2/90(و سفتازيديم 

، %3/84سيپروفلوكساسـين  : ها بدين ترتيـب بـود  بيوتيكآنتي
جنتامايســين  ،%4/78، ســفپيم و آميكاســين %2/86ايميپــنم 

ــين 7/62% ــري %3/80، توبرامايسـ ــوپريم و تـ در . %3/33متـ

اي كـه دكتـر افتخـار و همكـارانش در ايـران در سـال       مطالعه
روي نمونه هاي سودوموناس آئروژينوزاي جـدا شـده از    2003

بيماران مبتلا بـه سيسـتيك فيبـروزيس انجـام دادنـد ميـزان       
، %100ايميپـنم  : ها به قرار زير بـود حساسيت به آنتي بيوتيك

، %7/85و توبرامايسـين   ، سفتازيديم%5/90سيپروفلوكساسين 
. %62و جنتامايسـين   %81تازوباكتام -آميكاسين و پيپراسيلين

هـا  بيوتيـك شود در مورد اكثر آنتـي طور كه مشاهده مي همان
  .باشدنتايج اين تحقيق با تحقيق حاضر نزديك به هم مي

بيوتيـك در درمـان   كرر آنتـي از طرف ديگر مصرف طولاني و م
زمـان نسـبت بـه چنـد     اين بيماران احتمال ايجاد مقاومت هم

هـاي سـودوموناس ائروژينـوزا افـزايش     بيوتيك را در سويهآنتي
 2005اگاروال و همكارانش در سـال  اي كه مطالعه در. دهدمي

% 41 ،بيماران سيستيك فيبروزيس انجـام دادنـد  در هند روي 
بيوتيك مهم در درمـان  رزمان به چند آنتيهمها مقاومت ايزوله

ــين،     ــين، سيپروفلوكساس ــه  جنتامايس ــاران از جمل ــن بيم اي
در مطالعه حاضر . )13(پيپراسيلين و سفتازيديم را نشان دادند 

ــم  ــت ه ــز مقاوم ــي ني ــه آنت ــان برعلي ــكزم ــروه بيوتي ــا از گ ه
ــدها  ــينج(آمينوگليكوزيـ ــون)نتامايسـ ــا ، فلوئوروكوئينولـ هـ

سفپيم (هاي وسيع الطيف و سفالوسپورين) سيپروفلوكساسين(
در مطالعاتي . ها  مشاهده شداز نمونه% 7/13در  )يا سفتازيديم
هـاي استنشـاقي   بيوتيـك هاي اخير در مـورد آنتـي  كه در سال

ــت  ــه اس ــورت گرفت ــين و   ،ص ــاقي توبرامايس ــول استنش محل
مير ناشي از عفونت مزمن   در كاهش مرگ وسيپروفلوكساسين 

ــتيك     ــه سيس ــتلا ب ــاران مب ــوزا در بيم ــودوموناس ائروژين س
-نتـي آولي با وجود مفيد بودن اين  .فيبروزيس موثر بوده است

هاي بيوتيكي نگرانينتيآها با توجه به افزايش مقاومت بيوتيك
ــو د دارد  ــه  ). 17-19(وجـ ــر مقاومـــت بـ ــه حاضـ در مطالعـ
% 6/15و بـه سيپروفلوكساسـين   % 6/19به ميزان  توبرامايسين

دهنده شروع ايجاد مقاومـت نسـبت بـه     مشاهده شد كه نشان
 .باشدها ميبيوتيكاين آنتي
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