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  چکیده         

انـد در بیمـاران     پاتوژنی فرصت طلب اسـت کـه مـی تو          سودوموناس ائروژینوزا : زمینه و هدف  
ایـن بـاکتری    . مبتلا به ضعف سیستم ایمنی یا دارای عوامل مستعد کننده ، عفونتهای کشنده ای ایجـاد کنـد                 

حرکت، کموتاکسی و کلونیزاسـیون در مرحلـه حـاد عفونـت مـی       دارای یک فلاژل قطبی است که باعث
 این مطالعـه بررسـی فراوانـی ژن       هدف از .ساخته می شود  ) fliC(فلاژل از پروتئین ساختاری فلاژلین    . گردد
fliCدر سویه های کلینیکی می باشد .  

 a(در این مطالعه با طراحی یک جفت پرایمر اختصاصی بـرای تیپهـای فلاژلـین                  :روش بررسی  
  .در نمونه های کلینیکی شناسایی شد ) fliC( ، ژن ساختاری آن PCRوبا استفاده از روش ) bو

راحی شده از کارایی بسیار مناسبی برخوردار بود و در تشخیص فلاژل پرایمر ط :یافته ها          
در بررسیهای انجام یافته بر روی سویه های بالینی مشخص . قابل استفاده است سودوموناس ائروژینوزا

  . را دارندfliCاز سویه های بالینی ژن % 85شده است که 
 سویه های کلینکی متحرک وتیپ  پرایمر طراحی شده در این تحقیق درشناسایی:نتیجه گیری

 .بندی آنتی ژنیک آنها قابل استفاده است

   fliC ، PCR،  فلاژلین ،   سودوموناس ائروژینوزاهای کلیدی واژه           
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  مقدمه
یکی از عوامل عفونی فرصت  سودوموناس ائروژینوزا        

ه طلب است که می تواند در طیف وسیعی از بیماران مبتلا ب
ضعف ایمنی، شامل افراد مبتلا به سرطان ، سیستیک فیبروزیس 

). 3،2،1(عفونت های کشنده ای ایجاد کند....... ، سوختگی و
این باکتری دارای عوامل ویرولانس متنوعی چون انواع 
پروتئاز ها ، اگزوتوکسینها ، پلی ساکارید ها ، فلاژل و غیره 

نوان عامل مهم که در این بین اهمیت فلاژل به ع)4(است 
حرکت ، کموتاکسی ، و استقرار باکتری در بافتها و همچنین 
نقش فلاژلین در تحریک مستقیم سیستم ایمنی ذاتی از طریق 

Toll like receptorفلاژل ) .5،6،7،8( حائز اهمیت است
 ساخته "فلاژلین"از پروتئین ساختاری  سودوموناس ائروژینوزا

  bتیپ .  استb و a ژنی شده که دارای دو تیپ اصلی آنتی
 دارای چند سروتیپ محدود aدارای یک سروتیپ وتیپ 

  ).9(آنتی ژنیک می باشد
این .  هستندa و بقیه تیپ b درصد سویه ها دارای تیپ 60 

پروتئین یک ایمونوژن قوی است و بین تیپهای مختلف آن 
واکنش متقاطع دیده می شود، از اینرو سالهاست که برای 

با توجه به اهمیت ). 10،11(ن مورد توجه استکاندید واکس
این موضوع، طراحی و بهینه سازی روش مولکولی واکنش 

 به منظور تعیین فراوانی فلاژل در ) PCR(زنجیره ای پلی مراز 
 تیپ بندی سرولوژیک سویه ها از اهداف  وسویه های بالینی

  .این مطالعه بوده است
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  

  
  

  روش بررسی 
  :اد و سویه های باکتریاییتهیه مو -

از دکتر ) aتیپ  (M 8821 سودوموناس آئروژینوزایسویه 
و سـویـه سـودومـوناس آئـروژینـوزای اولیاء دانشگاه شاهد 

،PAO1  ) تیپB (از دانشگاه الزهرای تهران تهیه گردید .
 از تستهای با استفاده سویه های فوق و سویه های بالینی

 25 گلوکز، تولید پیگمان در OF بیوشیمایی چون اکسیداز،
  . دکربوکسیلاسیون لیزین تعیین هویت شدند درجه سانتیگراد ،

 را از شرکت PCRتمامی مواد مورد نیاز در واکنش 
  . خریداری کردیم) Fermentas(فرمنتاز
   :DNAاستخراج  -

 سی سی محیط لوریا براث 2     سویه های مورد نظر ابتدا در 
 درجه 37ز یک شب انکوباسیون در کشت داده شدند و پس ا

 DNAسانتریفوژ و از رسوب حاصل استخراج سانتی گراد 
کیت " ژنومی با استفاده از  DNAاستخراج. صورت گرفت

بر اساس دستورالعمل ) سیناژن، ایران ( " DNAاستخراج 
از محصولات استخراج شده µl 5سپس . . کیت انجام گرفت

د و در ـورز شـتروفـ الک %8/0) یگما ـس(بر روی ژل آگارز 
 با اتیدیوم بروماید رنگ و باندها زیر bp 1000ر ـارکـار مـنـک

  .نور ماوراء بنفش رویت گردیدند
  :طراحی پرایمر ها -

 از fliCدر طراحی پرایمرها برای شناسایی و تکثیر ژن      
ی موجود  سودوموناس ائروژینوزاتوالی کلیه ژنهای فلاژلین 

ستفاده شد و بر این اساس یک جفت  اNCBIدر بانک ژنی 
 فلاژلین را) b وa(پرایمر عمومی که بتواند تیپهای مختلف

 طراحی و توسط شرکت Allele ID6دهد با نرم افزار پوشش 
  سیناژن ساخته شد

  
  

  
  

                           start  len   tm   GC%                                  seq 
 
 
Forward Primer     237   21    53    52.38        5'- TGAACGTGGCTACCAAGAACG -3' 
 
 
Reverse Primer     415   20    50     48.62        5'- TCTGCAGTTGCTTCACTTCGC -3' 
 
PRODUCT SIZE: 180  bp 
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به منظور ارزیابی اختصاصیت پرایمر های طراحی شده،    

 بلاست شد و میزان NCBIتوالی های فوق در سایت 
پوشانی و واکنش متقاطع با سایر ارگانیسم ها مورد بررسی هم

در ..... دایمر وهمچنین ایجاد مواردی چون لوپ ،. قرار گرفت
  . ارزیابی شدAllele ID6پرایمرها توسط نرم افزار 

   :PCRبهینه سازی مراحل  -
  هایویه ـومی سـ ژنDNA به طور جداگا نه با PCR واکنش 
8821 M و PAO1های   در حجمµl 25 با شرایط زیر بهینه 

  :شد

ــین  ــتگاه   ) fliC(و ژن فلاژل ــتفاده از دس ــا اس ــر ب در شــرایط زی
  .تکثیر و همانند سازی شد) اپندورف(گرادیانت ترموسایکلر 

% 1 بـر روی ژل آگـارز   PCR  lµ 5 در نهایت از محـصولات 
 ).13،12(الکتروفورز و با اتیدیوم بروماید رنگ گردید

ویه های کلینیکی  در سfliC وجود ژن -
    :سودوموناس ائروژینوزا

 سویه 35     به منظور ارزیابی پرایمر طراحی شده از 
 جدا شده از نمونه های بالینی به سودوموناس ائروژینوزای

  .استفاد شد fliCهمراه سویه های استاندارد از نظر وجود ژن 
  
  
  
  

  

  
  یافته ها

ش با ـایـ       پس از اینکه هویت سویه های مورد آزم
ومی از ـ ژنDNAـد، ـین شـتهای بـیوشـیمـیایی تـعیــسـت
   ژنـومی بـا دسـتـگـاه DNAغلـظـت . خـراج شـدــا اسـتـهـآن

Nano Drap میکرولیتر 2 و الکتروفورزDNA  استخراج شده 
مورد تایید قرار گرفت ، که هر  %  8/0بر روی آگارز 

  . بودng/µl 500-300استخراج تقریبا دارای غلظتی بین 
 ســویه هــای مــورد آزمــایش در شــرایط بهینــه   fliC   ژنهــای 

PCR           و تکثیر شد و الکتروفورز محصولات واکنش نـشان داد 
 مـی باشـند     bp 180 دارای   PAO1 و   M 8821که سویه های  

در مطالعه انجام یافته بـر روی سـویه هـای کلینیکـی             ). 1شکل(
  باشند می fliCآنها دارای ژن % 85مشخص گردید که 

  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
یکـی از عوامـل اصـلی عفونتهـای        سودوموناس ائروژینـوزا        

بیمارستانی اسـت و در بیمـاران بـا نقـص ایمنـی و مبتلایـان بـه                  
  سیستیک فیبروزیس یک عامل بیماریزای اصلی 

  
  
  

54/ 

 X 10       : µl 5/2  با فر-
       µl 5/19     :    آب دیونیزه -
-  MgCl2          : µl 1)  mM5/2  ( 

 -  dNTP          : µl 5/0)  mM2/0  (  
  )µl 1)  µM 5/0:         از هر پرایمر -
-  DNA      ژنومی µl 2)   ng 300   ( 

- º 94     4دقیقه   
- º94      1دقیقه   
- º2/56   1 چرخه 35          دقیقه  
- º72      1 دقیقه   
- º72        10   دقیقه  

 

        1          2         3            4 
     Ladder fliC (a) fliC(b) Neg 

۵٠٠bp 

   DNA ladder) 1.  مـی باشـد  flic مربوط بـه ژن  PCRتصویر : 1شکل
2 (fliC  مربوط به سویه تیپ  فـلاژل a 3( fliC     مربـوط بـه سـویه تیـپ 

 کنترل منفی) b 4فلاژل 
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در مبتلایان بـه بیمـاری ریـوی مـزمن      و )14(محسوب می شود
  ) .15( و میر استیکی از عوامل اصلی مرگ

ـفونـتـهــای حـاد    ـتقــرار ع  ـنقـش فــلاژل و فلاژلــین در اس ـ         
ــود ــه ،   س ــوی ، قرنی ــای ری ــاب در عفونته ــاد الته ومونایی وایج

 به خـوبی شـناخته شـده        سوختگی، سیستیک فیبروزیس و غیره    
لذا مطالعات وسیعی برای شناخت ساختار فلاژل       ).16،17(است

ی و مهـار ایمونولوژیـک از طریـق         و فلاژلین، میانکنشهای بـافت    
واکسیناسیون در مدلهای مختلف حیوانی انجام گرفتـه اسـت و           

در بیمـاران مبـتلا   )  b وa(حتی اخیراً واکسن دو ظرفیتی فـلاژل 
به سیستیک فیبروزیس مورد آزمایش قرار گرفته است و نتـایج        

امـروزه مولکـولار    ). 18(رضایت بخشی را به همراه داشته است      
ن فلاژل در شناسایی این باکتری کمک زیـادی مـی           تایپینگ ژ 

دو نوع فلاژل وجود دارد کـه   سودوموناس ائروژینوزادر . کند  
از آنجـایی کـه ایـن دو نـوع فـلاژل در             .  معروفنـد  b و aبه تیپ   

شــدت بیمــاریزایی و کلونیزاســیون بــاکتری در محــل عفونــت  
این مطالعه سعی شد پرایمری واحد طراحی شـود         بسیار مهمند،   

 NCBI موجــود در بانــک ژنــی fliCکــه کــاملا بــا توالیهــای 
. مطابقت دارد، و قادر است هر دونوع فلاژل را تشخیص دهـد             

  ازطرفی دیگر با این جفت پرایمر می توان 
  

 
8-Adamo R. Sokol S. Prince A., Pseudomonas aeruginosa 
Flagella Activate Airway Epithelial Cells through 
asialoGM1 and Toll-Like Receptor 2 as well as Toll-Like 
Receptor 5. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 2004. . 30; 627–
634. 
 

9-Brimer  C.D. Montie  T.C., Cloning and Comparison of 
fliC Genes and Identification of Glycosylation in the 
Flagellin of Pseudomonas aeruginosa a-Type Strains. 
Journal of Bacteriology, 1998. 180(12) ; 3209–3217. 
 

10-Holder Ian Alan, Pseudomonas immunotherapy: a 
historical overview. Vaccine, 2004. 22 ;. 831–839. 
 

11- Holder Ian A. Wheeler R. Montie T.C., Flagellar 
Preparations from Pseudomonas aeruginosa: Animal 
Protection Studies. Infection and immunity, 1982. 35(1): p. 
276-280. 
 

12-Sambrook J. Russell David W., Molecular Cloning, 3th 
ed; Vol: 2, C.S.H.L Press, New York , 2001 
 

13- Wong Dominic W.S, The ABCs of Gene Cloning, 2nd 
ed. Springer, New York, 2006. 2nd ed, 242 
 

14- Winstanley C , Coulson MA , Wepner B , Morgan 
JAW , Hart CA , Flagellin gene and protein variation 
amongst clinical isolates of Pseudornonas aeruginosa, 
Microbiology .1996; 142, 2 1 45-2 1 5 1 
 

  
  

  
  

بررسی کرد که چند درصد از سویه های پاتوژن جدا شده                  
در تحقیـق حاضـر مـشخص       . از بیماران دارای فلاژل می باشند       

ژن  از سویه های بـالینی حـاوی یکـی از دو          % 85شد که حدود    
می باشند که موید این نکته اسـت کـه فـلاژل نقـش مهمـی در                 

در مطالعات دیگران نیز    .ا می کند  کلونیزاسیون و بیماریزایی ایف   
مشخص شده است که فلاژل قـادر بـه ایجـاد عفونـت اسـت و                

، از  )19(سویه های حاوی آن موجب مرگ ومیر بالا می شوند           
این روی باید در سویه های بالینی به میزان بالایی وجود داشـته             

مطالعـه و  . باشد و این نکته در مطالعه حاضـر ثابـت شـده اسـت       
علیه این آنتی ژن می تواند میزان مـرگ و میـر            ساخت واکسن   

   ).20(ناشی از این باکتری را به طور چشمگیری کاهش دهد 
سـودوموناس        با توجه به اینکه سـرعت در تـشخیص سـویه            

مهاجم می تواند در روند درمان و نجات جان افـراد            ائروژینوزا
موثر باشـد و ازسـوی دیگـر فـلاژل یکـی از عوامـل اصـلی در                  

سـریع ایـن   اسـت، تـشخیص   ماریزایی و کلونیزاسیون باکتری     بی
عامل به روش مولکولی ممکن است شیوه ای تازه در تشخیص           

  .آزمایشگاهی و درمان باشد
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