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هـا قـدرت      طلبي است كـه در تمـام محـيط          باكتري گرم منفي و پاتوژن فرصت      آئروژينوزا سودوموناس: زمينه و هدف  
هـاي مـزمن       و عفونت  سمي  سپتييت،   مننژ  هاي شديد در انسان مانند آندوكارديت،      زيست داشته و عامل بسياري از عفونت      
 A (exotoxin A, ETA) هدف از اين مطالعه بررسي فراواني ژن اگزوتوكـسين . باشد ريه در بيماران سيستيك فيبروزيس مي

 سـودوموناس هـاي     اي پليمـراز در سـويه      نش زنجيره كتور ويرولانس قوي و تعيين حساسيت روش وا       ك فا كعنوان ي  به
  .بودز بيماران مبتلا به سوختگي آئروژينوزاهاي جدا شده ا

 بـستري در  سـه  و دواز بيمـاران سـوختگي درجـه    ) خون بيوپسي پوست و(  نمونه 170در اين مطالعه    : روش بررسي 
 سـپس ژنـوم     . آئروژينوزا را نـشان دادنـد      سودوموناس سويه كشت مثبت     79 بعثت همدان، ايزوله گرديد كه        بيمارستان

 آئروژينـوزا از طريـق روش       سـودوموناس ژنوم استخراج و شناسايي      تخليص از كيت  دهاستفا شده با  هاي شناخته  سويه
Polymerase Chain Reaction (PCR)جهت تعيين حساسيت روش .  انجام شدPCR عنـوان روش   شت بـه ك ـ، از روش

  .رديدعنوان كنترل مثبت لحاظ گ  به(ATCC 27853) آئروژينوزا سودوموناس DNA. استاندارد طلايي استفاده شد
%) 33/6( سـويه    پـنج شده از بيماران سـوختگي،        آئروژينوزا ايزوله  سودوموناس سويه   79نتايج نشان داد كه از       :ها  يافته

 بودنـد كـه حـساسيت    ETA آئروژينوزا جـدا شـده داراي ژن   سودوموناس%) 67/93( سويه 74 بودند و    ETAفاقد ژن   
  .درصد تعيين گرديد% 04/94آزمايش 

هـاي    در شناسـايي سـويه     ETA بـا واسـطه ژن       PCRدهـد كـه حـساسيت روش         ج حاصله نـشان مـي     نتاي: گيري  نتيجه
هـاي   تور موثر با دقت بالا در تشخيص سـويه        ك فا كعنوان ي  توان از آن به     آئروژينوزا قابل توجه بوده و مي      سودوموناس
  .ردك آئروژينوزا استفاده سودوموناس

  .A، PCR  اگزوتوكسين، سوختگي، آئروژينوزاسودوموناس :ليديك لماتك

 
  

طلب است  از عوامل عفوني فرصت  آئروژينوزا يكيسودوموناس
ضعف ايمني شامل تواند در طيف وسيعي از بيماران مبتلا به  كه مي
 ،، سوختگي و غيره(CF)  سيستيك فيبروزيس مبتلا به سرطان،افراد 
 اين باكتري داراي عوامل ويرولانس 1-3.اي ايجاد كند  كشندههاي  عفونت

   فلاژل وساكاريدها،  پليها،   انواع پروتئازها، اگزوتوكسينمتنوعي مانند

  
زاي  عنوان دومين باكتري بيماري  آئروژينوزا بهسودوموناس 4.است غيره

هاي بيمارستاني  ها و سومين عامل شايع و متداول عفونت رايج در جراحي
هاي  عفونت% 10اورئوس است كه حدود  تافبعد از اشرشياكلي و اس

 سودوموناسهاي اوليه شناسايي   روش5.دهد بيمارستاني را تشكيل مي
آئروژينوزا بيشتر بر مبناي خصوصيات فنوتيپي هستند و محصولات ژني 

ها شامل بررسي خصوصيات بيوشيميايي و  كنند اين روش را شناسايي نمي
ابي اين ميكروارگانيسم در مقاومت  ماهيت طبيعي و اكتس6.ژني است آنتي

 مقدمه

 

  173 تا 167هاي  ، صفحه3 شماره،72دوره،1393خردادي تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    15/2/1393:        آنلاين13/12/1392:        پذيرش11/10/1392: دريافت                     دهچكي
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               و همكارانرسول يوسفي مشعوف                168

  173 تا 167 ،3، شماره 72دوره ، 1393 خردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

از آن باعث شده كه  مير ناشي و هاي جديد و مرگ بيوتيك به انواع آنتي
منظور  هاي نوين تشخيص سريع باكتري به دنبال روش  بهپژوهشگران

  .از اين باكتري باشند هاي ناشي درمان و جلوگيري از عفونت
نظر  ري بهبر آنچه گفته شد تشخيص سريع عامل عفونت ضرو بنا

سمي  كننده سپتي از عوامل ايجاد  آئروژينوزا يكيسودوموناسرسد،  مي
هاي مرسوم  در بيماران مبتلا به سوختگي است كه شناسايي آن با روش

 روز زمان نياز دارد كه اين زمان براي بيمار دچار چهار تا سهبه 
 A (ETA)محصول ژن اگزوتوكسين  6و5.، طولاني استسمي سپتي

 ريبوزيلاسيون گرديده و موجب -ADPاست كه سبب كاتاليز آنزيمي 
در سنتز ) سازي فاكتور طويل (EF2 و حركت آن به +NADعدم انتقال 

 مطالعات 7.شود  ميزبان شده و مرگ سلولي را سبب ميهاي پروتيين
 در بين فاكتورهاي متعدد ويرولانس ETAكلينيكي نشانگر آن است كه 

كه  طوري زايي است به ترين عامل بيماري آئروژينوزا، مهمسودوموناس
باشد كه در اكثر   ميETA آنوسيله  شده به ين توليديترين پروت سمي

شده از بيماران داراي جراحت،   آئروژينوزاهاي ايزولهسودوموناس
هاي دستگاه تنفسي و در سرم بيماران  عفونت مجاري ادراري، عفونت

CFآئروژينوزا سودوموناسشده با   عفوني ETA9و8. نمايان شده است 
توان از طريق واكنش زنجيره  براي تشخيص اين ميكروارگانيسم مي

  . باكتري استفاده نمودDNAپليمراز 
كه استفاده از روش كشت در بيماراني كه نسبت  زماني  PCRاز روش 

هاي  از آنجا كه روش .كنند اند استفاده مي ها مقاوم شده بيوتيك به آنتي
 سودوموناسنولوژيكي جهت تشخيص باكتري و ايممرسوم ميكروبي و

باشد، در تشخيص طبي  آئروژينوزا كه نياز به زمان و مواد زيادي مي
 يك روش دقيق و سريع PCRمقرون به صرفه نيست، بنابراين روش 

ها حتي در حالت غير زنده است كه باعث كنترل  جهت تشخيص پاتوژن
 مطالعات 10و8.شود  مياز آن مير ناشي و سريع عفونت و كاهش مرگ

 و مقايسه آن PCRمختلف نتايج متفاوتي از فراواني اين ژن و حساسيت 
 اين مطالعه با هدف تعيين فراواني ژن 12و11.اند ه دادهيشت اراكبا روش 

ETA و حساسيت روش PCRسودوموناسهاي   در شناسايي سويه 
  . شدشده از بيماران مبتلا به سوختگي انجام آئروژينوزاهاي جدا

  

  
  1391 مقطعي حاضر كه از فروردين تا اسفند سال -فيـمطالعه توصي

از بيماران ) خون بيوپسي پوست و(  نمونه170طول انجاميد بر روي  به
طور   بعثت همدان به بستري در بيمارستان) سه و دودرجه (سوختگي 

سط سوآپ استريل از ناحيه هاي پوستي تو نمونه. تصادفي، انجام گرديد
  .پوست بيماران دچار عفونت سوختگي تهيه شد

از تعويض  ها قبل برداري از بيماران صبح ذكر است نمونه لازم به
طور  در برداشت از نقاطي استفاده شده كه به. پانسمان صورت گرفت

 كشت نوترنيت آگار  ها در محيط عمقي سوخته بود و سپس نمونه
سپس .  ساعت انكوبه شد18مدت   بهC 37 ايكشت داده و در دم

هاي بيوشيميايي نظير   آئروژينوزا توسط تستسودوموناسباكتري 
 و توليد پيگمان MRVP، تست سيترات، اندل، TSIكاتالاز، اكسيداز، 
 مايع و افزودن گليسرول LBاز كشت در محيط كشت  شناسايي و پس

   6. ذخيره شدC 4 در دماي) %20غلظت نهايي (
 C 5/38  دماي بيش از باهاي خوني در بيماران آوري نمونه جمع

 در اين داي كه باي نكته. استباشد قابل اجرا  ميباكتريمي كه نشاندهنده 
بيوتيك  نمود عدم مصرف هرگونه آنتيبرداري خاطرنشان  نوع نمونه

خون بيماران   ازml 10ترتيب كه حدود  ، بدينتوسط بيماران بود
برداري با رعايت شرايط آسپتيك در محيط  از نمونه پس سوختگي را

معمول بعد از طور  به تلقيح نموده و Tryptic Soy Broth (TSB)شت ك
هاي رشد از قبيل   روز از لحاظ ماكروسكوپي شاخصهفتطي 

 مورد بررسي قرار گرفتند كه در  غيرهو كدورت، ليز شدن، ايجاد گاز
به رشد ميكروارگانيسم بر هاي كشت خون مشكوك  اين ميان از شيشه

آوردن  دست منظور به لات آگار بهككانكي آگار و ش هاي مك روي محيط
هاي تك و ايزوله كردن آنها، كشت شد و سپس از نظر  كلني

شده به  آميزي رفولوژي، بوي كلني و خصوصيات باكتري در لام رنگوم
هاي  يآوردن كلن دست از به پس .طريقه گرم، مورد بررسي قرار گرفتند

هاي باليني گردآوري شده، آزمايشات تشخيصي  مجزا از نمونه
هاي مجزا بر روي محيط  در مرحله اول كلني. بيوشيميايي انجام شد

مولر هينتون آگار كشت داده شدند، تا از نظر رنگ پيگمان مورد بررسي 
 سودوموناسهاي افتراقي اوليه براي تعيين گونه  سپس تست. قرار گيرند
 SIM و KIA ،Ureaتست اكسيداز، كشت بر روي محيط كه شامل 

  9و8و6.بودند، بر روي آن انجام شد
 ETAژن  آئروژينوزا، سودوموناس تشخيص جهت: پرايمر طراحى

 يك ژن اين. دش استفاده هدف ژن عنوان به روى كروموزوم باكترى بر
 بانك اطلاعات از آن توالى نوكلئوتيدى كه است بازى جفت 1917 ژن

  بررسيروش
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-نرم با و انتخاب ژن از بخشى و  استخراج(Genebank database)ژنى 
 ,Oligo (version 3 و DNASIS (Sinagen, version 3, Iran)افزارهاى  

Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO, USA) ،پرايمر 
 (Reverse primer)دست  پايين پرايمر  و(Forward primer)بالادست 
 پرايمر هاى توالى.  گرديد(Genfanavaran Co., Iran)سنتز  و طراحى
  : از بودند عبارت دست پايين و بالادست

PBF: 5´- TGC TGC ACT ACT CCA TGG TC -3´  
PBR: 5´- ATC GGT ACC AGC CAG TTC AG -3´  

 آئروژينوزا سودوموناس باكترى هاى سويه:  باكترىDNAتخليص 
 12  از كشتml 5 و رشد ساعت 12 مدت  بهLB-brothمحيط  در

 g 1400 مايع در دور LBمحيط  در آزمايش مورد هاى باكترى ساعته
 با ها ترىكبا كروموزومى ژنوم سپس .سانتريفوژ گرديد دقيقه پنج مدت به

 High Pure PCR Template Preparationژنوم  تخليص از كيت استفاده

Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)ج استخرا 
 محصول تخليص كيفيت بررسى جهت و نگهدارى C 4 دماى در و

. شد الكتروفورز% 1آگاروز  ژل روى ها باكترى ژنومى ىDNAشده 
 اىه موج طول در از اسپكتروفتومتر  نيزDNAغلظت  گيرى اندازه براى
nm 260 و nm 280 گرديد استفاده.  

  ازPCRانجام  براى: ETAژن  شناسايى  جهتPCRواكنش 
 l 50  باPCR. گرديد  استفادهETAژن  براى شده يمرهاي طراحىپرا

 X10، l 5/1 Mgcl2، l 4 dNTP، l 5/0بافر  l 5 حاوى مخلوط
نمونه   ازpm/μl 10(، l 1(پرايمر  هر  ازl 2 پليمراز، Taqآنزيم 
DNA) ng/μl 200 (سايكلر ترمال در دستگاه مخلوط اين .شد انجام 
 C 94 در  اوليه(Denaturation)واسرشتگى  امهبرن با و گرفته قرار
 C 94 در واسرشتگى برنامه با چرخه 30 سپس و دقيقهپنج مدت  به
 در  هدفDNAبه   پرايمرها(Annealing)اتصال  دقيقه، يك مدت به
C 60 ن شد طويل و دقيقه يك مدت به(Extension)در  C 72 
  هفتمدت به نهايىسازى  طويل مرحله. شد دنبال دقيقه يك مدت به

 را آن  ازPCR، l 5محصول  بررسى  جهت.بود C 72 دماى در دقيقه
 با اتيديوم داده، سپس انتقال %2 آگاروز ژل روى جهت الكتروفورز

   12و6.گرفت قرار ارزيابى مورد و آميزى رنگ برومايد
هاي  كار بردن نمونه  بهPCRسازي واكنش  هاي بهينه روشاز  يكي

 به دو صورت كنترل منفي و مثبت PCRجهت روش كنترل موجود 
در هر سري واكنش . باشد صورت تجاري در دسترس مي است كه به

 الگو و ديگري DNA واكنش كنترل منفي يكي فاقد دوانجام حداقل 

هاي مورد آزمايش جهت بررسي وجود  فاقد پرايمر به موازات نمونه
 پژوهشر روش هرگونه آلودگي و عدم اختصاصيت ضروري است كه د

 MIC No. 011 (ATCC 25873) از سويه كنترل مثبت نظر مورد
آوري  از جمع ها پس در نهايت داده. انيستيتو پاستور ايران استفاده گرديد

 مورد تجزيه و تحليل قرار 16 ست ويراSPSS افزار آماري توسط نرم
 .گرفتند

  

  
شت داده شده و بر كشده  آوري هاي جمع در اين بررسي ابتدا نمونه

 نمونه 170 از . آئروژينوزا شناسايي شدندسودوموناسهاي  اساس آن سويه
  ).1جدول ( آئروژينوزا بودند سودوموناس سويه 79شده،  آوري جمع

 سودوموناهاي   در شناسايي سويهPCRجهت تعيين حساسيت روش 
 هاي  بر روي سويهPCRم آئروژينوزا، از پرايمرهاي اختصاصي براي انجا

عنوان روش استاندارد  كمك روش كشت به شده به  شناساييسودومونا
   آمده دست ، باندهاي بهPCRاز بررسي نتايج  پس. طلايي استفاده شد

   تاييد ETAنظر از ژن  عنوان قطعه مورد  جفت باز به396به وزن 
ر گرفت  مدنظر قراETAكننده ژن  هاي حمل عنوان سويه گرديد و به

 آئروژينوزا، سودوموناس سويه 79بنابراين از مجموع ). 1ل كش(
 سويه 79ترتيب از  بدين.  تعيين گرديدPCRروش  به ETAفراواني ژن 
 مشخص ETAژن %) 67/93( سويه 74 آئروژينوزا، در سودوموناس

  .گرديد
 بر حسب تعداد موارد مثبت و منفي در ETA فراواني ژن 2در جدول 

براساس فرمول .  آئروژينوزا نشان داده شده استسودوموناسهاي  ايزوله
+  واقعي  موارد مثبتتعداد/ تعداد موارد مثبت واقعي(تعيين حساسيت 

  .محاسبه شد% 04/94، حساسيت روش مذكور )تعداد موارد منفي كاذب

  
شـده از    هـاي جـدا     آئروژينوزا در نمونه   سودوموناسهاي   فراواني سويه  :1 جدول

  شتك اساس روش بيماران بر
 درصد فراواني عنوان

 47/46 79  آئروژينوزاسودوموناس

 53/53 91 شده هاي ايزوله روارگانيسمكساير مي

 100 170 مجموع

 هايافته
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 بـر روي ژل آگـاروز       bp 396 در بانـد     ETA ژن   PCRالكتروفورز محصولات   : 1شكل  

5/1) %L (  مـاركرkb 1 (N)   كنتـرل منفـي )c (    سـويه كنتـرل مثبـت(Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 25873)  هاي ژنوتيپ مثبت داراي ژن   سويه72 و 14 و 10 وETA  

  
هـاي    بر حسب تعداد موارد مثبت و منفـي در ايزولـه           ETAفراواني ژن    :2جدول  

   آئروژينوزاسودوموناس
  مجموع  موارد منفي  موارد مثبت  نتايج

  )درصد(تعداد   )درصد(تعداد   )درصد(تعداد   
  

ETA  )67/93(%74  )33/6(%5  )100(%79  

  

  
  

 طلب و جدى در عوامل فرصت از يكى آئروژينوزا سودوموناس
دچار  بيماران و شديد هاى بيمارستانى مانند سوختگى هاى عفونت

بيوتيكى  آنتى علت مقاومت به باكترى اين .باشد مى فيبروزيس سيستيك
 خود به را بيمارستانى هاى عفونت %30 تنهايى توانسته است به

 را با آئروژينوزا سودوموناستوان  اگرچه امروزه مي. بدهد اختصاص
به دلايلي  گاهى تشخيص داد ولى در آزمايشگاه تست چند از استفاده

پاسخ  يا فقدان و سودوموناس با سوخته شدن زخم مانند كلونيزه
تواند حتي  انيسم مياين ميكروارگ بافتى، تهاجم به مناسب نوتروفيليك

 بيمار مرگ نتيجه آن كه ببرد سمى سپتى باكتريمى و فاز به را بيمار
   14و13.است

 هايى كه امروزه جهت شناسايى طور كه اشاره شد روش همان
 خصوصيات مبناى بر رود بيشتر ار ميك آئروژينوزا به سودوموناس

 و ايىبيوشيمي بررسى خصوصيات تري شاملك و ظاهري اين بافنوتيپى

. باشند قادر به شناسايي از طريق ژنوم آن نمي و ژنى هستند آنتى
 خارجى، شرايط هاي فنوتيپي اين است كه با تغيير ضعف اين روش

رده كن است تغيير پيدا كمم تصادفى ىكژنتي هاى جهش رشد و مرحله
 كاذب نتايج حدي قوي باشند كه منجر به اخذ و حتي اين تغييرات به

   6.شود
 دنبال به كشت روى محيط هاي فنوتيپي بر مبناي رشد شاين رو
 اما علاوه بر ،است سرولوژيكى بيوشيميايى و هاى آزمون جداسازى،

 در باكترى  شد شناسايي اينبيانها  لاتي كه در رابطه با اين روشكمش
 3-4 و حداقل گير وقت و مشكل نيز استاندارد هاى روش با ها نمونه
 6و5.آئروژينوزا زمان نياز دارد وناسسودوم تشخيص براى روز

 هك حالى در هستندافى ك حساسيتفاقد  نيز ايمونولوژيكى هاى روش
. است نياز فورى عملكرد به آلودگى از موارد برخى بروز صورت در
مقدار  با نمونه آلودگى صورت در است ممكن ها روشاين  علاوه به

  آئروژينوزاوموناسسود رشد در تداخل علت به ديگر هاى ترىكبا زياد
  10و6.شود منفى نتايج ايجاد به منجر

 ژنتيك هاى روش هايي كه در پيشرفت دنبال از سويي ديگر به
 فردى به منحصر هاى توان ژن كمك آنها مي ولى صورت گرفته و بهكمول
 ها گونه ساير از را آن گرفت و نشانه  آئروژينوزاسودوموناس در را

 روش كعنوان ي ها به روش اين وان ازت  مياز اين رويرد كمتمايز 
متري نسبت به كميزان  فنوتيپى به هاى روش به نسبت تر كه دقيق

  .ردكگيرند استفاده  مى قرار تاثير تحت محيطى تغييرات
 در ETAبر اين اساس در اين مطالعه ما به بررسي فراواني ژن 

 به شده از بيماران مبتلا  آئروژينوزاهاي جداسودوموناسهاي  سويه
سوختگي پرداختيم تا با برآورد اين فراواني تعيين كنيم كه آيا اين ژن، 

هاي مولكولي در  قابليت رديابي اين ميكروارگانيسم را از طريق روش
 نمونه 170در اين بررسي از .  دارد يا خيرهاي مورد مطالعه سويه

 سودوموناس مورد كشت مثبت 79 ،بيماران بستري در بخش سوختگي
را %) 67/93( مورد 74 توانست PCRوزا را نشان دادند كه آئروژين

با %) 33/6( ديگر   نمونهپنج علت منفي بودن .درستي شناسايي كند به
 بر ETAعلت عدم وجود ژن  تواند به ها مي وجود كشت مثبت نمونه

  . باكتري باشدDNAروي 
هاي ويرولانس   بر روي ژنRobles-Priceاي كه توسط  در مطالعه

 سويه 36 آئروژينوزا انجام گرفت مشخص شد كه در وناسسودوم
، RAPID-PCRي پلاسميدي و كهاي آناليز ژنتي مورد بررسي با روش

 بحث
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 نقش موثري در nal2 و galD ،ETA ،exoS ،nailهاي ويرولانس  ژن
   15.پاتوژنز عفونت دارند

Aminiسازي جايگاه كاتالتيك ژن   همسانهETA سودوموناس 
هاي  تريك با%90رد بررسي قرار داده و نشان داد كه آئروژينوزا را مو

 اين در حالي است كه در مطالعه ، هستندETAشده داراي ژن  جدا
 برخي از 12.شده داراي اين ژن بودند هاي جدا تريكبا% 67/93حاضر 

 آئروژينوزا با سودوموناسهاي  مطالعات ديگر هم به شناسايي سويه
ته و حساسيت اين روش را در  پرداخPCR از طريق ETAواسطه ژن 

اند كه با نتايج ما نيز مشابهت  ردهكتشخيص قابل اطمينان گزارش 
   14و8.دارد

Hummel  به بررسي حساسيتPCRسين  با واسطه ژن اگزوتوك
A آئروژينوزا پرداخت و حساسيت و  سودوموناس در جهت تشخيص

اي  در مطالعه 16.كرد  در تشخيص را بسيار بالا گزارشPCRسرعت 
 CF بيماران دچار  ازPCRطريق  آئروژينوزا از سودوموناس ديگر نيز

 بنابراين نتايج 17.گرديد شناسايى با حساسيت بالا با واسطه اين ژن
علت اين موضوع نيز ر مطالعات همخواني داشته كه مطالعه ما با ساي

شده  ايزوله  آئروژينوزاهايسودوموناسثر كتواند در اين باشد كه در ا مي
دستگاه هاي  از بيماران داراي جراحت، عفونت مجاري ادراري، عفونت

ژن  آئروژينوزا سودوموناسشده با   عفونيCFتنفسي و در سرم بيماران 
ETAبا توجه به حساسيت بالاي 9و8. نمايان شده است PCR در 

استفاده شناسايي اين ژن طبق مطالعات قبلي و همچنين مطالعه حاضر، 
تواند روشي حساس و در عين حال  از اين روش با واسطه اين ژن مي

در ضمن اين روش  .سريع در شناسايي اين ميكروارگانيسم تلقي گردد
  .زي قرار گيردهاي تشخيصي شايع امرو جايگزين روشتواند  مي

از مزاياي مطالعه ما نسبت به مطالعات مشابه حجم بيشتر نمونه 
هاى  حضور بازدارنده مثل زيادى تورهاىكباشد با اين وجود فا مي

PCRاختصاصيت زنده، غيره زنده و هاى سلول شناسايى نمونه،  در 
توانند  مى نندهك غنى مراحل از يا استفاده مستقيم شناسايى آغازگر،
پيشنهاد . دهند قرار تاثير  را تحتPCRشناسايى  يك روش يتحساس

، از گردد در مطالعات آينده ضمن استفاده از حجم نمونه بيشتر مي
 هاي اين ميكروارگانيسم در مناطق ديگر و همچنين از فاكتورهاي سويه

طور همزمان استفاده گردد چرا كه بررسي چند  ويرولانس ديگر هم به
طور همزمان ممكن است حساسيت بسيار بالاتري  فاكتور ويرولانس به

  . را در شناسايي اين باكتري نمايان سازدPCRاز 
بررسـي  "نامـه تحـت عنـوان        اين مقاله حاصل پايان    :سپاسگزاري

اي  نش زنجيــرهكــ و حــساسيت روش واAفراوانــي ژن اگزوتوكــسين 
 آئروژينوزاهاي جدا شـده     سودوموناسهاي    پليمراز در شناسايي سويه   

ارشناسـي ارشـد در سـال       ك در مقطـع     " بيماران مبتلا به سـوختگي     از
باشد كه با حمايت دانـشگاه علـوم         د مي /پ/2164/35/16 و كد    1390

  .پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان اجرا شده است
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Background: Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative pathogens opportunism 

which causes severe infections in human beings. The most common infection include: 

endocarditis, meningitis, septicemia and chronic lung infections in cystic fibrosis 

patients. This bacterium has many pathogenic factors including; exotoxin A, lipopoly-

sacharide, phospholipase C, pili, elastase and alkaline protease. The purpose of this 

study was to evaluate the frequency of exotoxin A gene (ETA) as a strong virulence 

factor and sensitivity determination of polymerase chain reaction (PCR) in pseudomonas 

aeruginosa isolated from second and third-degree burn patients. 

Methods: This study has performed in Besat University Hospital in Hamadan from Janu-

ary to December 2012. We used 170 isolated samples. The samples were isolated from 

blood and skin biopsy in second and third-degree burn patients. We had 79 strains 

positive culture of pseudomonas aeruginosa. Forward and reverse primers used for PCR 

were designed by DNASIS and Oligo software. Then genomic of known strains were 

extracted by DNA purification kit and indentified by PCR. The quality and quantity of the 

extracted DNA was determined using spectrophotometry. For determination of PCR 

sensitivity was used culture test as gold standard. DNA of pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 27853) was used as a positive control. Finally data was analyzed using SPSS 

software. 

Results: Out of 170 isolated samples, 79 strains of pseudomonas aeruginosa isolated 

from burn patients had positive culture. PCR of isolated positive culture demonstrated 

that 5 strains (6.33%) were with out this virulence factor and 74 strains (93.67%) had 

ETA gene. So the sensitivity of test based on sensitivity formula was 94.04%. 

Conclusion: Our results showed that sensitivity of PCR mediated ETA gene in detection 

of pseudomonas aeruginosa strains is considerable and this factor can be used as a good 

factor identifying of pseudomonas aeruginosa. It seems more studies with larger sample 

size is necessary in this area. 

 
Keywords: burns, exotoxin A, polymerase chain reaction, pseudomonas aeruginosa. 
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