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زايي پروتئوس و تاثير اسيد ميريستيك در بيماري rsbAبررسي وجود باند ژن 
  هاي ادراريميرابيليس جدا شده از عفونت

 2عباس اخوان سپهيدكتر  ،2جميله نوروزيدكتر  ،*1سارا احمدي بادي

 
 واحد تهران شمال ،آزاد اسلامي كارشناس ارشد ميكروبيولوژي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه 1
  واحد تهران شمال ،ي، دانشگاه آزاد اسلاميژگروه ميكروبيولو 2

  چكيده
هاي ها و با توجه به شايع بودن عفونتزايي باكتريبا توجه به اهميت فرآيند كروم سنسينگ و نقش بارز آن در بيماري :سابقه و هدف

هاي بيماري زايي باكتري ها، در اين مطالعه باند هاي خارجي در تنظيم بيان ژنو نقش سيگنال هاادراري و عوارض شناخته شده اين بيماري
هاي ادراري و هم چنين تاثير اسيد در باكتري هاي پروتئوس ميرابيليس جدا شده از بيماران مبتلا به عفونت rsbA و  luxS ژن هاي 

 . ا بررسي شدهميريستيك به عنوان نوعي سيگنال خارجي در اين باكتري

نمونه ادراري در اين  100تحقيق در مرحله اول با طراحي توصيفي و در مرحله دوم با طراحي تجربي انجام گرفت. تعداد  :بررسي روش
ج ها جدا سازي شد و سپس با استخراهاي باكتريولوژي، باكتري پروتئوس ميرابيليس از اين نمونهآوري شدند. با استفاده از روشمطالعه جمع

در باكتري پروتئوس ميرابيليس مورد بررسي قرار گرفت. سپس تاثير اسيد ميريستيك به عنوان نوعي  luxSو  rsbAژنوم، حضور باند ژن هاي 
  .سيگنال خارجي بر روي خزيدن و توانايي تشكيل بيوفيلم پروتئوس ميرابيليس مورد ارزيابي قرار گرفت

 هاي ها باند ژندرصد ازاين باكتري 70درصد داراي باكتري پروتئوس ميرابيليس بودند. در  10 ،ينمونه ادراري مورد بررس 100از  :هايافته
luxS و rsbA ميلي ليتر محيط  100ميكرو ليتر در  80تا 40ديده شد. اسيد ميريستيك خزيدن پروتئوس ميرابيليس را در غلظت هاي

  .افزايش يافتLB م در تمام غلظت هاي اضافه شده به محيط كشت , كاهش داد و توانايي اين باكتري در تشكيل بيوفيلLBكشت 
همچنين تاثير اسيد  هاي مذكور در اين باكتري عامل عفونت هاي ادراري شايع است.رسد وجود باند ژنبه نظر مي :گيرينتيجه

هاي تنظيمي نده وجود سيستم، نشان دهrsbAبر روي خزيدن و توانايي تشكيل بيوفيلم پروتئوس ميرابيليس داراي ژن  ميريستيك
ها و توان به  كنترل عفونتهاي ارتباطي و تنظيمي، ميهاي خارجي است. بنابراين با درك بيشتر از اين سيستمپاسخ دهنده به سيگنال

  . پيدايش داروهاي جديد اميدوار بود

   .اسيد ميريستيك وتئوس ميرابيليس،،  پرluxSژن  ،rsbAهاي دستگاه ادراري، كروم سنسينگ، ژن  عفونت واژگان كليدي:

  

  1مقدمه
تكـرار شـونده   هـاي  عفونتاز ) UTIsهاي دستگاه ادراري (عفونت

هاي خـارج از  %  از عفونت20باكتريايي در انسان هستند و حدود 

                                                 
سـارا  ، دانشكده علـوم پايـه   ، گواحد تهران شمالآزاد اسلامي،  دانشگاه تهران، : آدرس نويسنده مسئول

    )e-mail: Sarahmadi@gmail.com( احمدي بادي
  5/9/1393: تاريخ دريافت مقاله
  12/11/1393 :تاريخ پذيرش مقاله

هـاي دسـتگاه   % از عفونت90شوند. تقريبا بيمارستان را شامل مي
هـا از طريـق   باكتريباشند، به اين معني كه ادراري پيشرونده مي

). 1يابند (هاي فوقاني مجاري ادراري دسترسي ميمثانه به بخش
ــرابيليس  ــل  )Proteus mirabilis(پروتئـــوس ميـ % از 10عامـ

آيد و پنجمين عامل شايع هاي دستگاه ادراري به حساب ميعفونت
هاي دستگاه ادراري بيمارستاني است. اين باكتري بر روي عفونت

گيرد و با ايجاد بيوفيلم، باعث تشـكيل  ري قرار ميكاتتر هاي ادرا
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هـاي  روي كاتتر و مسـدود شـدن آن در طـول عفونـت     ايپوسته
ــي ــاتتر در   ادراري م ــاران داراي ك ــادي از بيم ــداد زي ــود و تع ش
اي بـه عنـوان عامـل    كند و نگراني ويـژه ها را آلوده ميبيمارستان

ي مقـاوم چنـد   هـا ويژه با ظهور سـويه ه هاي بيمارستاني بعفونت
هـاي  ). يكـي از ويژگـي  2( گـردد ) محسـوب مـي  MDRدارويي (
توانايي خزيدن روي آگار وتشـكيل   پروتئوس ميرابيليسبرجسته 

 bulls-eyeدار است كه ظاهر  هاي بسيار منظم و تراس (لبه)كلني
اي سـلول  را دارند. خزيدن اين باكتري در نتيجه تمايزهـاي دوره 

). ممكن است تركيباتي 3( زنده استهاي خهاي رويشي به سلول
)، تركيبـات  LPSسـاكاريد  سـاكاريدها (ماننـد ليپـوپلي   مانند پلي

مــاتريكس خــارج ســلولي و اســيد هــاي چــرب نيــز در خزيــدن 
 ).4( گذارندبتاثير  پروتئوس ميرابيليس 

هاي كروم سنسينگ كه عبارت از برقراري ارتباط با درك سيستم
هـاي باكتريـايي) از   ها و درون گونهونه(بين گ ها با يكديگرباكتري

)، 5(است  هاي مولكولي شيمياييطريق توليد و تشخيص سيگنال
هـاي دخيـل در   يكي از ژن كه luxSدر اين تحقيق وجود باند ژن 

باشد كه باعث توليد آنـزيم سـنتز كننـده    مياي ارتباط بين گونه
نـد ژن  ) و همچنـين با 6( گردد) مي2- (خود القا گرAI-2سيگنال 

rsbA  هـاي حسـگر   ، پـروتئين پروتئوس ميرابيليسدر باكتري كه
)، 7( كننـد هاي محيطي ديگـر را كـد مـي   اين سيگنال و سيگنال

هاي افـراد مبـتلا   در نمونه ،مورد بررسي قرار گرفت. به اين منظور
هاي ادراري ابتدا باكتري پروتئوس ميرابيليس شناسايي به عفونت

مذكور و تـاثير اسـيد ميريسـتيك بـه      هايو سپس وجود باند ژن
عنوان نوعي سيگنال خارجي در آزمايشگاه محموديه دانشگاه آزاد 

   . بررسي شد 1392اسلامي واحد تهران شمال درسال 
  

  مواد و روشها
تحقيق در مرحله اول با طراحي توصـيفي و در مرحلـه دوم بـا    

ــه ادراري  100تعــداد طراحــي تجربــي انجــام گرفــت.  از نمون
ين آزمايشگاه تشخيص طبي در سطح شهر تهـران جمـع   چند

هـاي ادراري بـه منظـور جداسـازي     آوري گرديد. ابتـدا نمونـه  
بر روي محيط هاي كشـت مـك    ميرابيليس پروتئوسباكتري 

سـاعت در   24كشـت داده شـدند و بـه مـدت      EMBكانكي و 
درجه سليسيوس نگهداري شدند. سـپس از تـك    37انكوباتور 

ده در محيط هاي مذكور براي رنگ آميـزي  هاي ايجاد شكلني
هـاي ميكروسـكوپي و تاييـد    گرم استفاده شد. پس از بررسـي 

هـاي  خالص بـودن كشـت بـاكتري هـاي گـرم منفـي، تسـت       
، TSI ،SIM ،MRVPتشخيصي افتراقي از جمله تست حركت، 

هـا انجـام شـد. پـس از كشـت      سيمون سيترات براي بـاكتري 

راقي و نگهداري آنها به مدت هاي كشت افتها در محيطباكتري
هـا  درجه سليسيوس، نتيجه تسـت  37ساعت در انكوباتور  24

 هاي مورد نظر جداسازي شدند.بررسي و باكتري

ــا اســتفاده از كيــت اســتخراج   ــاكتريMBSTب ــوم ب هــاي ، ژن
جداسازي و استخراج گرديد و سپس بـا انجـام الكتروفـورز بـر     

  تاييد قرار گرفت.روي ژل آگارز صحت استخراج ژنوم مورد 
 PCRواكنش  rsbAو luxSهاي به منظور بررسي وجود باند ژن

و  1هاي با استفاده از پرايمرها و برنامه حرارتي و زماني جدول
از پرايمر هـاي طراحـي شـده     luxSانجام شد. در مورد  ژن  2

ــط  ــال  Dorotastan kowskaتوس ــارانش در س  2012و همك
ژن   PCRطالعـه مشـابهي بـراي    كـه م  از آنجايي استفاده شد. 

rsbA    موجو نبود،  پرايمرهاي مربوط بـه آن از سـايتNCBI ،
طراحي شد. براي بررسي وجود باند ژن هاي مذكور با استفاده 

هـا در  از روش الكتروفورز بـر روي ژل آگـارز، فراوانـي بانـد ژن    
  هاي مورد مطالعه، بررسي گرديد.باكتري

  
 luxS،rsbAتفاده شده براي ژن هاي توالي پرايمر هاي اس -1جدول 

  qseCو 
ــم ارگانيس

 هدف

طول  توالي پرايمر
bpمحصول

ــوس پروتئ
ميرابيليس

luxSFGTATGTCTGCACCTGCGGTA 464 

luxSRTTTGAGTTTGTCTTCTGGTAGTGC
پروتئوس 
ميرابيليس

rsbAFTTGAAGGACGCGATCAGACC 467 
rsbARACTCTGCTGTCCTGTGGGTA 

  
  PCRامه حرارتي و زماني برن -2جدول 

 زمان (ثانيه) حرارت (درجه سلسيوس) PCRمراحل واكنش
Pre-denaturation 94 300 

Denaturation 94 60 
Annealing58 45 
Extention72 60 

FinalExtention 72 420 

 
براي بررسي تاثير اسيد ميريسـتيك بـر روي خزيـدن و توانـايي     

 شـركت  %99يسـتيك بـا خلـوص    تشكيل بيوفيلم، از اسـيد مير 
 ميلـي  1 آن شـدن  محلول براي و شد استفاده آلدريش - سيگما

 مطالعـه  ايـن  در. شد حل كلروفرم ليتر ميلي 100 در آن از گرم
آگـار اسـتفاده   LB    محيط از پروتئوس حركت بررسي منظور به

گرم  5گرم پپتون،  10گرم آگار به همراه  14شد. به اين منظور 
گرم كلريد سديم در يك ليتر آب مقطر حـل   10عصاره مخمر و 

  و سپس اتوكلاو و در كنار شعله در پليت پخش گرديد.
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براي اضافه كردن اسيد چرب به اين محيط پس از اتوكلاو كردن 
و كمي خنك شدن آن در كنار شعله، اسيد ميرستيك با غلظـت  

هاي بررسي شده اسيد چرب، هاي مشخص اضافه گرديد. غلظت
هاي پروتئوس جـدا  ميكرو ليتر بود. باكتري 80، 60، 40، 20، 1

بـراث كشـت داده    LB در محيط كشـت  هاي ادرارشده از نمونه
 24درجه سلسـيوس بـه مـدت     37شدند و پس از نگهداري در 

آگار با LB هاي كشت ساعت توسط لوپ حلقوي در مركز محيط
و بدون اسيد ميريستيك تلقيح شدند و پس از گرمـا گـذاري در   

ساعت از نظر فواصل جبهه  12و  6درجه سلسيوس به مدت  37
  هاي خزيدن بررسي شدند.

ــدا لام  ــوفيلم، ابت ــكيل بي ــراي تش ــولب ــا در محل ــيد ه ــاي اس ه
و اتانول قـرار داده شـدند.    8Mهيدروكلريك، هيدروكسيد سديم 

ساعت قرار داده شد و بـين هـر    24لام ها در هر محلول به مدت 
يل شستشو داده شدند و در نهايت بـراي  مرحله با آب مقطر استر

درجه سلسيوس اتـوكلاو شـدند. پـس از     121دقيقه در دماي  2
سـاعته) كـه    20- 18ها، از كشت تـازه بـاكتري (  آماده سازي لام

ميكروليتـر   200مك فارلنـد دارد، حـدود    5/0كدورتي معادل با 
براث اضافه شد. به منظور   LBميلي ليتر محيط  20برداشته و به 

بررسي تاثير اسيد ميريستيك بر روي تشكيل بيوفيلم باكتريـايي،  
اين ماده را با غلظت هاي مشخص به محيط كشـت اضـافه شـد.    
سپس محيط ها را در داخـل يـك پليـت شيشـه اي حـاوي لام      

  درجه سلسيوس نگهداري شد. 37اي مي ريزيم و در شيشه
سـاعت بررسـي    72و  6هـا پـس از گذشـت    در اين مطالعـه لام 

ها با آب مقطر استريل شسته شـدند  شدند. به اين ترتيب كه لام
دقيقه در دماي اتـاق خشـك شـدند. سـپس      30و براي حداقل 

ها رنگ آميزي گرم شدند و با ميكروسكوپ نوري، فاز متضـاد  لام
   .و زمينه تاريك بررسي شدند

  
  هايافته

 10، نمونه ادراري كه مورد بررسي قـرار گرفتنـد   100از مجموع 
بودند. پـس از   پروتئوس ميرابيليسها داراي باكتري درصد نمونه

 .دست آمده نتايج زير ب rsbAو  luxSبراي ژن هاي PCR انجام 

ايزولـه شـده از    پروتئـوس ميـرابيليس   نمونه ژنوم باكتري  10از
 luxSهـاي   درصـد آنهـا داراي بانـد ژن    70هاي ادراري، عفونت

)464 bpژن، ( rsbA )467 bpودند. اسـيد چـرب در غلظـت   ) ب -

ميكروليترخزيــدن ايــن بــاكتري را كــاهش  40 -  60 - 80هــاي
  دادند.

هم چنين مشخص شد كه اين ماده در تمـام غلظـت هـا منجـر بـه      
  .) 6تا  1هاي شكل( افزايش تشكيل بيوفيلم مي شود

  
فاقد اسيد ميريستيك   LBدر  پروتئوس ميرابيليسخزيدن  .1 شكل

  ساعت 24پس از 
  

  
ميكروليتر  40داراي  LBدر  پروتئوس ميرابيليس خزيدن . 2ل  شك

  .ساعت 24اسيد ميريستيك پس از 
  

  
در محيط كشـت   پروتئوس ميرابيليسساعته از  6بيوفيلم . 3شكل 

LB (ميكروسكوپ زمينه تاريك) بدون اسيد چرب  
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ساعته از پروتئوس ميرابيليس در محيط كشـت   6بيوفيلم  .4 شكل

LB  چرب (ميكروسكوپ زمينه تاريك)بدون اسيد  
  

  
در محيط كشـت   پروتئوس ميرابيليسساعته از  6بيوفيلم . 5شكل 

LB  ميكرو ليتر اسيد چرب (ميكروسكوپ زمينه تاريك) 20با  

  
در محيط كشت  پروتئوس ميرابيليسساعته از  72بيوفيلم . 6شكل 

LB  ميكروليتر اسيد چرب با ميكروسكوپ زمينه تاريك 20داراي. 
  

  بحث
هـاي ادراري داراي  درصد نمونه 10مطالعه حاضر نشان داد كه 

- درصد اين باكتري 70باكتري پروتئوس ميرابيليس است و در 

بـراي   ،ديده شد. در اين مطالعـه  rsbAو  luxSهاي ها باند ژن

، پروتئـوس ميـرابيليس  در باكتري  luxSبررسي وجود باند ژن 
گرديـد و از پرايمرهـايي    هاي ادراري جـدا اين باكتري از نمونه

بــا  2012و همكــارانش در ســال Dorota Stankowsko كــه 
HI4320 استفاده از بلاست بـا تـوالي ژنـي  سـويه اسـتاندارد      

)، اسـتفاده شـد و در   1( ، طراحـي كردنـد  پروتئوس ميرابيليس
هـاي ايـن   اين ژن مطابق با بررسـي  bp 464بررسي حاضر باند 

توان كلينيكي بودن حاضر مي محققين مشاهده شد. در مطالعه
را دليلـي بـر عـدم مشـاهده      پروتئوس ميـرابيليس نمونه هاي 

 . دانست ژن اين 100%

مطالعه مشابهي وجود  كه از آنجايي rsbAژن  PCRبراي انجام 
طراحـي و   NCBIنداشت، پرايمرهاي مربوط بـه آن از سـايت   

ر مشاهده شد. د rsbAمربوط به ژن  467bpاستفاده شد و باند 
نتيجه در بررسي حاضر نيـز مطـابق بـا مطالعـات انجـام شـده       

، وجـود  2004و همكارانش در سال Shwu-   jen Liawتوسط 
اثبات شد. اين محققين  پروتئوس ميرابيليسدر  rsbAباند ژن 

را در تنظيم خزيدن و بيان فاكتورهاي  rsbAوجود و نقش ژن 
 ميرابيليس پروتئوس P19 زايي ديگر را در سويه وحشيبيماري

  ). 8( هاي اين ژن را ثابت كردندو موتانت
نوعي پروتئين  پروتئوس ميرابيليسدر باكتري RsbA پروتئين 

حسگر است كه توانايي احساس سيگنال هاي خـارجي را دارد  
). بـه  9( دهـد ها پاسخ مـي به اين سيگنال ،و با تنظيم بيان ژن

شده اسـيد   در اين مطالعه نقش اسيد چرب اشباع ،اين منظور
پروتئـوس   ميريستيك را در خزيدن و توانايي تشكيل بيـوفيلم 

مورد ارزيابي قرار گرفت. در تحقيق حاضـر مطـابق    ميرابيليس
ــا بررســي و Shwu-jen Liaw هــاي صــورت گرفتــه توســط ب

پروتئـوس  اسيد ميريستيك خزيدن  2004همكارانش در سال 
يد هاي چرب را كاهش داد. البته اين محققين از اس ميرابيليس

اسيد ميريستيك، اسيد پالميتيـك، اسـيد اسـتئاريك و اسـيد     
 از و كردنـد  اسـتفاده  ليتـر  ميكرو %01/0هاي اولئيك با غلظت

هـاي  و موتانـت  ميرابيليس پروتئوس P19 استاندارد هاي سويه
ن اين محققين نشان دادنـد  استفاده كردند. همچني rsbAفاقد 

ايي باكتري براي تشـكيل  هاي چرب باعث افزايش توانكه اسيد
آنها از روش تشكيل بيوفيلم در  ،شود. به اين منظوربيوفيلم مي

 10ميكرو تيتر استفاده كردند و تاثير اسـيد چـرب را پـس از    
درجـه سلسـيوس بررسـي     37ساعت نگهداري ميكروتيتـر در  

  ).8( نددكر
ــق    ــلاف تحقي ــر خ ــر، ب ــه حاض و  Shwu-jen Liawدر مطالع

هاي هاي جدا شده ازعفونتئوس ميرابيليسپروتهمكارانش، از 
دستگاه ادراري استفاده شد و همسـو بـا نتـايج ايـن محققـين      

را بـر روي   ميـرابيلس  پروتئـوس اسيد ميريستيك نيز خزيدن 
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ولي تفاوت در غلظت به كار رفتـه   ،آگار كاهش داد LBمحيط 
و همكـارانش در غلظـت    Shwu-jen Liawكـه   بود، به طـوري 

 كاهنـدگي  خاصـيت  چـرب  اسـيدهاي  روليترميك% 01/0 هاي
ولي در بررسي انجام شـده بـر روي    .مشاهده كردند را خزيدن

هاي جدا شده از عفونت هاي دسـتگاه ادراري، اسـيد   پروتئوس
ــاي ميريســتيك در غلظــت ــر   40ه ــر و بيشــتر اث ــرو ليت ميك

كاهندگي را نشان داد كه ايـن تفـاوت در غلظـت بازدارنـدگي     
هـاي  واند به دليل كلينيكي بودن باكتريتاسيد ميريستيك مي

هـاي  جدا شده در اين تحقيـق و شـرايط جغرافيـايي و سـويه    
  باشد.پروتئوس ميرابيليس مختلف 

ــه  ــن مطالع ــات   ،در اي ــا تحقيق ــو ب و  Shwu-jen Liawهمس
همكارانش، اسيد ميرستيك اثر افزاينده بر روي توانايي تشكيل 

تـوان  ايـن مطالعـه مـي   داشت. از  پروتئوس ميرابيليسبيوفيلم 
نـوعي تنظـيم كننـده    RsbA چنين استنباط كرد كه پروتئين 

كه توانايي بيوفيلم را در برخـورد   در حالي ،منفي خزيدن است
دهد (تنظيم كننـده مثبـت   هاي محيطي افزايش ميبا سيگنال

تشكيل بيوفيلم). شايد به دليل اينكه، باكتري تمايـل دارد كـه   
- بررسي و سپس فاكتورهاي بيمـاري  ابتدا در محيط شرايط را

داراي چنـين عملكـرد   RsbA زايي ديگر را بيان كند، پروتئين 
  .)8( اي در تنظيم خزيدن و تشكيل بيوفيلم استدو گانه
خود هاي مولكولي شيميايي كه ها با استفاده از سيگنالباكتري
كننـد. ايـن   شوند با يكديگر ارتباط برقرار مـي ناميده مي القاگر
ها (خودالقاگر)، براي برقـراري  ند، يعني استفاده از سيگنالفرآي

هـا،  و در نتيجه تنظيم بيـان هماهنـگ ژن   هاارتباط در باكتري

آنـزيم سـازنده     luxS). ژن5شـود ( كروم سنسينگ ناميده مـي 
AI-2 ها ازكند. باكتريتوليد ميAI-2 ها بين گونه براي ارتباط

  ).6( كننداستفاده مي
حسگر هاي با پروتئين پروتئوس ميرابيليسدر RsbA پروتئين 

AI-2 را  هـاي محيطـي  ها سـيگنال مشابه هستند. اين پروتئين
  ). 8دهند (ها به آنها پاسخ ميدريافت و با تنظيم بيان ژن

هـاي  هاي مـذكور در تمـامي بـاكتري   در بررسي حاضر باند ژن
يار روشي بس PCRمورد مطالعه مشاهده نشد. با توجه به اينكه 

ــد (جهــش نقطــه   ــر يــك نوكلئوتي اي) را دقيــق اســت و تغيي
تـوان ايـن عـدم مشـاهده را بـه بـروز       دهـد، مـي  تشخيص مي

ها نسبت داد كه درنتيجه وجـود بانـد   اي در ژنهاي نقطهجهش
  باشد.ژن با يك نوع پرايمر قابل تشخيص نمي

هـاي كـروم سنسـينگ در ايـن     رسد وجود سيسـتم به نظر مي
هاي تحقيق و مطالب ح است. با توجه به كاستيها مطرآلودگي

ويـژه سـاخت سـويه هـاي     ه گفته شده انجام مطالعات مشابه ب
ها و استفاده از زايي باكتريموتانت و اثر آنها در كاهش بيماري

هـاي  ها و نيز بررسي تـاثيرات سـيگنال  چندين پرايمر براي ژن
  .شودها توصيه ميزايي باكتريديگر بر روي بيماري

  
  تشكر و قدرداني

از دانشكده علوم پايـه دانشـگاه آزاد اسـلامي واحـد      ،در خاتمه
تهران شمال و مجتمع آزمايشگاهي محموديـه كمـال تشـكر و    

  .يمينماقدرداني را مي
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