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Background and Aims: The type IV Pilin is an important colonization factor for 

opportunistic pathogens of Pseudomonas aeruginosa, which plays a role in the formation of 

biofilms and binding to the host cells. Each type of Pilin is coded with a particular auxiliary 

gene. This specific relationship can be used as a therapeutic target for detecting P. aeruginosa 

strains as well as its molecular classification. The purpose of this study was to evaluate the 

frequency of different types of auxiliary genes in cystic fibrosis, burns, and environmental 

samples.  

Materials and Methods: Pseudomonas aeruginosa samples were collected from 

patients with cystic fibrosis, burns as well as environmental wastewaters during 2016-2017. 

Samples were cultured and identified using standard microbial and biochemical methods. 

DNA extraction was performed by boiling and PCR was performed through specific primers. 

Results: Totally, 90 isolates of P. aeruginosa samples (35 environmental, 30 burns, 

and 25 cystic fibrosis) were examined. tfpO and tfpZ were positive in 71 and 2 isolates, 

respectively . 

Conclusion: The results indicated that Pseudomonas aeruginosa Pilin types are very 

diverse. Regardless of the source of the samples, the most common tfp was tfpO. Taking into 

account the fact that tfpZ was found only in burns, it can be assumed that this particular type 

may appear in severe clinical conditions. Ultimately, larger statistical population and use of 

more comprehensive typing methods is suggested for better results. 
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Introduction 

Pseudomonas is a Gram-negative, aerobic, 

non-spore forming, oxidase positive, catalase 

positive bacteria belonging to the family 

Pseudomonadaceae (1). Pseudomonas aeruginosa 

is an important opportunistic pathogen among 

cystic fibrosis and burnt patients and can be 

colonized in hospital sewage systems and enter the 

environment (2). The pathogenesis of P. aeruginosa 

is due to the production of several cellular and 

extracellular virulence factors. The cellular factors 

include flagellum, pyocyanin, fimbria and 

lipopolysaccharide, and pili, among which bacterial 

type IV pilus (Tfp) is one of the most important and 

necessary factors for multiple cellular functions, 

including biofilm formation, surface motility, host-

cell binding, adhesion, cell signaling, DNA uptake 

by natural transformation (3). Two models of O-

glycosylation systems have been found in P. 

aeruginosa. In the first model, glycosylation 

happens through TfpO (Pil O). The Pil O is an 

Oligo-saccharyl-transferase that transfers an 

antigen-O unit to the serine amino acid placed at the 

C-terminal of the group I pilins. The second pilin 

glycosylation system in P. aeruginosa was found in 

strains IV, Pa5196 and Pa7, which lacked TfpO (6). 

P. aeruginosa has been separated into five groups 

according to the presence or absence of varying 

downstream accessory genes adjacent the pilin 

gene, pilA  . The PilA pilins have different lengths, 

amino acid sequences and posttranslational 

modifications.  

The first recognized groups are groups I and II.  

Strains PA01, PAK, and PA103 express group II 

pilins. Spangenberg and colleagues showed that 

Type III polymorphism has 173 amino acids, which 

is taller than the prior pilins, and an open-ended 

read-only template with undefined function, now 

called TfpY, which lies under the PilA gene. More 

isolates with group III alleles, as well as isolates 

with 2 new pilin alleles (groups III and IV), were 

found in more than 300 strains of P. aeruginosa. 

The strains of the group V pilin express the 

auxiliary pilin and protein (Tfp Z) as group III. The 

group IV pilin consists of two isolates (Pa97, 

Pa5196) that code the TfpW and TfpX auxiliary 

proteins at the downstream of the PilA4 (9). 

Considering that type IV pilin is one of the 

most important structures of P. aeruginosa, its 

presence and variation may contribute to the 

pathogenesis of the isolates possessing it. This pilin 

may also act as a new target for antibiotic therapy 

which has been recently very challenging 

worldwide (10-12). Hence we aimed to study the 

presence of type IV pilin subtypes among P. 

aeruginosa isolates from three different sources; 

hospital waste water, burnt and cystic fibrosis 

patients. 

 

Material and Methods 

Totally, 90 isolates of P. aeruginosa strains; 35 

from environmental samples, 30 from burnt patients 

and 25 from cystic fibrosis children referred to 

Mofid Hospital of Tehran, Iran, were isolated from 

November 2015 to December 2016. Sampling was 

done under sterile conditions and the samples were 

immediately transferred to the laboratory of Shahid 

Beheshti University of Medical Sciences at the 

Faculty of Medicine. Sputum specimens of patients 

with cystic fibrosis were inoculated into McCanky 

agar and blood agar medium and incubated at 37°C 

for 24 hours. Finally, the isolates were identified as 

P. aeruginosa using microbial and biochemical 

methods such as oxidase and catalase, TSI and OF, 

and growth at temperatures of 4 and 41°C, as well 

as characteristics such a pigment and odor 

production . The standard strain of P. aeruginosa 

PAO1 was used as control. P. aeruginosa samples 

isolated from burnt and cystic fibrosis patients and 

the environment isolates were stored in TSB 

containing 30% glycerol at -70°C until further 

investigation. 

DNA extraction and polymerase chain 

reaction 

For DNA extraction of the isolates, the boiling 

technique was applied. For this purpose, 200 ml of 

sterilized water was added into the micro-tube and 

3-4 fresh colonies (24 hour growth) were dissolved 

in water and the suspensions were kept at 100°C for 

10 minutes, after which centrifugation at 10,000 

rpm was done for 5 minutes, and the supernatant 

containing DNA was transferred to the new 

microtubule for PCR. In this study, the presence of 

the genes encoding two subtypes of type IV pilin 

including TfpO and TfpZ genes were investigated 

by PCR method using specific primers listed in 
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Table 1. The PCR reaction was done in a volume of 

25 μL and performed as (Amplicon, Iran) 12.5 μL 

Master Mix 1x buffer, 0.5 μL of each primer with 

concentration of 10 mM, 300 ng/L DNA, and 4 μL 

deionized distilled water. After preparation of PCR 

reaction reagents, the microtubules were placed in 

a Thermocycler machine (Bio Intellectica, Canada). 

The program for each gene amplification is 

summarized in Table 2. 

 

Table 1. Nucleotide sequence of the primers of TfpO, TfpZ genes of the type IV pilin. 

Reference Product length (bp) Oligonucleotide sequence ('3-'5) Primer 

in this 
Study 

363 
Forward 5′-  CGTAGGGCTTGCACTGCTAT-3′     

Reverse 5′-AAGAACCCTCCCAACACGAC-3′ 
TfpO 

in this 
Study 

464 
Forward 5′-  AGATTAGGGCGTTCGCTGTT-3′ 
Reverse 5′- CCGCAGGACATCCATTAGCA-3′ 

TfpZ 

 

Table 2. PCR program for, TfpO and TfpZ Gene amplification. 

TfpZ TfpO Gene 

time Temperature time 
Temperatur

e 
Stages 

15 min 95 15 m 95 Initial denaturation 
30 s 95 30 s 95 denaturation 

1 min 72 30 s 72 Connection 
45 s 60 30 s 58 Elongation 

7 min 72 7 m 72 Final elongation 
35 35 35 35 Cycle 

 

After the PCR reaction, electrophoresis of the 

PCR products was performed on a 1.5% agarose 

gel containing safe staining dye and recorded by 

Gel Documentation (Figures 1 and 2). PCR 

products were sequenced bi-directionally (the 

Bioneer Co., Korea) and results were analyzed 

using the NCBI database. Statistical analysis was 

performed using SPSS 23 (SPSS Inc. Chicago, 

Illinois, USA). 

 

Results 

Out of the 90 P. aerosinosa isolates, 72 (80%) 

possessed the TfpO gene. The results of 

electrophoresis are shown in Figures 1 and 2. 

Based on the differentiation of the studied groups, 

the frequency of the TfpO gene in each group was 

as follows; 

Among the 35 environmental samples, 31 

strains (88.57%) had TfpO gene and 4 samples 

(11.42%) were recognized as negative for this 

gene. Out of the 25 samples from cystic fibrosis, 

17 strains (68%) had TfpO gene and 8 samples 

(32%) did not possess this gene. Among the 30 

isolates from burnt patients, 24 (80%) had TfpO 

gene, whilst 6 (20%) isolates did not have this gene 

(Figure 1). 

The TfpZ gene was positive in 2 (2.2%) out of 

90 isolates, regardless of the source of isolates and 

88 (97.8%) isolates lacked this gene. The TfpZ 

gene was negative in isolates from environmental 

samples as well as patients with cystic fibrosis. 

Two (6.66%) positive strain for TfpZ belonged to 

isolates from burnt patients (P>0.05) (Figure 2). 
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Figure 1. Electrophoresis results of the TfpO gene among P. aeruginosa isolates (363bp). Lane 1, negative control; 

lane 2, positive control; M: size marker of 50 bp, lanes 3-16 PCR products of the TfpO. 

 

Figure 2. Electrophoresis results of the TfpZ gene of our P. aeruginosa isolates (364bp). Lane 1, positive control; 

lane 2, negative control; M: size marker of 50 bp, lanes 3-16 PCR products of TfpZ gene. 

 

Discussion 

High adaptability, colonization and survival of 

P. aeruginosa is due to its massive sets of 

chrosomal and non-chromosome DNA fragments 

and genome-modifying factors such as bacteri-

ophages, integrons, transposons, and other elements 

(13). P. aeruginosa is colonized on different 

surfaces and the type IV pilin is one of the important 

factors for colonization. It has now been accepted 

that P. aeruginosa is able to express three distinct 
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types of pilin subtypes IVa, IVb and Tad. (14). The 

IVa type is the most common pilin type in bacteria 

that grow in laboratories.  

 To our knowledge, no study has so far been 

conducted on the comparison of the frequency of 

type IV pilin in strains and populations of P. 

aeruginosa, and only limited studies have been 

done on genomic diversity and frequency of IVa 

pilin subtypes (15-17).  

Therefore, the present study was conducted to 

investigate the presence of IV pilin sub types by 

PCR among the P. aeruginosa community isolated 

from burnt and cystic fibrosis patients, as well as in 

the sewage system of the burn centers. According 

to the results, a high percentage of P. aeruginosa 

strains isolated from different sources in this study 

were group I of type IV (TfpO). Subsequently, 68% 

of the samples isolated from patients with cystic 

fibrosis had this type of type IV. This finding 

suggests that strains from environment and burnt 

patients are more closely related to strains isolated 

from cystic fibrosis patients. In 2004, Kus et al. 

found that the prevalence of TfpO in P. aeruginosa 

strains was more than other groups of type IV pilin 

(7). According to Kus et al. in 2008, the prevalence 

of TfpO among cystic fibrosis patients, other 

clinical samples, and the environmental samples 

were 69.7%, 30.5%, and 58.3% respectively; which 

compared to our results, showed a higher 

prevalence among clinical samples (18). Also 

Deligiann et al. in 2010 observed that the 

prevalence of TfpO in cystic fibrosis isolated P. 

aeroginosa was more than other groups and that it 

was associated with bacterial colonization (19). 

Based on the study of Pirnay et al. in 2009, the 

frequency of TfpO in cystic fibrosis isolated P. 

aeroginosa was 55.8%, which is somewhat above 

the average (48.2%) (20), but contrary to our study 

an association between TfpO and cystic fibrosis 

was not observed. In this study, group V pilin type 

IV (TfpZ) was only observed in 6.66% of the 

samples from burnt patients, and the other isolates 

did not possess this group of type IV pilin. 

 

Conclusion 

Overall, our study showed that the prevalence 

of group I type IV pilin (TfpO) was high in the 

population of Pseudomonas aeruginosa strains 

isolated from burnt and cystic firbosis patients, as 

well as environmental samples. Since type IV pilin 

is involved in a variety of bacterial processes, 

especially in post-translational modification (pili 

glycosylation) and biofilm formation, their 

relatively high prevalence indicates a high level of 

virulence among the Iranian strains of P. 

aeruginosa studied. Based on the studies and the 

results obtained, we recommend that further studies 

with an increased number of samples, a more 

diverse society, involving more genotypic and 

phenotypic characteristics of type IV pilin subtypes. 
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جداشده از   یسودوموناس آئروژینوزا های های فرعی پیلی تیپ چهارم در سویه بررسی حضور ژن 

 های بالینی و غیربالینی نمونه 
 

 *2، حسین دبیری1، مهرناز شاهبیک1فاطمه ثامنی
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 02/06/1398 پذیرش:

 02/06/1398 :یننلاآ  انتشار

  موضوع:

 شناسی پزشکی باکتری            
 

IJMM1398;13(3): 164-174 

در و  است  سودوموناس آئروژینوزا  ،طلب فاکتور کلونیزاسیون مهم برای پاتوژن فرصت یک  IV پیلی تیپ  زمینه و اهدف:

شود. از این رابطه مشخص می  های میزبان نقش دارد. هر تیپ پیلی با یک ژن کمکی خاص کد گیری بیوفیلم و اتصال به سلول شکل 

بندی مولکولی آن استفاده کرد. هدف  و همچنین تیپ   اسودوموناس آئروژینوز های  درمانی برای تشخیص سویه   یتوان به عنوان هدف می 

  ، سوختگی و محیطی است.   (CF)سیستیک فیبروزیس های  های کمکی در نمونه های مختلف ژن ارزیابی فراوانی تیپ   ،این مطالعه 
 

از انتهای  محیطیسوختگی و همچنین پسماندهای  ، CFاز بیماران سودوموناس آئروژینوزاهای نمونه :کار روش و مواد

های استاندارد میکروبی و بیوشیمیایی کشت داده و شناسایی ها با استفاده از روش. نمونهشدآوری  جمع  ،95تا انتهای سال    94سال  

 پرایمرهای اختصاصی انجام شد.  با PCR توسط جوشاندن و DNA . استخراجندشد
 

بررسی   CF)  نمونه  25نمونه سوختگی و   30نمونه محیطی،    35)  آئروژینوزاسودوموناس  ایزوله    90روی هم رفته    ها: یافته 

  ایزوله مثبت بودند. 2و  71به ترتیب در  tfpZ و tfpOشد. 

 

ها، نظر از منبع نمونهبسیار متنوع است. صرف  سودوموناس آئروژینوزاتیپ پیلی    ،دست آمده ه  براساس نتایج ب  گیری:نتیجه

توان فرض کرد این های سوختگی دیده شد، میفقط در نمونه tfpZ بود. با در نظر گرفتن این واقعیت که tfp ، tfpOترینشایع 

گیری از تر و بهره جامعه آماری بزرگ درانجام این مطالعه  ،تیپ خاص ممکن است در شرایط حاد بالینی ظاهر شود. درنهایت

 کنیم.تر تایپینگ را پیشنهاد می های جامع روش
 

  سیستیک فیبروزیس ،IVتیپ  پیلی ،سودوموناس آئروژینوزا :هاژه وا کلید
 

 برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.دسترسی آزاد؛ کپی: شناسی پزشکی ایرانمجله میکروب ©رایت کپی

 :مسئول  ۀنویسند
 حسین دبیری 

دانشکده  ی،پزشک شناسییکروبگروه م

 یدشه یدانشگاه علوم پزشک ی،پزشک

 یرانتهران، ا ی،بهشت

 

 پست الکترونیک:

hodabiri@gmail.com 

مهمقد
های جنس سودوموناس در خانواده سودوموناداسه، شامل باسیل 

 هوازی مطلق، اسپور،  بدون  فاست،  اسید  غیر گرم منفی، متحرک، 

یک  سودوموناس آئروژینوزا  .(1) کاتالاز مثبت و اکسیداز مثبت است 

بیماران مبتلا به سوختگی، فیبروزیس طلب مهم در پاتوژن فرصت 

های فاضلاب بیمارستانی قادر به است و در سیستم  سیستیک تنفسی 

زایی بیماری .  (2)  تواند وارد محیط شود کلونیزه شدن بوده و از آنجا می 

به علت تولید چندین فاکتور ویرولانس همراه  سودوموناس آئروژینوزا 

کتور ویرولانس همراه سلول سلول و فاکتورهای خارج سلولی است. فا

ساکارید هستند که شامل پیلی، فلاژل، پیوسیانین، فیمبریه و لیپوپلی 

فلاژل، پیلی و فیمبریه در اتصال و چسبندگی باکتری به سلول میزبان 

به عنوان یک عامل   سودوموناس آئروژینوزا نقش دارند. پیلی تیپ چهار  

ها در فرایند اتصال باکتری شرکت اتصالی قدرتمند در انواع محیط 

 ای و به عنوان گیرنده  دارد پیلی در اتصال به موسین دخالت   کند. می 

های سطح سلول  انسانی در GM2و  GM1های لیگاند  قوی برای 

پیلی نوع چهارم به سه   ،کلی  به طور  . (3) شود تلیالی محسوب می اپی 

. (4) شود تقسیم می   Tadو IVa  ،IVbهای زیرخانواده اصلی به نام 

های گرم منفی است که ای از باکتری تنها گونه   سودوموناس آئروژینوزا 

 (. 5)هر سه زیرخانواده از پیلی نوع چهارم در آن مشاهده شده است  

 های نام  به  اصلی  خانواده زیر  سه  به  چهارم  نوع  پیلی  کلی حالت در 

Tad ،T4b وT4a  اما  شود تقسیم میT4aP  ترین نوع آن در شایع
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دو سیستم  .کنند ها رشد می هایی است که در آزمایشگاه باکتری 

تا به حال   سودوموناس آئروژینوزا گلیکوزیلاسیون پیلی در  -Oمشخص  

( اتفاق PilO)  TfpOآشکار شده است. اول گلیکوزیلاسیون به واسطه 

اریل ترنسفراز است که یک واحد الیگوساک- O، یک PilOافتد. می 

ساکارید( به )لیپوپلی   Lpsسنتز شده به وسیله مسیر تولید    Oژن  آنتی 

 کنداضافه می  Іهای گروه ترمینال پیلین - Cآمینواسید سرین 

 (PilAІ ) (6).  هایی با باکتریTfpO یافته قادرند پیلی های جهش

این  . دهندکنند و حرکت پیچشی از خود نشان می  ایجادسطحی را 

مسئله بیانگر آن است که گلیکوزیلاسیون برای عملکرد باکتری لازم 

این تغییر پس از ترجمه یک مزیت پاتوژنیک  ،در عوض  ؛ نیست 

جهش دارند  TfpOهایی که در ژن باکتری  چون د شو محسوب می 

متری در ایجاد نیافته دارای توانایی ک های جهش نسبت به باکتری 

دومین سیستم گلیکوزیلاسیون پیلی   . )7 (پنمونی موشی حاد هستند 

که   Pa7و    IV  ،Pa5196های گروه  در سویه   سودوموناس آئروژینوزا در  

 O ژنیافته آنتی هستند یافت شد. یک سویه جهش  TfpOفاقد 

)Pa5196(  ،دهنده آن است کرد که نشان   ایجادهای گلیکوزیله را    پیلی

 .اند گرفته  أ های دارای گلیکان از مسیر دیگری منش پیلی که  

در  T4aهای اصلی  گروه متفاوت از پیلی  پنج تاکنون 

اند که بر اساس طول سکانس، شناسایی شده  سودوموناس آئروژینوزا 

های کمکی پیلی که در پایین دست و شباهت پروتئین   Dاندازه ناحیه  

های شناخته شده، . اولین گروه د ن شو بندی می طبقه   قرار دارند   ژن پیلی 

   های گروهپیلین   PA103و    PA01  ،PAKهای  بودند، سویه   IIو    Iگروه  

II های کمکی بین  ها فاقد ژن کنند. این سویه را بیان میPilA2   و پایین

سویه   (1244ترئونین هستند. برعکس سویه  tRNAدست ژن 

کمی  Iیک گروه پیلین  PA2192( و سویه LESاپیدمیک لیورپول 

 tRNAهای و ژن  PilAهای اضافی بین ژن  ORFتر و یک بزرگ 

در جایگاه  Iهای گروه ترئونین دارند که در گلیکوزیلاسیون پیلین 

 IIIهای گروه پروتوتایپ الل  1995دخیل است. در سال  108سرین 

یافت شد. اسپانج برگ و  سودوموناس آئروژینوزا در ایزوله خاصی از 

اسیدآمینه دارد که  III ،173کارانش نشان دادند که پیلی تیپ هم 

و یک قالب خوانش باز با   است  های شناخته شده قبلیبلندتر از پیلی 

شود و در پایین نامیده می  TfpYعملکرد نامشخص دارد که امروزه 

، IIIهای گروه های بیشتر با الل قرار دارد. ایزوله  PilAدست ژن 

 و  IIIهای )گروه  های جدیدهای دو پیلین با الل  هایهمچنین ایزوله 

IV  یافت شد.  سودوموناس آئروژینوزا سویه  300بیشتر از  ( متعاقبا

های بیشتر ها کم بوده است، آزمایش تعداد ایزوله ازآنجاکه اندازه نمونه 

 .(8) تواند منجر به کشف گوناگونی بیشتر شود می  احتمالا 

را  )TfpZ( های کمکیها و پروتئین پیلین  Vهای گروه سویه 

ها به شرح زیر است: کنند. ترتیب شیوع الل بیان می   IIIشبیه به گروه  

است اگرچه راملینگ و همکارانش در یک مطالعه نشان   5  و  3،  1گروه  

متعلق است. تا به    II  به گروه  سودوموناس آئروژینوزا ترین  دادند شایع 

شود که ( می Pa97 ،Pa5196له ) شامل دو ایزو  IVامروز گروه 

کد  PilA4را در پایین دست  TfpXو  TfpWهای کمکی پروتئین 

ها در بیوتیک نجاکه میزان مقاومت به انواع آنتی آ از  . (9)کنند می 

های اخیر به طور چشمگیری در سال  سودوموناس آئروژینوزا باکتری 

تحقیقات انجام بر اساس توصیفات فوق و  و ( 10-12) افزایش یافته 

های کدکننده ها و تنوع موجود در سکانس ژن گرفته و با وجود تفاوت 

برده و احتمال وجود های نام پیلی و همچنین تنوع در حضور پیلی 

سودوموناس زایی باکتری ارتباط این عوامل با نوع و میزان بیماری 
تیپ   پیلی بر آن شدیم به بررسی فراوانی    ، در مقالات موجود   آئروژینوزا 

 لکولی موجود بپردازیم.و م های  با روش   سودوموناس آئروژینوزا چهار در  

 ها روش مواد و  
نمونه   35ی جداشده، سودوموناس آئروژینوزا نمونه  90از مجموع 

نمونه جداشده از بیماران   30، بیمارستان سوختگی  محیطی از فاضلاب 

 نمونه مربوط به  25و  ی شهیدمطهر  ن ستا ر بیما  به  ه کنند جعه ا مر سوختگی 

ها  بودند. نمونه فیبروزیس بیمارستان کودکان مفید  سیستیک    کودکان مبتلا به 

  ست، ا خو در  س سا ا بر  آوری شدند. جمع  95تا انتهای سال  94از انتهای سال 

  به  بلافاصله  مناسب  یط ا شر و در  شد  م نجا ا  ستریل ا  یط ا شر در  داری بر نمونه 

 . شد   منتقل   پزشکی   ه نشکد دا   شهیدبهشتی،   پزشکی   م علو   ه نشگا دا   ه مایشگا آز 

کننده   های خلط بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس مراجعه نمونه 

دار تلقیح  به بیمارستان مفید، به محیط کشت مک کانکی آگار و آگار خون 

ساعت انکوبه شدند و در    24درجه سلسیوس به مدت    37ی  شد و در دما 

وبی و بیوشیمیایی نظیر اکسیداز و  های کشت میکر ها با روش نهایت نمونه 

درجه سلسیوس و همچنین    41و    4و رشد در دماهای    OF  و   TSIکاتالاز و  

  سودوموناس آئروژینوزا زایی و بو به عنوان خصوصیاتی مانند رنگ دانه 

به عنوان    PAO1 سودوموناس آئروژینوزا . سویه استاندارد شدند شناسایی 

های محیطی نیز از فاضلاب بیمارستان سوختگی  کنترل استفاده شد. نمونه 

  6های باکتریایی محیطی طی آوری نمونه با رعایت اصول استاندارد جمع 

با استفاده از روش   سودوموناس آئروژینوزا های و سویه  شد آوری ماه جمع 

های  . نمونه دند ش فنوتیپی، بیوشیمیایی و آزمایشگاهی شناسایی و ایزوله 

جداشده از بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس،   سودوموناس آئروژینوزا 

گلیسرول    % 30حاوی    TSBهای  های محیطی، در محیط سوختگی و ایزوله 

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.   70  و در دمای 
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 مراز ی پل   ی ا ره ی واکنش زنج و    DNAاستخراج  

  200مقدار از باکتری به روش جوشاندن،   DNAبرای تهیه نمونه 

میکرولیتر از آب مقطر استریل را در داخل میکروتیوب ریخته و از  

در آب حل کرده    ، کلنی برداشته   3- 4  ، ساعته(   24های تازه کشت ) کلنی 

ـه مــدت و  درجه   100بنماری دقیقــه در  10سوسپانسیون بـ

دور در دقیقه    10000از سـانتریفوژ بـا دور    پس   . قرار داده شد سلسیوس  

به   PCRبرای انجام  DNAحاوی  دقیقه، محلول رویی  5به مدت 

 .جدیـد منتقل شد   ب میکروتیو 

سه زیرگروه پیلی نوع    کننده های کد در مطالعه ما بررسی وجود ژن 

از  و با استفاده  PCRبا روش  TfpZو   TfpOهای ژن  شامل  چهارم 

 انجام شد.   1  شماره   ذکر شده در جدول   اختصاصی های  پرایمر 

و بدین شرح انجام گرفت: بافر   Lμ 25در حجم  PCRواکنش 

Amplicon, Iran) Master Mix 1x به مقدار )Lμ  5 /12 ،   از هر پرایمر با

  ngr/L  300  ،  Lμ 4با غلظت   DNAو    Lμ 5 /0میزان    به   mM 10غلظت  

  ها میکروتیوب   سازی، آماده   و   تهیه   از   پس   دیونیزه استفاده شد.   مقطر   آب   و 

قرار داده شد. برنامه    (Bio Intellectica, Canada)دستگاه توموسایکلر    در 

 .است  شده   خلاصه   2  جدول  ها در سویه  از  هرکدام  برای  موردنظر  ژن  تکثیر 

 ,.Bioneer Co) سازی خالص  کیت  از  استفاده  با  PCR محصولات 

Korea) PCR   رشته   دو   هر   توالی   تعیین   و  Forward   هم   و  Reverse   توسط  

  از   استفاده   با ها  سکانس   BLAST.  شد   انجام   جنوبی   کره   Bioneer  شرکت 

  از  استفاده  با  نیز  آماری  های تحلیل . شد  انجام  NCBI اطلاعاتی  بانک 

. شد   نجام ا   23نسخه    SPSS  افزار نرم 

 

 IVتیپ  پیلیهای زیرگونه از TfpZ و  TfpO هایژنهای پرایمر نوکلئوتیدی سکانس .1 جدول

 نام پرایمر (5′-3′) توالی الیگونوکلئوتید (bp) طول محصول مرجع

Forward 5′- CGTAGGGCTTGCACTGCTAT-3′ 363 مطالعه این   Reverse 5′- 
AAGAACCCTCCCAACACGAC-3′ TfpO 

مطالعه این  464 Forward 5′- AGATTAGGGCGTTCGCTGTT-3′ 

Reverse 5′- CCGCAGGACATCCATTAGCA-3′ TfpZ 

 

 TfpO و TfpZهای ژن شناسایی و تکثیر اجرایی . برنامه2 جدول

TfpZ TfpO ژن 

 مراحل )°(Cدما زمان )°(Cدما زمان

 دناتوراسیون اولیه 95 دقیقه 15 95 دقیقه 15

 دناتوراسیون 95 ثانیه 30 95 ثانیه 30

 اتصال 72 ثانیه 30 72 دقیقه 1

 سازیطویل 58 ثانیه 30 60 ثانیه 45

 سازی نهاییطویل 72 دقیقه 7 72 دقیقه 7

 چرخه 35 35 35 35
 

 هاافته ی
 35ی جداشده، سودوموناس آئروژینوزا نمونه  90از مجموع 

نمونه  25نمونه جداشده از بیماران سوختگی و  30نمونه محیطی، 

مربوط به سیستیک فیبروزیس بودند. بر اساس نتایج به دست آمده، 

بوده  %80ایزوله به دست آمده  90در بین  TfpOمیزان فراوانی ژن 

 09( از مجموع % 20نمونه )  18و  TfpOایزوله واجد ژن  72است. 

 بررسـی  بـرای   PCR  واکـنش  اتمام  از   پس  بودند.  TfpOقد ژن  فا   ،نمونه 

 safe  حاوی   آگارز  ژل   روی  PCR  محصولات   الکتروفورز   باندها  نمایش  و 

staining   دستگاه  با   نتایج  و   شد   انجام  Gel Documentation  شد  ثبت 

 (.2و    1  های شکل ) 

در هر    TfpOهای مورد مطالعه میان فراوانی  بر اساس تفکیک گروه 

  )%88/ 57(سویه    31 ، سویه محیطی  35گروه به شرح زیر است. در بین  

منفی   ، ( از لحاظ این ژن % 11/ 42نمونه )  4بودند و  TfpOواجد ژن 

سویه ایزوله شده از بیماران سیستیک   25شناسایی شدند. در بین 

(  % 32نمونه )   8بودند و    TfpO( واجد ژن  % 68سویه )   17تعداد    ، فیبروزیس 

سودوموناس  منفی شناسایی شدند. همچنین در بین  ، از لحاظ این ژن 
(  % 80سویه )   24  ، دست آمده از زخم بیماران سوختگی ه  های ب آئروژینوزا 

( از مجموع  % 20سویه )   6حالی است که   این در   ؛ بودند  TfpOی ژن دارا 

که از   دست آمده از بیماران سوختگی دارای این ژن نبودند ه  ایزوله ب   30

 (. P  >0/ 05داری نشان ندادند ) لحاظ آماری ارتباط معنی 
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بوده    % 2/ 22ایزوله به دست آمده    90در    TfpZمیزان فراوانی ژن  

از مجموع   % 97/ 77نمونه  88بوده و  TfpZایزوله واجد ژن  دو است و 

بر اساس نوع   TfpZبودند. میزان فروانی ژن  TfpZنمونه فاقد ژن  90

های محیطی، سیستیک  های مورد مطالعه که شامل گروه گروه 

  35فیبروزیس و سوختگی بودند به صورت زیر به دست آمد. در بین 

  25نبودند. در بین    TfpZواجد ژن    ها سویه محیطی، هیچ کدام از سویه 

ها از لحاظ  شده از بیماران سیستیک فیبروزیس، تمام سویه سویه ایزوله 

های به  سودوموناس آئروژینوزا این ژن منفی شناسایی شدند. در بین 

( دارای ژن  6%/ 66)  سویه   2  فقط   ، دست آمده از زخم بیماران سوختگی 

TfpZ   30( از مجموع  93%/ 33)  سویه   28بودند. این در حالی است که  

و ارتباط    ایزوله به دست آمده از بیماران سوختگی دارای این ژن نبودند 

 . ( P  >0/ 05) داری مشاهده نشد  آماری معنی 
 

 
 )bp363 ( سودوموناس آئروژینوزاهای فرعی پیلی تیپ چهار از ژن TfpOژن  PCRنتایج ژل الکتروفورز حاصل از . 1شکل 

ژن  PCRمحصول  DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo scientific) ،3- 16جفت بازی  50: مارکر M: کنترل مثبت، 2. کنترل منفی، ستون 1ستون 

TfpO (363 )جفت باز 
 

 
 )bp364 (  سودوموناس آئروژینوزاپیلی تیپ چهار  TfpZژن فرعی  PCRاز نتایج ژل الکتروفورز حاصل  .2شکل

ژن  PCRمحصول  DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Thermo scientific) ،3- 16جفت بازی  50: مارکر M: کنترل منفی. 2: کنترل مثبت؛ ستون 1ستون 

TfpZ (364 )جفت باز 

 

 بحث 
های متنوع، قابلیت بالای سازگاری و حیات در محیط  بروز 

خارج  DNAباکتری را مستعد یک مجموعه عظیم از قطعات 

ها، ها، اینتگرون کرومزومی و عوامل تغییردهنده ژنوم نظیر باکتریوفاژ 

این در حالی است که   (. 13)دهد  ها و دیگر عناصر قرار می ترانسپوزون 

ویژه محیط بیمارستانی در منابع محیطی به  سودوموناس آئروژینوزا 

پیلی تیپ  ،از فاکتورهای مهم کلونیزه شدن  .(14)شود کلونیزه می 

امروزه این مطلب پذیرفته شده است که  چهار سودوموناس است. 
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قادر به بیان سه نوع مشخص و مجزا از  سودوموناس آئروژینوزا 

 است.  Tadو    IVa  ،IVbهای  های پیلی نوع چهارم به نام نه زیرگو 

هایی است که در ترین نوع آن در باکتری شایع  IVaپیلی تیپ 

در های فرعی پیلی تیپ چهار ژن کنند. ها رشد می آزمایشگاه 

اند که بر اساس طول تاکنون شناسایی شده  سودوموناس آئروژینوزا 

گروه   5به  های کمکی پیلی  تئین و شباهت پرو   D  سکانس، اندازه ناحیه 

 و در گلیکوزیلاسیون پیلی تیپ چهار نقش دارند.   شودبندی می طبقه 

های فرعی ای پیرامون مقایسه میزان فراوانی ژن تاکنون مطالعه 

 سودوموناس آئروژینوزا های  ها و جمعیت پیلی نوع چهارم در بین سویه 

های محدودی در زمینه گوناگونی انجام نشده است و تنها بررسی 

پیلی نوع چهارم انجام گرفته   IVaژنومیکس و میزان فراوانی زیر گونه  

های از این رو، در مطالعه حاضر به بررسی حضور ژن . (17-15)است 

سودوموناس در بین جامعه  PCRفرعی پیلی تیپ چهارم به روش 
ه شده از بیماران سیستیک فیبروزیس، سوختگی های ایزول آئروژینوزا 

های سوختگی پرداختیم که از شبکه فاضلاب مرکز مراقبت  و محیطی 

 ایزوله شده بود.

های توجهی از سویه با توجه به نتایج به دست آمده، درصد قابل 

ی جدا شده از منابع مختلف در این مطالعه، سودوموناس آئروژینوزا 

( بودند. پراکندگی و شیوع این TfpOهار )پیلی تیپ چ  Iدارای گروه 

های محیطی و گروه از پیلی بسته به نوع نمونه، متفاوت است و نمونه 

سوختگی بیشترین شیوع را در رابطه با این نوع از پیلی تیپ چهار را 

های سوختگی در نمونه  %80های محیطی و در نمونه  %88با شیوع 

جدا شده از بیماران مبتلا به های نشان دادند. به دنبال آن، نمونه 

دارای این نوع از پیلی تیپ چهار بودند.  % 68سیستیک فیبروزیس، 

های محیطی و سوختگی دارای قرابت دهد سویه این یافته نشان می 

های جدا شده از سیستیک فیبروزیس هستند. بیشتری نسبت به سویه 

Kus   ( دریافتند که فراوانی گروه  2004و همکاران )I   پیلی تیپ چهار

)TfpO(   بیشتر از سایر   سودوموناس آئروژینوزا های جداشده از  در سویه

ها بوده است و باعث کلونیزاسیون اولیه در بیماران سیستیک  گروه 

در بیماران  سودوموناس آئروژینوزا و منشأ  (7)شود فیبروزیس می 

و همکاران  Kusطبق مطالعه  س، از محیط  است. سیستیک فیبروزی

محیطی و سیستیک   ، های بیمارستانیدر نمونه   TfpO( فراوانی  2008) 

است که در مقایسه با  %69/ 7و  % 58/ 3 ، % 30/ 5فیبروزیس به ترتیب 

های سیستیک فیبروزیس در نمونه  TfpOمطالعه ما بیشترین میزان 

است که  % 3/ 7و  % 0 ، % 4/ 2به ترتیب  TfpZاست و همچنین فراوانی 

های بیمارستانی ها نیز در نمونه در مقایسه با مطالعه ما بیشترین یافته 

( دریافتند که 2010و همکاران )  Deligiann . (18)مشاهده شد 

های سیستیک فیبروزیس بسیار بیشتر از سایر در نمونه   TfpOفراوانی  

. همچنین (19)ها است و در ارتباط با کلونیزه شدن باکتری است  گروه 

های از ایزوله  TfpO( فراوانی 2009و همکاران )  Pirnayدر بررسی 

بود که تا حدودی بالاتر از میانگین  % 55/ 8سیستیک فیبروزیس 

و سیستیک فیبروزیس  TfpOیان است اما ارتباط قوی م  ( %48/ 2) 

 (.20)برخلاف مطالعه انجام شده مشاهده نگردید  

پیلی تیپ  Vدر مطالعه حاضر، آنالیز نتایج نشان داد که گروه 

های سوختگی دیده شد و سایر از نمونه   % 66/6فقط در  )TfpZ(چهار  

  ها فاقد این گروه از پیلی تیپ چهار بودند.نمونه 

 ی ریگجهینت
پیلی تیپ چهارم   Iما نشان داد شیوع گروه    مجموع، مطالعه در  

 (TfpO در جمعیت سویه ) سودوموناس آئروژینوزا  های مورد مطالعه 

ویژه بالا بود و ازآنجاکه این ژن فرعی در انواع فرآیندهای باکتریایی به 

گیری بیوفیلم تغییرات پس از ترجمه )گلیکوزیلاسیون پیلی( و شکل 

میزان بالای ویرولانس  دهنده نسبتا  بالای آنها نشان  نقش دارد، شیوع 

و  گرفته  منجا ا  تمطالعا  سسا ا بر  ایرانی است.  های مورد مطالعه سویه 

 مطالعه  رد مو  جامعه  حجم : شود می  د پیشنها  ه مدآ  به دست  نتایج

 ی ها روش  سسا ا  بر  نمونهها  شود؛  تر ع متنو  جامعه  یابد؛ طیف  یش ا فز ا 

 فنوتیپی و  ژنوتیپی ت خصوصیا  شوند؛ یبند تیپ  تایپینگ ل معمو 

 .شود  سیر بر   رم چها   تیپ  پیلی   ییرگونهها ز   با ط تبا در ار   ی بیشتر 

 سپاسگزاری 
شناسی دانشکده بدینوسیله از همکاری صمیمانه گروه میکروب 

 کنیم.پزشکی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی تشکر می 

 تعارض منافع
 .منافع گزارش نشده استن تعارض در بین نویسندگا
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