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Background and Aims: A major problem in the treatment of Pseudomonas aeruginosa 

infections is the emergence of strains with multiple resistances (MDR). The aim of this study 

was to identify virulence genes lasB, toxA, algD, exos in P. aeruginosa isolated from human 

and animal using Multiplex-PCR method and determination of antibiotic resistance. 

Materials and Methods: This cross-sectional study was performed on the 120 non-

repetitive samples, including, 60 clinical samples of human and 60 animal samples collected 

from Tehran, Iran. Antibiotic susceptibility test was performed by disk diffusion test. The 

multiplex - PCR method was performed to identify various virulence genes.  

Results & Conclusion: The highest resistance rate was related to amoxicillin and amikacin 

in the both types of samples. lasB and exoA genes were the most prevalent virulence 

determinants in the human and animals samples, respectively. The results of antibiotic 

susceptibility test showed that the resistance in human strains was far higher than animal and 

this could be the result of arbitrary administration of the drug. The lasB gene in human 

specimens and the exoA gene in animals play an important role in the development of the 

disease. 
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Introduction 
Pseudomonas aeruginosa is a gram negative, 

motile and spore-free bacilli found in the 
environment as saprophytes (1). The presence of 
various virulence factors and resistance to a wide 
range of antibiotics, and disinfectants caused this 
organism to survive in different environments (2). In 
domestic animals, this bacterium is a resistant 
pathogen that causes high economic losses (3). 
There are various virulence factors in this 
bacterium, including flagella, pili, alginate, and 
extracellular proteases. Other virulence 
determinants in this organism includes, exotoxin A 
(exoA), elastase (lasA/B),  exoenzyme S, U, and T 
(exoS, exoU, exoT), protease IV alkaline protease 
(AprA), pyocyanin (a redox-active toxin) and 
sialidase (4). ExoA is the main component of the 
type II secretion system (T2SS) which prevents 
protein synthesis through the transfer of the 
adenosine diphosphate-ribosyl (ADPR) from 
nicotinamide- adenine dinucleotide (NAD) to 
elongation factor 2 (eEf-2), resulting in the inhibition 
of protein. ExoS is a type III secretion (TTS) effector 
and a major cytotoxin that is required for 
colonization, invasion and dissemination during 
infection. Elastases are in the form of two enzymes 
Las A (serine protease) and Las B (zinc 
metalloprotease) that act as synergists and break 
down elastin (5). This action can damage the lung 
parenchyma and cause bleeding lesions of the skin. 
This enzyme has tissue-damaging activity and is 
capable of degrading various plasma proteins such 
as immunoglobulins, coagulation and complement 
factors, and alpha-proteinase inhibitor. There is 
evidence for a role of elastase in localized infections 
such as experimental pseudomonas keratitis, 
pneumonia, and burn infection (6). So, the aim of 
this study was the simultaneous molecular 
detection of lasB, toxA, algD, exos genes in 
Pseudomonas aeruginosa isolated from human and 
animal samples by Multiplex-PCR and 
determination of antibiotic resistance pattern. 

Materials and Methods 

Bacterial Isolation 

In this cross-sectional study conducted from 
February 2014 to August 2015, 120 samples (60 
human burn samples and 60 animal samples) were 

collected. All isolates were identified as 
Pseudomonas aeruginosa using the traditional 
biochemical and microbiological identification tests. 
Each strain was preserved in brain heart infusion 
broth (Merck Co., Germany) containing 20% (v/v) 
glycerol at -80°C for further use. 

Antibiotic Susceptibility Test 

Based on the Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI M100), disk agar diffusion (DAD) test 
was performed on the Muller Hinton agar plates for 
the following antimicrobials: ceftazidime (CAZ; 30 
µg), gentamicin (GM, 10 µg), piperacillin (PRL, 100 
µg), amikacin (AK, 30µg), ciprofloxacin (CIP, 5 µg) 
and imipenem (IPM; 10 µg). All antimicrobial disks 
were purchased from HIMEDIA® (Himedia 
Laboratories pvt Limited India). 

Polymerase Chain Reaction 
Genomic DNA was extracted from the colonies 
grown on the brain heart infusion (Merck Co., 
Germany) agar plates by the CinnaPure-DNA 
Extraction Kit (CinnaGen Co. Tehran, Iran), and then 
kept on -20°C until used. The primers used in this 
study are shown in Table 1. Multiplex-PCR reaction 
was performed in a final volume of 25 µL including 
12.5 µL PCR master mix 5X (Sinaclone, Iran) 
containing Taq DNA polymerase (0.05 U / µL), MgCl2 
(3 mM) and dNTPs (0.04 mM), 0.7 µL of each primer, 
3 µL of template DNA (10 ng) and 3.9 µL of sterile 
deionized water. The samples were amplified in a 
gradient thermal cycler (Eppendorf, Germany) as 
follows: initial denaturation at 94°C for 3 min 
followed by 30 cycles of denaturation (94°C for 30 s), 
annealing (55°C for 60s) extension (72°C for 60s) and 
finally the process ends with a final extension at 72°C 
for 5 min. PCR products were loaded on 1.0% agarose 
gel, stained with Gel Red™ (Biotium, Landing Pkwy, 
Fremont, CA, USA) and photographed with UV (Bio-
Rad, Hercules, USA). 

Results 

In both human and animal specimens, the 
highest resistance rate were related to amoxicillin 
and amikacin (100%) and there was no significant 
difference in two type samples (P>0.05) (Table 2). In 
this study, the highest frequency of virulence genes 
in human and animal samples was related to lasB 
(93.3%) and exoS (33.3%), respectively. The algD 
gene was not found in animal samples. 
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    Table 1. Oligonucleotide primer sequences used in this study (7) 

Product size (bp) Primer sequences (5ʹ→3ʹ) gene 

1310 
F= ATGCGAATCAGCATCTTTGGT 

R= CTACCAGCAGATGCCCTCGGC 
algD 

300 
F= GGAATGAACGAAGCGTTCTC 

R= GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG 
lasB 

352 
F= GGTAACCAGCTCAGCCACAT 

R= TGATGTCCAGGTCATGCTTC 
toxA 

504 
F= CTTGAAGGGACTCGACAAGG 

R= TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT 
exos 

 

    Table 2. Number (%) of susceptibility and resistance of Pseudomonas aeruginosa strains 

Antimicrobial 

agents 

Human samples Animal samples 

R S R S 

IPM (83.4 )50 10 )16.6) (10 )6 54 (90) 

CAZ (6.6 )4 56 (93.4) (3.3 )2 58 (96.7) 

PRL (100 )60 0 (0.0) (100 )60 0 (0.0) 

CIP (10 )6 54 (90) (6.6 )4 56 (93.4) 

AK (100 )60 0 (0.0) (100 )60 0 (0.0) 

GM (66.7 )40 20 (33.3) 10 )16.6) 50 (83.4) 

Ceftazidime (CAZ), gentamicin (GM), piperacillin (PRL), amikacin (AK), ciprofloxacin (CIP) and imipenem (IPM), S, susceptible; 
I, intermediate; R, resistant.   

 

   Table 2. Frequency of Pseudomonas aeruginosa virulence genes 

virulence encoded genes 
Source of samples 

exoS ToxA lasB algD 

10% 76.6% 93.3% 86.6% Human 

33.3% 20% 30% 0% Animals 

 

 

Discussion 
Misuse, overuse and arbitrary use of 

antibiotics have led to the emergence of drug 
resistance. This resistance occurs by the induction 
of antibiotic-modified enzymes, porins loss, 
changes and mutation in the receptor or the site 
of effect of the antibiotics (1,3). Makedou et al. 
(2000) showed that 15% of the strains were 
resistant to amikacin (8). Vaez et al. (9), Fazeli et 
al. (10) and Khalaji et al. (11) showed that the rate 
of resistance to the ciprofloxacin was 53.7%, 
98.7% and 100%, respectively. This difference 

may be due to differences in source of samples 
and year of study. 

Imani Foolad et al. (2011) found from 110 
strains of P. aeruginosa isolated from different 
infections, 93 (84.5%) of strains had exoA gene 
(12). Considering the samples collected from 
burn patients and the role of these genes in 
causing skin diseases and injuries, it is certain 
that the above genes are more prevalent and 
this suggests that the type of sample may be 
involved in the prevalence of genes. In 2019, 
Pournajaf et al. showed that LasB, exoS, toxA 

M
M

2
M 
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and algD, genes were predominant in cystic 
fibrosis P. aeruginosa strains. This contrast may 
be related to source of samples. 

Conclusion 

The results of the present study showed 
that the lasB gene in human samples and the 
exoS gene in animals have a significant role in 
the incidence of the disease. Also, resistance in 
human strains is much higher than in animal 
isolates and this may be due to arbitrary 
administration of the drug. 
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هایی با مقاومت چندگانه ظهور سویه  آئروژینوزا،  سودوموناسهای ناشی از  مشکل اساسی در درمان عفونت  زمینه و اهدف:

(Multidrug resistance-MDRاست. ازا )حدت  یهاتحقیق، شناسایی ژناین هدف از انجام  رو،ینlasB , toxA ،algD 

,exos  های انسانی و دامی با روش جداشده از نمونه سودوموناس آئروژینوزادرMultiplex-PCR و تعیین الگوی مقاومت آنتی-

 یوتیکی بوده است.ب

 نمونه بالینی دامی( 60نمونه بالینی انسان و  60نمونه ) 120مقطعی روی  -این مطالعه توصیفی :کار روش و مواد

  Multiplex-PCRانجام شد. روش  از دیسک به روش انتشار  بیوتیکیی. آزمون حساسیت آنتشددر تهران انجام  یرتکراریغ

 . شدحدت انجام  یهامنظور شناسایی ژن به

  exoAو    lasB  های ژن   . بود سیلین و آمیکاسین  آموکسی   مربوط به   ها نمونه در هر دو نوع  بیشترین میزان مقاومت    و بحث ها: یافته 

بیوتیک نشان داد که مقاومت در  ی انسانی و دامی داشتند. نتایج آزمون حساسیت آنتی ها نمونه در بیشترین میزان شیوع را به ترتیب 

ی انسانی و ژن  ها نمونه در  lasBیجه تجویز خودسرانه دارو باشد. ژن درنت تواند بیشتر از دامی بوده و این می  مراتب به های انسانی یه سو 

exoA    نقش بسزایی در بروز بیماری دارد.   ها دام در 
 

 Multiplex-PCRفاکتورهای ویرولانس،  سودوموناس آئروژینوزا، :هاواژه  کلید

 

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

 مسئول: ۀنویسند

دانشکده علوم زیستی،  ،کیومرث امینی

 نواحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایرا

   ایمیل:
dr_kumarss_amini@yahoo.com  

 مهمقد

باسیلی گرم منفی، هوازی اجباری،   سودوموناس آئروژینوزا 

صورت ساپروفیت در محیط وجود  متحرک و فاقد اسپور بوده که به 

. دارا بودن فاکتورهای ویرولانس متعدد و مقاومت به طیف  (1)دارد 

ها و گندزداها کلید موفقیت و  ها، دزانفکتانت بیوتیک وسیعی از آنتی 

ها این  در دام  (.2) است  های مختلف حیط این ارگانیسم در م  ی بقا 

که ضررهای   مقاوم به درمان است  زای یماری باکتری از عوامل ب 

سین  ک . اگزوتو (3)کند  وارد می   ی پرور اقتصادی بالایی را به صنعت دام 

A  یک پروتئین سمی است و توسط ژنtoxA  و باعث   شود ی کد م

در مرحله بیوسنتز پروتئین   EF2کننده اختلال در فاکتور طویل 

مهم در   ی سبب سنتز آلژینات شده و فاکتور  algDژن  شود. ی م 

مزمن در بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس محسوب   ی ها عفونت 

منجر به مرگ    شود ی کد م   exoSکه توسط ژن    S. اگزوتوکسین  شود ی م 

همچنین  مرگ سلولی و    ، سلول میزبان و تخریب اکتین اسکلت سلولی 

افزایش  باعث    یجه درنت   شود؛ ی ایش پاسخ التهابی و تشدید بیماری م افز 

حاد نظیر   ی ها پاسخ التهابی و تشدید بیماری در بیماران با عفونت 

  Las A. الاستازها به شکل دو آنزیم  (4،5)شود  اکتسابی می   یه الر ذات 

صورت  که به  هستند )متالوپروتئاز روی(  Las Bروتئاز( و سرین پ ) 

کنند. این عمل سبب  نموده و الاستین را تجزیه می  سینرژیسم عمل 

ا  م دهنده پوست )اکتی ضایعات خونریزی بروز آسیب به پارانشیم ریه و 

. لذا هدف از انجام تحقیق، جداسازی  (6) شوند گانگرونوزوم( می 

از سودوموناس   lasB, toxA ،algD,exosهای زمان ژن مولکولی هم 

های انسانی و دامی با روش  ه جداسازی شده از نمون  ی آئروژینوزا 

Multiplex-PCR  در این  بیوتیکی است و تعیین الگوی مقاومت آنتی .

مطالعه به منظور معنی داری داده ها، پس از جمع آوری نتایج،  

اسکوئر  - ( وارد شد و آزمون کای 18)نسخه    SPSSاطلاعات حاصله در  

 رفته شد. در نظر گ 0/ 05انجام گردید. سطح معنی داری در این مطالعه  
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 مواد و روش کار

تا مرداد  1393بهمن  از مقطعی که  - در این مطالعه توصیفی

 60نمونه بالینی انسان و  60نمونه )  120انجام شد، تعداد  1394

ها و مطالعات گانیسم در نمونه ار بر اساس فراوانی    نمونه بالینی دامی( 

و کاملًا تصادفی از ترشحات و زخم افراد  یرتکراری صورت غ به  ،قبلی

ی دامی از ها دارای سوختگی از بیمارستان مطهری تهران و نمونه 

 برای . شد آوری کلینیک دامپزشکی وابسته به دانشگاه تهران جمع 

استاندارد بیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی   یها از آزمون ها،  ی کلن   أیید ت 

حساسیت آنتی بیوتیکی به روشانتشار     آزمون همچنین،    استفاده شد. 

بر روی محیط مولر هینتون آگار )شرکت مرک، کشور  دیسک از 

و مطابق با دستورالعمل موسسه استاندارد آزمایشگاه و بالین آلماان(  

 (CLSI ) های سفتازیدیمدیسک  ، . جهت انجام این آزمون شدانجام 

 (µg  30 )جنتامایسین ،  (µg  10 ) سیلین ، پیپرا   (µg  25) آمیکاسین ، 

 (µg 30) سیپروفلوکساسین ، (µg 5 )پنم ، و ایمی  (µg 10 ) از ،

-Himedia Laboratories Pvt.Limited (HIMEDIA)شرکت 

INDIA  حدت، ابتدا  یها منظور تکثیر ژن به در نهایت،  .گردید تهیه

DNA  با استفاده از کیت  ها یه ژنومی سو  CinnaPure-DNA 

( Cat. No.: PR881613. 50Preparations)سیناکلون، ایران( )

برای ژن (  1)جدول  پرایمرهای اختصاصی  پس از تهیه  .  شد   استخراج 

واکنش شرکت سیناکلون )ایران(،  از    lasB  و   algD  ،exoS  ،toxAای  ه 

Multiplex-PCR  12/ 5شامل  یتر ل یکرو م  25به حجم نهایی 

 Taq)سیناکلون، ایران( حاوی  PCR master mix 5X یتر ل یکرو م 

DNA polymerase (U/µL 05/0 ) ، (mM 3 ) 2MgCl  و (mM 

04 /0 ) dNTPs ، 7 /0  0/ 8میکرولیتر از هر یک از پرایمرها به غلظت 

 3/ 9نانوگرم( و  10الگو )  DNAمیکرولیتر از  3میکرومولار، 

میکرولیتر آب دیونیزه استریل تهیه و با استفاده از گرادیانت 

: واسرشت اولیه شدانجام  صورت ین )اپندورف، آلمان( بد  یکلر ترموسا 

شامل: مرحله  سیکل  30دقیقه،  3به مدت  سلسیوس درجه  94

ثانیه، مرحله  30به مدت  سلسیوس درجه  94واسرشتگی در دمای 

دقیقه و مرحله  1به مدت  سلسیوس درجه  55اتصال پرایمرها در 

دقیقه، مرحله بسط  1به مدت  سلسیوس درجه  72سازی در طویل 

 دقیقه. 5به مدت    سلسیوس درجه   72نهایی  

 

 نتایج

میزان مقاومت مربوط  های انسانی و دامی بیشتریندر نمونه

درصد بوده  100سیلین و آمیکاسین های آموکسیبیوتیکبه آنتی

 بیوتیک تفاوتیو در این دو گروه در بروز مقاومت به این دو آنتی

 ،در این بررسی (.2)جدول  (P> 0.05نشد )مشاهده  دارییمعن

و  انسانی یهادر نمونه ژن های ویرولانس بیشترین میزان فراوانی

ود ( ب3/33%) exoS( و 3/93%) lasBمربوط به ژن  ی به ترتیبدام

در نمونه های دامی یافت نشد. algDژن  (.3 جدول)

 

 

 

 (7) توالی های پرایمری استفاده شده در این مطالعه. 1جدول        

 ژن (5'→3'پرایمرها )توالی  (bpاندازه محصول)

1310 F= ATGCGAATCAGCATCTTTGGT 

R= CTACCAGCAGATGCCCTCGGC 
algD 

300 
F= GGAATGAACGAAGCGTTCTC 

R= GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG 
lasB 

352 
F= GGTAACCAGCTCAGCCACAT 

R= TGATGTCCAGGTCATGCTTC 
toxA 

504 
F= CTTGAAGGGACTCGACAAGG 

R= TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT 
exos 
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 آئروژینوزا سودوموناس هاییهسو مقاومت و حساسیت( درصد) تعداد. 2 جدول       

 نوع آنتی بیوتیک
 نمونه دامی نمونه انسانی

 تعداد )%(

 مقاومهای سویه 

 )%( تعداد

 حساسهای سویه 

 )%( تعداد

 مقاومهای سویه 

 )%( تعداد

 حساسهای سویه 

 54( 90) 6( 10) 10( 6/16) 50( 4/83) ایمی پنم

 58( 7/96) 2( 3/3) 56( 4/93) 4( 6/6) سفتازیدیم

 (0/0) 0 60( 100) (0/0) 0 60( 100) پیپراسیلین

 56( 4/93) 4( 6/6) 54( 90) 6( 10) سیپروفلوکساسین

 0(0/0) 60( 100) 0(0/0) 60( 100) آمیکاسین

 50( 4/83) 10( 6/16) 20( 3/33) 40( 7/66) جنتامایسین

 
 

 سودوموناس آئروژینوزاهای حدت فراوانی ژن. 3جدول 

 های تحت مطالعه نام ژن
 نمونه أمنش

exoS ToxA lasB algD 

 انسانی 86/ 6% 93/ 3% 76/ 6% 10%

 دامی 0% 30% 20% 33/ 3%
 

 بحث  

استفاده نادرست، بیش از حد و خودسرانه از آنتی بیوتیک ها 

سبب ظهور مقاومت دارویی شده است. این مقاومت به وسیله القای 

آنزیمهای غیرفعال کننده آنتی بیوتیک ها و  یا موتاسیون در ژن 

های کد کننده پروتئین های غشای خارجی، تغییر در رسپتور و یا 

 2000در سال Makedou می دهد. محل اثر آنتی بیوتیک ها رخ 

و  Vaez. (8)به آمیکاسین مقاوم بودند  هایه سو  %15نشان داد که 

 (11)و همکاران  Khalajiو  (10)و همکاران  Fazeli، (9)  همکاران 

 نشان دادند که میزان مقاومت به سیپروفلوکساسین به ترتیب برابر 

به دلیل  تواند ی بود. این اختلاف م  100و %  % 98/ 7، درصد  53/ 7

و اختلاف جغرافیایی باشد. نتایج مطالعه  ها یه تفاوت در منبع سو 

دیگر نشان داد که مقاومت  هاییق فعلی در مقایسه با تحق 

و   استکمتر   ها بیوتیک ی در بیماران نسبت به سایر آنت  بیوتیکی ی آنت 

 .دبه این باکتری دار   مبتلا  یماران درمان ب  را برای لازم    ییهنوز کارا 

Imani Foolad   سویه  110از  1390و همکاران در سال

دریافتند که مختلف  ی ها سودوموناس آئروزینوزا جداشده از عفونت 

 .(12)بودند    Aدارای ژن اگزوتوکسین    هایه ( از سو % 84/ 5مورد )   93

از بیماران سوختگی و نقش این   شده ی آور های جمع با توجه به نمونه 

های ، مسلم است که ژن پوستی   هاییب س و آ   یماری ها در ایجاد ب ژن 

این مطلب است که نوع   یدمؤ این  و    فوق شیوع بیشتری داشته باشند 

 باشد.  دخیل ها در میزان شیوع ژن  تواند ی نمونه م

 گیرینتیجه 

ی هانمونهدر  lasBنتایج مطالعه پیشِ رو نشان داد که ژن  

نقش بسزایی در بروز بیماری دارد.  هادامدر  exoSانسانی و ژن 

بیشتر از ایزوله  مراتببههای انسانی یهسوهمچنین، مقاومت در 

 یجه تجویز خودسرانه دارو باشد. درنتتواند  های دامی بوده و این می

 تشکر و قدردانی

نویسندگان از پرسنل محترم آزمایشگاه تحقیقاتی پاسارگاد   

شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد میکروب )واقع در تهران( و گروه 

-ساوه تشکر نمایند. همچنین از پرسنل محترم آزمایشگاه میکروب

شناسی بیمارستان شهید مطهری )واقع در تهران( و کارکنان محترم 

کلینیک دامپزشکی دانشگاه تهران به دلیل یاری رساندن در امر 

 کنیم.گیری تقدیر و تشکر می نمونه 

 منافع  تعارض

 .است نشده گزارش منافع در تعارض نویسندگان بین
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