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Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen that causes mastitis 

resistant to treatment in lactating dairy cows. This bacterium is a nosocomial pathogen and 

can be also transmitted to humans through food. Antibiotic resistance and biofilm 

production are two important factors in the pathogenesis and long-term persistence of 

Pseudomonas aeruginosa infections. Pseudomonas aeruginosa has two complete Quorum 

sensing systems that cause the activation of pathogenic genes. The aim of this research was 

to study of frequency of Quorum sensing genes in Pseudomonas aeruginosa isolated from 

bovine mastitis in Maragheh city in 2022. In this descriptive cross-sectional study, 200 

cows with clinical mastitis were sampled and 60 Pseudomonas aeruginosa isolates were 

identified after biochemical and staining tests. Then the isolated samples were investigated 

for the presence of lasI and rhlR genes by PCR method. The frequency of lasI and rhlR 

genes was observed in 2 (3.33%) and 8 (13.33%) isolates, respectively. Also, 2 isolates 

(3.33%) harbored both lasI and rhlR genes simultaneously. In this research, the frequency 

of Quorum sensing genes was less than in previous studies on samples isolated from 

human cases, which geographical differences and ecological origin of bacterial isolates can 

play a significant role in justifying its cause. 
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در   (Quorum Sensing) های حدنصاب احساسبررسی فراوانی ژن

 موارد ورم پستان گاو جدا شده از پسودوموناس آئروژینوزاهای باکتری

 

 خلاصه

های مقاوم به درمان در گاوهـای طلب بوده که موجب بروز ورم پســتانهای فرصتاز مهمترین پاتوژن  دوموناس آئروژینوزاپسوباکتری  

بیوتیکی مقاومت آنتیبه انسان منتقل شود.    نیز  تواند از طریق مواد غذاییمی  یک پاتوژن بیمارستانی بوده و  . این باکتریشودری میشی

این باکتری، دو سیسـتم باشد. می پسودوموناس آئروژینوزاهای و تولید بیوفیلم دو عامل مهم در بیماریزایی و تداوم طولانی مدت عفونت

 هـد  از اناـام ایـن تققیـق، شـود. های بیماریزا میسازی ژندارد که سبب فعال (Quorum Sensing) ب احساسکامل حد نصا

جدا شده از موارد ورم پستان گاوی در شهر مراغـه در  پسودوموناس آئروژینوزاهای در باکتری های حدنصاب احساسبررسی فراوانی ژن

پسـودوموناس جدایه  60گیری شد و راس گاو مبتلا به ورم پستان بالینی نمونه  200از    در این مطالعه مقطعی توصیفی،بود.    1402سال  

و  lasIهای جهت حضور ژنسازی شده، ای جداهسپس نمونه  ند.تعیین هویت شد  ،و تستهای بیوشیمیایی  آمیزیرنگپس از  آئروژینوزا  

rhlR   به روشPCR .اساس نتایج بدست آمده، ژن  بر بررسی شدندlasI ( و ژن درصد 33/3جدایه ) دو درrhlR  جدایـه  هشتدر
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در ایـن تققیـق، را بطـور همزمـان داشـتند.    rhlRو    lasI( هـر دو ژن  درصد  33/3جدایه )  دو( مشاهده شد. همچنین  درصد  33/13)

هـای تفـاوت د کـههای جدا شـده از مـوارد انسـانی کمتـر بـوهای حدنصاب احساس نسبت به مطالعات قبلی بر روی نمونهفراوانی ژن

  توانند در توجیه علت آن نقش بسزایی داشته باشند.های باکتریایی میجغرافیایی و منشاء اکولوژیکی جدایه

های حدنصاب احساس، ورم پستان گاوی، ژنپسودوموناس آئروژینوزا :یکلید هایواژه  

 مقدمه

یک بیماریزای فرصت طلب انسانی و   آئروژینوزا پسودوموناس

بیماریزای بیمارستانی است که مسئول بروز   یکی از چهار

  دباشهای اکتسابی بیمارستانی میدرصد از تمام عفونت 1/10

(Jaffe  ،2001و همکاران). ترین عامل  ترین و شایعمقاوم

های بیمارستانی موجود تا به امروز که در غالب  عفونت

های ثانویه از علل مهم مرگ و میر در سراسر دنیا  عفونت

  اشدبمیسودوموناس آئروژینوزا پگردیده، باکتری معرفی 

(Schulert  ،2003و همکاران). پسودوموناس آئروژینوزا  

پستان کلینیکی با  مرونده بعنوان یکی از عوامل ایااد کن

باشد. این باکتری شیوع ناگهانی در گاوهای شیری مطرح می

ه  درصد گله را درگیر نمود سهدرصد و یا بیشتر از  یککمتر از 

پسودوموناس   شود.پستان مزمن تقت بالینی می ورمو موجب 

 93میلیارد دلار، انگلستان  دودر آمریکا بیش از  آئروژینوزا

میلیون دلار سالانه ضرر   100میلیون یورو و در استرالیا 

و همکاران،   Dalyکند )اقتصادی را به دامداران تقمیل می

در  وژینوزاناس آئرپسودومو(. بیماری ورم پستان ناشی از 1999

ها و  اثر عواملی مانند آب آلوده، ضدعفونی نامناسب کارتیه

های گردد و کارتیهدرمان نامناسب در دوران خشکی ایااد می

نمایند گاو به عنوان مخزن انتقال این باکتری عمل می

(Kong  ،2005و همکاران.) ی مقاومت لاسطح با

سیستم  ها و گریز ازبیوتیکبه آنتی روژینوزاآئسودوموناس پ

های گریز گردد. از مکانیسمایمنی باعث انتشار این باکتری می

-توان به آنتیسودوموناس میپاز سیستم ایمنی میزبان در 

اشاره نمود که به   روژینوزاآئسودوموناس پفاگوسیتیک بودن 
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چسبنده و تشکیل  لایهساکارید، کپسول، دلیل وجود لیپوپلی

در مراحل اولیه   حدنصاب احساسگنالینگ باشد. سی بیوفیلم می

ها گسترش بیوفیلم موثر است، که با تشکیل میکروکلنی

  ;Bagchi ،2016و  Chowdhury) شودمشخص می

Sabharwal  ،در تنظیم بیان ژن به    .(2014و همکاران

، انتقال پیام و ارتباط سلول به  (QSحدنصاب احساس )واسطه 

کند ید میولد باکتری تهایی که خوسلول از طریق سیگنال

های کنترل  برداری ژنگیرد و در نتیاه نسخهصورت می

در   . (2011و همکاران،  Deep) کنندمی ءرا القا QS کننده

.  rhlو  las :وجود دارد QS  این باکتری، دو سیستم کامل

 و  lasR های فعال کننده رونویسیشامل ژن las سیستم

lasI و سیستم rhl هایشامل ژن rhlI و rhlR   باشد.  می

و آلکالین پروتئاز را  A ستاز، اگزوتوکسینلاتولید ا lasI ژن

مسئول تنظیم تولید   rhlI کند. در حالی که ژنتنظیم می

  باشدستاز، سیانید و پیوسیانین می لارامنولیپید، آلکالن پروتئاز، ا

(Kumar  ،2011و همکاران; Senturk   ،و همکاران

های تنظیم  ه پروتئینتولیدکنند rhlR و las هایژن. (2012

باشند که با اتصال به سیگنال اختصاصی کننده رونویسی می

و  Kumar) شوند های بیماریزا میسازی ژنخود سبب فعال

برداری و بیان  ، سبب نسخهLas سیستم  .(2011همکاران، 

زا و رنگدانه پیوسیانین و تولید بیوفیلم که  های بیماریسایر ژن

باکتری به میزبان و همچنین مقاومت به سیستم در تهاجم 

ها و  گردد. بنابراین تعدادی از ژنبان نقش دارند، میایمنی میز

 سودوموناسپت ژنی را که عامل بیماریزایی لامقصو

و همکاران،   Chang) کندهستند را تنظیم می روژینوزاآئ

های مهم بیماریزایی و حدت در  از ژن QSهای ژن. (2014

و همکاران،   Bradbury) شودتری مقسوب میاین باک

2010; Rodrigues  ،هد  از اناام  . (2020و همکاران

های حدنصاب احساس در بررسی فراوانی ژناین تققیق، 

جدا شده از موارد ورم   پسودوموناس آئروژینوزاهای باکتری

. دبو 1402پستان گاوی در شهر مراغه در سال 

1 

هامواد و روش هانمونه اسازیآوری و جدجمع   
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 بــاکتری جدایــه 60در ایــن مطالعــه توصــیفی مقطعــی، 

در   راس گـاو مـورد آزمـایش  200)از    آئروژینوزا  دوموناسپسو

حـاد موارد ورم پسـتان بـالینی    از  شده  جدا(  گاوداریهای سنتی

گاوها در شهر مراغه )استان آذربایاانشرقی( )از اردیبهشت تـا 

پس از شناسایی ر گرفتند.  ( مورد بررسی قرا1402ماه سال  ید

های زرد رنگ و یا ترشـقات کارتیه درگیر )وجود دلمه یا لخته

اگزوداتیو آبکی پایـدار پـس از دوشـش سـوم، وجـود گرمـی، 

، سه ، برای جلوگیری از عفونت ثانویهقرمزی و درد در پستان(

 70 دوشش اول کارتیه مورد نظر دور ریختـه و بـا پنبـه الکـل

هـای شـیر در وـرو  سـپس نمونـه.  ضدعفونی گردید  درصد

استریل ریخته شـده و در کنـار یـلا بلافاصـله بـه آزمایشـگاه 

ها بر روی مقـی  کشـت مکـانکی آگـار و نمونه منتقل شدند.

، Merckشـــرکت )( EMBائـــوزین متـــیلن بلـــو آگـــار )

Germany)  ساعت در دمای   24و به مدت  کشت داده شدند

هـای س کلـونیگذاری شدند. سپگرمخانهسلسیوس  درجه    37

آمیزی گرم شدند و آزمایشات بیوشیمیایی زیر واهر شده، رنگ

اناـام شـد:   دوموناس آئروژینـوزاپسوجهت تشخیص باکتری  

، متیل SIMاکسیداز، کاتالاز، تولید اندول و حرکت در مقی   

ــکائر )Methyl redرد )  Voges(، وژ پروســــ

proskauer  توانایی مصر  قند لاکتوز و تولید گاز ،)Co2 

TSI (Triple sugar Iron agar ،)در مقـی  کشـت 

مصر  سیترات در مقی  کشت سیمون سیترات آگار، آرژنـین 

بــا قنــد گلــوگز و  OFدهیــدروژناز، اورنیتــین دکربوکســیلاز، 

ــد در  ــایی رش ــه  42توان ــیوسدرج ــرکت  سلس ، Merck)ش

Germany( )Winn  ،2006و همکاران  .) 

 

های مورد شناسایی مولکولی ژن

 العه مط

مـورد   آئروژینوزا  دوموناسپسوهای  از ایزوله  DNAاستخراج  

بررسی با استفاده از روش جوشـاندن اناـام شـد و کیفیـت و 

بر روی ژل آگـارز  کمیت آن به ترتیب با استفاده از الکتروفورز

 ,Eppendorf)و نانودراپ  )پایا پژوهش، ایران( درصد یک

Germany  )  و تـوالی مورد بررسی قرار گرفـت. مشخصـات

نشـان داده شـده اسـت.   1ه در جدول  پرایمرهای مورد استفاد

میکرولیتـر   20( در حاـم  PCRای پلیمـراز )واکنش زنایـره
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ــونیزه اســتریل،  6/11شــامل  ــر آب دی ــر  2میکرولیت میکرولیت

میکرولیتــر  6/0، )ســیناژن، ایــران( PCR  (10X)بــافر

MgCl2  ،5/0   میکرولیترdNTPs ،5/0  میکرولیتـر پرایمـر

، )سـیناژن، ایـران(  روندهعقبمیکرولیتر پرایمر    5/0،  جلورونده

)سـیناژن،   Taqپلیمـراز  DNA( 5U/µlمیکرولیتـر ) 3/0

 و  دمـایی  الگو اناام شد. برنامه  DNAمیکرولیتر    4و  ایران(  

 (Biometra, Germany) سـایکلرال ترمـ دستگاه زمانی

 آورده شـده 2در جـدول lasI و rhlR  هـایژن تکثیر برای

، NCBIلازم به ذکر است که نتـایج بلاسـت سـایت  )  است

و   bp133در دو منطقه    rhlRنشان داده است که پرایمر ژن  

bp780    مقصول    .(باند است  تشکیلقادر بهPCR  به مـدت

 الکتروفورز شد و سپسدرصد    5/1ساعت بر روی ژل آگارز    1

 شد. مشاهده (سیناژن، ایران) با اتیدیوم بروماید

 

 

 

 

 

 

 آئروژینوزا  دوموناسپسوlasI  و rhlR های ژنمورد استفاده جهت شناسایی پرایمرهای اختصاصی توالی و ویژگی  -1 لجدو

 توالی ژن

(3′→5′) 

محصول  اندازه

(bp ) 

 منبع
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rhlR F: TGCATTTTATCGATCAGGGC 

R: CACTTCCTTTTCCAGGACG 

133 Sabharwal  و

 2014همکاران، 

lasI F: ATGATCGTACAAATTGGTCGG 

R: GTCATGAAACCGCCAGTC 

600 Aghamollaei 

 2015و همکاران، 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های مورد آزمایشبرای تکثیر ژن دوموناس آئروژینوزاپسوهای نمونه  PCRشرای  اناام  -2جدول 

 ژن مورد آزمایش  تعداد چرخه  مرحله

 زمان)دقیقه/ ثانیه(

 

 (سلسیوسدما)
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  lasI/rhlR  

 94/94 ′4/′4 1 واسرشت اولیه 

 94/94 ′′30/′′30 35 شدن  واسرشت 

 55/59 ′′45/′′45  اتصال پرایمرها 

 72/72 ′′60/′′60  گسترش

 72/72 ′5/′5  1 گسترش نهایی

 

 

 

 

 

 

 نتایج 

ــان  ــه در می ــان داد ک ــده نش ــت آم ــایج بدس ــه  60نت جدای

جدا شـده از مـوارد ورم پسـتان گـاو،   آئروژینوزا  پسودوموناس

باشـند می rhlR( دارای ژن صددر 33/13جدایه )  هشتتعداد  

 دوموناسپســوجدایــه  60(. همچنــین از میــان 1)شــکل 

ــوزا ــداد آئروژین ــه ) دو، تع  lasI( دارای ژن درصــد 33/3جدای
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 را بطور همزمان داشتند.  rhlRو  lasI( هـر دو ژن درصـد 33/3جدایه ) دو(. همچنین 2بودند )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

  دوموناسپسو) مثبت کنترل: 2 . شماره50bp درصد و لدر 5/1 آگارز بر روی rhlR ژن PCR مقصول کتروفورز ال -1 شکل

  مثبت های نمونه: 17و   16، 12، 11، 10، 7، 6، 4 هایشماره  ، (تقطیر دو بار آب) منفی کنترل: 3 شماره  ؛(ATCC 27853 آئروژینوزا

 . rhlR ژن حضور لقاظ از منفی هاینمونه  ها:بقیه شماره ؛rhlR ژن حضور لقاظ از
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 آئروژینوزا دوموناسپسو) مثبت کنترل: 2 . شماره50bp درصد و لدر 5/1 آگارز بر روی lasI ژن PCR مقصول الکتروفورز  -2 شکل

ATCC 27853)ژن حضور لقاظ از مثبت های نمونه: 14و 11 هایشماره ، (تقطیر دو بار آب) منفی کنترل: 3 شماره ؛ lasIبقیه   ؛

 . lasI ژن حضور لقاظ از فینم هاینمونه  :اهشماره

 

   بحث

با آلودگی ناشی از   دوموناس آئروژینوزاپسوورم پستان ناشی از  

و همکــاران،  Schauerخـا  یــا مقــی  در ارتبـاط اســت )

ــوزاپســوورم پســتان حــاد ناشــی از (. 2021  دوموناس آئروژین

معمولاً به عفونت مـزمن تبـدیل شـده و حتی گانگرونوز حـاد 

 ابتلا به ورم پسـتان گـزارش شــده اسـت  اردمو  درصد  10در  

(Carmeli    ،1999و همکاران.)  انـد کـه تققیقات نشان داده

لیتـر در هـر میلـی  آئروژینـوزا  سپسودوموناباکتری    410تعداد  

شـود. بنـابراین های چشمی در مـوش مـیباعث ایااد عفونت

و   Ohman)  باشدتشخیص فوری این باکتری بسیار مهم می
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ویژگـی   از نظـر حساسـیت و  PCRروش  .  (1980همکاران،  

ها مقسـوب های تشخیص سریع باکترییکی از بهترین روش

در  rhlRو  lasIهـای در این تققیـق، فراوانـی ژنشود.  می

جـدا شـده از مـوارد ورم   پسودوموناس آئروژینـوزاهای  باکتری

ایـن  بـود. درصـد 33/13و  درصـد  33/3پستان گـاو بترتیـب  

هـای وانـی ژنار در ایـران بـر روی فراتققیق برای اولـین بـ

ــاس ) ــاب احس ــاکتری Quorum Sensingحدنص ( در ب

جـدا شـده از مـوارد ورم پسـتان گـاو پسودوموناس آئروژینوزا  

گزارش کردند (  2015)  آقامولایی و همکاران.  اناام شده است

جدا شـده از  پسودوموناس آئروژینوزاهای  نمونه  درصد  100که  

 بودند.  lasIانی در شهر تهران دارای ژن  موارد بالینی بیمارست

از درصـد    82/47نشـان دادنـد کـه    (2017)سیاسی و قاضـی  

هـای فونـتجـدا شـده از ع  پسودوموناس آئروژینوزاهای  نمونه

امینـی  بودند . rhlRادراری بیماران در شهر تهران دارای ژن 

-گزارش کردند کـه فراوانـی ژن  (2016)  بزناانی و همکاران

پسـودوموناس آئروژینـوزا هـای  در نمونه  lasIو    rhlRهای  

های گوارشی انسانی در شهر تهران بترتیـب جدا شده از نمونه

گـزارش (  2022)  بود. دری و همکاران  درصد  60و    درصد  پنج

پسـودوموناس هـای  در نمونـه  rhlRکردند کـه فراوانـی ژن  

جدا شده از بیماران بستری شـده در جنـوب اسـتان   آئروژینوزا

هـای چنـد دوموناسپسـوافزایش وهور    بود.  درصد  96  فارس

مقاومتی با عوامل انتقال دهنـده ژنـی یـا پالستیسـیته ژنـی و 

ژنـوم  درصـد 10توانایی تشکیل بیوفیلم ارتباط مستقیم دارد و 

 دشــوکنتــرل مــی QSبــا سیســتم  آئروژینــوزا ســودوموناسپ

(Kiran  ،2011و همکــاران). کــه  انــدهنشــان داد تققیقــات

و   Kiranرد)با حساسیت ضد میکروبی ارتباط دا  QSم  سیست

ــاران،  ــتم (. 2011همک ــص در سیس ــاهش   QSنق ــبب ک س

تواند شود، که این میروبی میمقاومت در برابر عوامل ضد میک

باشد   روی حساسیت ضد میکروبی  QSدلیلی بر تأثیر سیستم  

(Siasi  وGhazi ،2017; Kiran  ،2011و همکــــاران .)

نشــان  پســودوموناس آئروژینــوزا یرو کیتســتمایس اتمطالعـ

 انیاست که ب  عمومی  کنندهمیشبکه تنظ  کی  QSاند که  داده

 کنـدیکنتـرل م  QS  یهاژن را توس  القاکننده  300از    شیب

(Smith  وIglewski ،2003.)  در بســـیاری از تققیقـــات

ــی  ــایی اختصاص ــت شناس ــه جه ــام گرفت ــودوموناس پانا س

هـای بیماریزا و ژن هایبی ژنردیا PCR به روش آئروژینوزا
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باشـند، های سطقی که عامـل تهـاجم مـیکد کننده پروتئین

اختصاصی بوده و در های  مورد توجه قرار گرفته است. زیرا ژن

شروع و ایااد بیماری به وسـیله ایـن بـاکتری نقـش مـوثری 

توجه به نکات مذکور و فاکتورهای بیمـاریزای خـارج   . بادارند

هـای ژن  سـودوموناس آئروژینـوزاپوسـیله  سلولی ترشح شده ب

که در بیمـاریزایی ایـن  rhl و las حدنصاب احساسسیستم 

باکتری نقش کلیدی و کنتـرل کننـده دارنـد بـه عنـوان یـک 

و   Siasi)  کاندید دارای حساسیت و اختصاصیت مطرح هستند

Ghazi ،2017) در  2011. در مطالعـــه اپیـــدمیک در ســـال

های بیماریزای و ژن  QSهای  ژن  هندوستان تققیقاتی درباره

های عفونـت جدا شده از نمونه سودوموناس ائروژینوزاپباکتری  

حـاکی از توزیـع متغیـر ایـن مااری ادراری اناام شد و نتایج 

-ها بود که برای شناسایی مارکرهای تشخیصـی در نمونـهژن

با توجه بـه سـرعت .  های کلینیکی این ارگانیسم مفید هستند

سـودوموناس پهای مولکولی در تشـخیص  ی روشو مزایا  بالا

باشد کـه راهی مناسب در شناسایی آن می  PCR، روژینوزاآئ

 واند مانع از ایااد عوارض بیشتر عفونت در بیمـاران شـودتمی

(Flores-Mireles    ،2015و همکاران.)  هـای فراوانـی ژن

rhlR  و  lasI  های جدا شده از موارد ورم پستان گاو در نمونه

ین مطالعه نسبت به دیگر مطالعات با منشاء انسانی بسـیار در ا

هـای کمتر است که نشان دهنـده اخـتلا  در پراکنـدگی ژن

ــ ــذکور در ب ــویهحــدت م ــ  ین س ــای مختل پســودوموناس ه

هــای از تفـاوت "باشـد کـه ایــن امـر احتمـالامـی آئروژینـوزا

هـای جـدا جغرافیایی و نیز اختلا  در منشاء اکولوژیکی سویه

علت تفاوت در   شود.)مواد غذایی، انسان و دام( ناشی میشده  

در مطالعـات مختلـ   پسـودوموناس آئروژینـوزامیزان فراوانی 

سیسـتم نـوع    تواند ناشی از منطقه جغرافیایی مورد مطالعه،می

ضـع  مـدیریت مـزارع، وجـود آبهـای آلـوده یـا  پرورش دام،

ی و مخازن آلوده به ایـن بـاکتری، تفـاوت روشـهای جداسـاز

شناسایی باکتری و احتمال بروز خطـا در روشـهای شناسـایی 

رعایت بهداشت پستان گاو و دست کـارگران در حـین باباشد.  

ورم پسـتان بخصـو  و مناسب مداوای به موقع  شیردوشی و

میزان آلودگی بـالای پسـتان گاوهـا بـا   ،در گاوداریهای سنتی

  کاهش خواهد یافت.  پسودوموناس آئروژینوزاباکتری 

گیری کلی نتیجه  
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در   rhlRو    lasIکه فراوانی ژنهـای    داد  نشان  حاضر  مطالعه

جدا شده از موارد ورم پستان  سودوموناس آئروژینوزاباکتریهای  

های مطالعه شده در تققیقات گاو در شهر مراغه کمتر از نمونه

-قبلی بود که تفاوتهای جغرافیایی و منشاء اکولوژیکی جدایـه

تواننـد در تغییـر نتـایج تققیقـات، نقـش های باکتریـایی مـی

 چیکه حضور ه  ییهاهیآن، جدابسزایی داشته باشند. علاوه بر  

 شتریب  یبه بررس  ازینشان ندادند، ن  مورد نظر را  یهااز ژن  کی

آنهـا در   یو نقـش احتمـال  حـدت  یهـاژن  ریحضور سـا  یبرا

  عفونت دارند.

 سپاسگزاری 

ق، مساعدت نمودند  از کلیه کسانی که در اناام این تققی

م. کار پژوهشی صورت گرفته،  کمال تشکر و قدردانی را دار

طرح مستقل با ماوز دانشگاه آزاد اسلامی واحد مراغه بوده و  

توس  نویسنده    ،های مربوط به اناام این تققیقکلیه هزینه

 مقاله تامین شده است.  
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