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های بیوفیلم در سویه استحکامموثر در  Bla-per1یر نانوذرات نقره بر بیان ژن تاث بررسی

 با استفاده از روش بیوتیک،مقاوم به آنتی بومانیاسینتوباکتر
Quantitative Real-Time PCR 

 1شیدا بیرانوندو  2، سید عطااله سادات شاندیز*1توحید پیری قراقیه

 گروه زیست شناسی ،شهرکرد زاداسلامی، واحد، دانشگاه آ، شهرکردایران 1

 تهران مرکزی، گروه زیست شناسی ، دانشگاه آزاداسلامی، واحد، تهرانایران 2

 07/07/1399 تاریخ پذیرش: 02/10/1398 تاریخ دریافت:

 چکیده

 ییانااست. تو یتانمارسیب ی شدیدهاعفونت یو حدت، عامل اصل یکیوتیبیمقاومت آنت شیافزا لیدلبه  بومانیاسینتوباکتر

 کمک یپزشک زاتیجهتو  مارستانیب طیاز جمله مح یطینامساعد مح طیآن در شرا یبه بقا لمیوفیب لیدر تشک اسینتوباکتر بومانی

وباکتر اسینت یوتیکآنتی بم به های بالینی مقاوایزولهبیوفیلم  استحکام نقره روی اتذرهدف از این مطالعه بررسی اثرات نانو کند.یم
مت میکروبی به روش ، تعیین مقاو اسینتوباکتر بومانینمونه بالینی  100پس از جداسازی و تشخیص افتراقی . باشدمی مانیبو

 دارندگی ازلظت بازغحداقل  .شناسایی شدندبا تست فنوتیپی و ژنوتیپی  سویه های تشکیل دهنده بیوفیلمآنتی بیوگرام انجام و 

 SubMICتیمار شده با غلظت  سویه های مقاوم Bla-per1نقره تعیین و بررسی بیان ژن رشد سویه ها علیه نانوذرات تجاری 

وط به مرب از باکتری ها جداشده نمونه 12تعداد  انجام شد. Quantitative Real- Time PCRبه روش  نانوذرات نقره

ررسی ب. ل دادندم قوی تشکیه و ساختار بیوفیلبودبجز کلیستین مقاوم  ی مورد مطالعههابیوتیکبه تمامی آنتیاسینتوباکتر بومانی 

نقره  اتنانوذر SubMICت ها با غلظتیمار سویهبود.  های مقاومدر سویه Bla-per1تایید کننده حضور ژن  PCRمولکولی 

کی دارای اثرات بیولوژیقره نانوذرات ن نشان داد. P≤0.05در سطح معناداری  Bla-per1ژن  بیان در قابل قبولیکاهش بیان 

دارویی  وان کاندیدبه عن معناداری بر کاهش حدت و بیان ژن های مقاومت و تشکیل بیوفیلم اسینتوباکتربومانی می باشند، بنابراین

 می توانند مورد توجه قرار گیرند.

 .Bla-per1، ژن  نقره ات، بیوفیلم، نانوذربومانی توباکتراسین کلیدی: وازه های

 Ata.sadatshandiz@iauctb.ac.ir پست الکترونیکی:، * نویسنده مسئول

 مقدمه

 با ارتباط در منفی گرم باکتری یک بومانی اسینتوباکتر

-عفونت خصوص به ،بیمارستان از شده کسب هایعفونت

 این می باشد. ICU یا ویژه هایمراقبت بخش های

 ،باکتریمی جمله از باکتریائی هایعفونت شامل هاعفونت

 عفونت و مننژیت ،ادراری مجاری هایعفونت ،پنومونی

 شدید و جدی هایعفونت معمولا .(19و 1)باشندمی زخم

 عنوان به نمپایمی از استفاده با بومانی اسینتوباکتر از ناشی

 این . با(2) گیرند می قرار درمان وردم انتخابی داروی

-گونه میان در اخیر یهاسال در دارو این به مقاومت وجود

 این و باشدمی افزایش حال در بومانی اسینتوباکتر های

 multidrug) رسیستنت دراگ مولتی معمولا هاایزوله

resistance )یا MDR هایسویه. (23)هستند MDR 

 و مقاومت ای برایکنندهویران ظرفیت بومانی کترانتوبیاس

 امر این دلیل ؛دارند بیمارستان فضای در انتقال و گردش

 و زنده سطوح روی بیوفیلم تشکیل در هاآن زیاد توانایی

 روی بر کوکوباسیل هااین  (.25و  3) باشدزنده می غیر
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-دستگاه انواع و پزشکی جمله تجهیزات از مختلف سطوح

 و وریدی تترهایاک همچونپزشکی  با ارتباط در های

تشکیل  گلو در استفاده مورد هایتراشه لوله و ادراری

 فاکتوری چند ماهیت به توجه با .(3) دهندمی بیوفیلم 

 و هاژن از تعدادی بومانی اسینتوباکتر در بیوفیلم تشکیل

 در هک باشندمی دخیل فرایند این در آنها محصولات

 با مرتبط روتئین، پOmpAشامل  هاژن این متعدد مقالات

 Bla-per1 یا per-1بتالاکتاماز همچنین و Bap (25) بیوفیلم

 و چسبندگی در مهمی بسیار شنق که است شده گزارش

 .(10) کنندمی ایفا بومانی اسینتوباکتر در بیوفیلم تشکیل

 بتالاکتاماز هایژن از ایگسترده طیف علاوه بر این

(ESBL) اسینتوباکتر با ارتباط در آنها مهمترین از یکی که 

 پنیسیلین به مقاومت ایجاد املع باشد،می Bla-per1 ژن

(penicillins) سفوتاکسیم (cefotaxime) سفتیبوتن 

(ceftibuten) سفتازیدیم (ceftazidime) مونوباکتام و 

(monobactam) کارباپنم به اما مقاومت (24) باشدمی 

(carbapenem) سفامایسین و (cephamycin) کاهش را 

 شد داده نشان 2004 سال سشی در مطالعات دردهد. می

 و پلاستیکی سطوح به بومانی اسینتوباکتر چسبندگی که

 تا (bronchial epithelial cells) رونشب اپیتلیال هایسلول

-و پروتئین Bla-per1 بیان و حضور به وابسته زیادی حد

امروزه محققان در . (20)باشدمی ژن این از بیان  ناشی های

های حل های جدید برای درمان باکتریحال جستجوی راه

 بکارگیری هارویکردیکی از این . ستندمقاوم به دارو ه

های کاربردی یکی از زمینههمواره  کهنانوذرات 

-می بوده، های میکروبینانوبیوتکنولوژی در درمان عفونت

ره میکروبی نقضداز زمان باستان خواص . (11) باشد

به  نقرهاخیرا به دلیل ساخته شدن است ولی شناخته شده 

صورت نانو ذرات، سطح تماس و خاصیت ضد میکروبی 

ه در نقر .(12) درصد افزایش یافته است 99آن تا بیش از 

لی دارد، وهی کمی دکنشواخاصیت ی گتر فلزربزد بعاا

د، حد نانومتر تبدیل میشودر کوچکتر د بعاامانی که به ز

یابد، به همین دلیل آن افزایش میکشی وبمیکرخاصیت 

. (13) شوددر پزشکی به بررسی اثرات آن اهمیت داده می

بار سطحی و نسبت سطح به  نانوذرات نقره به علت داشتن

ها را با تعادل میکروارگانیسم DNAها و ، آنزیمحجم خود

ون مثل تیول، الکترون بین گروه های دهنده الکتر

-ید، ایمیدازول، اندول و هیدروکسیل غیر، آمکربوکسیلات

میکروبی که از رشد باکتری نماید. تغییرات ضدفعال می

-کنند، یک هدف مطلوب محسوب میبیماریزا ممانعت می

های . از آنجا که در زمان تشکیل بیوفیلم هزینه(17) شود

 مبارزه باهای فعلی برای بودن درماندرمان بالا رفته و گران

ن باکتری و همچنین عدم کارایی کافی این بیوفیلم ای

تواند استفاده از نانوذرات نقره برای درمان می ،هاروش

-های آنتیبه دلیل مقاومت. راهکار مناسبی تلقی شود

-های کمی از آنتی، کلاساسینتوباکتر بومانیبیوتیکی 

های ناشی از این باکتری ها برای درمان عفونتبیوتیک

ها ها و کارباپنمپنمایمی درنتیجه گرفته و مورد استفاده قرار

-می یبیوتیکآنتی های مطرح برای درمانگزینه تریناز مهم

 مبارزه باها آخرین خط درمانی در بیوتیکد. این آنتیشنبا

، ازجمله های گرم منفیهای ناشی از باکتریعفونت

 اصلیکلید  ،طبق مطالعاتباشند. می اسینتوباکتر بومانی

-Bla هایتوان در بیان ژنها را میمت به کارباپنممقاو

per1ژن بیان و اگرچه حضور .(16) جستجو کردBla-per1 

در  اسینتوباکتربومانی در بیوفیلمبا تشکیل  مستقیم طوربه

 (silico analysis) سیلیکویی آنالیز اما باشدنمیارتباط 

 سمیدپلا روی بر بومانی اسینتوباکتر در ژن این که داد نشان

 در هاترنسپوزون و هااینتگرون یک کلاس با و شده حمل

 هایژن معمولا انتقال قابل ژنتیکی عناصر این .است ارتباط

 مواقع برخیدر  و کرده حمل را بیوتیکنتیآ به مقاومت

 تجمع یکدیگر کنار در که) متابولیک هایژن از هاییتکه

 قیاف ژن انتقال شکل به یندفرآ این توسط (دارند

(horizontal gene transfer mechanism) بین باکتری ها 

 هک مشخص شدمکانیسم  این کمک به .(2)منتقل می شود

 ATP binding و ABC transporter کناری هایژن احتمالا

protein ژن کنار در که ها Bla-per1 به اندگرفته قرار 
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 (retrotransposon ISCR1) هایرتروترنسپوزون عنوان

iscr1 دارای بیوفیلم ساختار تشکیل در ایگونه به توانندمی 

از آنجایی که نانوذرات نقره به عنوان  .(9) ایفا کنند نقش

نانوذرات فلزی اثرات خوبی روی سویه های مورد آزمایش 

می توان از این ماده به شکل گسترده در  ،دارند اسینتوباکتر

ضدعفونی کردن محیط و پسماندهای بیمارستانی و 

 .استفاده کرد همچنین به شکل خوراکی یا تماسی در بدن

تاثیر نانوذرات نقره بر میزان رسی برهدف از این مطالعه 

بیوفیلم در  استحکاممی باشد که در  Bla-per1بیان ژن 

 .نقش دارد بومانیاسینتوباکترمقاوم به داروی سویه های 

 شهاو رو ادمو

 :ی باکتریاییلههاویزا جمع آوریتهیه نانوذرات نقره و 

 %99/99 خلوص و انومترن 20متوسط  با اندازه نقرهنانوذره 

از شرکت برهان US Nano شرکت آمریکایی  تساخ

تا  1397در این پژوهش طی سال های خریداری گردید. 

ه بکوک نمونه بالینی مش 100مدت پنج ماه تعداد  به، 1398

در  شهر تهران جمع آوری وهای از بیمارستان اسینتوباکتر

به منظور محیط کشت مولر هینتون آگار کشت داده شد. 

، پس از انتقال اسینتوباکترگونه  تایید تشخیص جنس و

وی ررا ها ها به محیط آزمایشگاه، هر یک از نمونهنمونه

 وآگار کشت داده کانکی های کشت بلاد آگار و مکمحیط

درجه  37ساعت در  24های کشت به مدت سپس محیط

 ارینگهد ایبر .گراد در انکوباتور نگهداری شدندسانتی

 یوحا مایع کشت محیطرا در  نهاآ ،هایباکترطولانی مدت 

 ادگرتیسانرجه د -70 یمادر د سپسو  تلقیح ولگلیسر

  .شدند ارینگهد

جهت انجام کشت : تست حسایت آنتی بیوتیکی

 استاندارد روشبیوگرام یا تست حساسیت میکروبی از آنتی
 CLSI= Clinical and) طبق پروتکل دیسک دیفیوژن

Laboratory Standard Institute) های دیسک وفاده است

، پنمایمی شامل ، هند(Himedia)بیوتیکی مورد استفاده آنتی

سفتازیدین، ، 10µgکلیستین به میزان  ،جنتامایسین

و   5µgبه مقدار  ینسیپروفلوکساس، 30µgایمیکاسین 

 .بودپیپرسیلین تازوباکتام 

در تست : تشخیص بیوفیلم و ژنوتیپی تست فنوتیپی

محیط کشت  توسطو همکاران  فریمنروش از فنوتیپی 

، BHIمحیط کشت حاوی  و (5) استفادهآگار ردکونگو

 g/L 37به ترتیب به میزان  رنگ کونگو رد و  زراکاس ،آگار

 ،10g/L ،50g/L  0.8و g/L باشد. سویه های بالینی می

در رد در پلیت حاوی محیط کشت کنگو اسنیتوباکتر بومانی

ساعت کشت داده  24ت به مددرجه سانتی گراد  37دمای 

های مشکی رنگ و بیوفیلم کلنی شده و درصورت تشکیل

 دهند.های قرمز رنگ تشکیل میکلنی در غیر این صورت

 %2حاوی  TSBنوتیپی، ابتدا محیط کشت ژجهت تست 

گلوکز تهیه و استریل شد و جهت تهیه سوسپانسیون 

باکتری، به کدورت نیم مک فارلند رسید. در انتها در یک 

میکرولیتر از محیط یاد  200خانه به هر چاهک  96پلیت 

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری اضافه و  100شده و 

چاهک کنترل منفی  3ساعت انکوبه شد.  24سپس پلیت 

 3)عدم رشد باکتری در نتیجه عدم تشکیل بیوفیلم( و 

چاهک کنترل مثبت )رشد باکتری و تشکیل بیوفیلم( در 

ساعت برای مطالعه  24و پس از گذشت یک پلیت انتخاب 

بیوفیلم رنگ آمیزی انجام گردید. ابتدا محیط کشت ها از 

بار با بافر  2داخل چاهک ها دور ریخته شده و چاهک ها 

PBS  میکرولیتر شستشو و پس از شستشوی  200با حجم

 200به چاهک ها  ،مرحله قبل و خالی کردن چاهک ها

دقیقه در دمای اتاق  10و  میکرولیتر متانول مطلق افزوده

جهت سپس متانول را دور ریخته و پلیت  شد.انکوبه 

رولیتر کریستال ویوله میک 100ثابت شد. مقدار الکل  حذف

دقیقه در دمای اتاق  5 و اضافه کردهبه چاهک ها  %1

 200به هر یک از چاهک ها و چاهک ها خالی شد. انکوبه 

زوده و بعداز اف %33میکرولیتر استیک اسید گلاسیال 

دقیقه پلیت با دستگاه الایزا ریدر با طول موج  20گذشت 

برای بررسی نتایج از روش  خوانش شد.نانومتر  640

Optical density cut-off (ODc)  به منظور شداستفاده .
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چاهک های  ODنحراف معیار و میانگین اابتدا  ،بررسی

عیین تسپس طبق فرمول زیر محاسبه و کنترل منفی محاسبه 

 شد.انجام میزان بیوفیلم 

ODc = چاهک های کنترل منفی   OD میانگین    (انحراف معیار چاهک های کنترل منفی × 3) +

به چاهک های مورد مطالعه  ODc  ،ODبعداز محاسبه ی 

 شد.زیر دسته بندی  صورت

 OD > 4×ODc بیوفیلم قوی

 ≥ ODc 2×ODc ˂ OD×4 بیوفیلم متوسط

 ≥ ODc ODc ˂ OD×2 بیوفیلم ضعیف

 OD ≤ ODc بیوفیلم منفی

با استفاده از روش  Bla-per1ژن  مولکولی یشناسای

 مولکولی بررسی جهت تحقیق این در :PCRمولکولی 

به  DNAابتدا استخراج  هانمونه درBla-per1  نژ حضور

انجام شد. به این ترتیب که از کشت تازه  Boillingروش 

اشته و پس از حل باکتری ها به کمک لوپ یک کلنی برد

میکرولیتر آب مقطر، در بشر  1کردن در میکروتیوپ حاوی 

دقیقه میکروتیوپ  15در حال جوشیدن قرار داده و پس از 

است.  DNAسانتریفیوژ شد. مایع رویی در این حالت 

و شناسایی مولکولی  استفاده 2جدول  پرایمرهای ازسپس 

 μL 20 نهائی حجم در PCRروش واکنش به Bla-per1 ن ژ

 2Xاز   μL 9شامل  نمونه هر انجام شد. 1مطابق جدول 

Master mix (Ampliqon/ Denmark ،)2 μL  ازPrimer F 

آب  μL 6استخراج شده و  DNAاز  Primer R ،3 μLو 

 ش آزمای سری هر با استریل بود. تقطیر تزریق دوبار

PCRشد نظر گرفته در منفی کنترل یک و مثبت کنترل یک. 

 برنامه ثبت شد. 1 جدول در نیز ژن دو هر برای مایید برنامه

 از پسPCR ت محصولا .کرد پیدا ادامه چرخه 32 دمایی

و  الکتروفورزدرصد  5/1ز آگارو ژل روی واکنش انجام

 .دش نهائی تائید

 PCR واکنش شرایط  -1 جدول

Bla-per1 ساخت پایانی ساخت اتصال واسرشت واسرشت اولیه 

 95 94 55.5 72 72 (C◦)دما 

 دقیقه 5 دقیقه 1 دقیقه 1 دقیقه 1 دقیقه 5 زمان
 

آزمون میکرودایلوشن براث برای تعیین حداقل غلظت 

رقت  از روش  MIC برای تعیین: (MIC)بازدارندگی 

 کشت محیط تکرار دربار گیری سریالی به صورت سه 

میکرولیتر بر میلی لیتر از نانوذره نقره  100رقت انجام شد. 

خانه اضافه و پس از پیپتاژ رقت  96هک اول پلیت به چا

 100سپس ادامه یافت.  125/3سریالی از آن تا غلظت 

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی به هرچاهک اضافه و 

درجه سانتیگراد به مدت یک شب  37پلیت ها در دمای 

)حاوی  عنوان بلانکه گرمخانه گذاری شدند. یک چاهک ب

یگر به عنوان کنترل مثبت )حاوی محیط کشت( و چاهک د

( هرنانوذتیمار با بدون  باکتر بومانیاسینتومحیط کشت و 

با استفاده از  شد. نهایتا، کدورت تمام چاهک ها استفاده

نانومتر خوانش  630گر الایزا در طول موج دستگاه قرائت

 شد.

و  Real-Time PCRبه کمک Bla-per-1 ن بررسی بیان ژ

 هــب اسینتوباکتر بومانیاز  RNAج خرااست: آنالیز آماری

-Bla-perو  Ab-16S-rRNAهایژن ناـبی یــسربر روـمنظ

توسط  نقره اتنانوذر subMICغلظت پس از تیمار با  1

انجام گرفت.  ، ایران(سیناژنشرکت ) RNX-Plus کیت 

استخراج شده، پس از تعیین  RNAاز روی cDNAساخت 

 ای بیوفیلم مثبتهحاصل از سلول RNAمقدار و غلظت 

شده توسط دستگاه نانودراپ،  تیمار اسنیتوباکتربومانی

 . انجام گرفتیکتا تجهیز آزما )ایران( شرکت  مطابق با کیت

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.2.10.6


 1401، 2، شماره 35جلد                                                                   )مجله زیست شناسی ایران(         سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

169 

 

  20.1001.1.23832738.1401.35.2.10.6 DOR:        مقاله پژوهشی 

 

 PCRدر  دهستفاا ردمویهاتوالی پرایمر -2جدول 

 ژن هدف توالی ها (bp)ل محصو دمای اتصال

 

55.5 
 

933 
5´-ATGAATGTCATTATAAAAGC-3´ F 

5´-TTAATTTGGGCTTAGGGCAGAA-3´ R 

 

Bla-per-1 

60 110 F 5’TATCAGGACCATCTGGAGTAGG-3’ 

R 5’-CATCAACTTCACCTTCACGC-3’ 

16S rRNA 

 

از  Real-Time PCRانجام تست  برایدر این پژوهش 

 و استفادهیکتا تجهیز آزما )ایران(  SYBER greenکیت 

جهت )کنترل داخلی(  به عنوان ژن مرجع  16s rRNAژن

های تیمار شده با باکتری درBla-per-1 ن ی بیان ژبررس

طراحی پرایمرهای این تحقیق با  شد. استفادهنقره  اتنانوذر

انجام  Gene Runnerو Primer Expressی نرم افزارها

در مرحله بعد به منظور تایید پرایمرها، با استفاده از  گرفت.

های ژنی و ابزار آنلاین های موجود در بانکتوالی

BLASTتوالی  2در جدول  شد. تاییدها ، صحت پرایمر

و Bla-per-1  جفت پرایمرهای جلوبر و برگشتی دو ژن

16s rRNA سترمیکسـم ،لـتکوپر طبق .ثبت شد، 

 طوـمخل بیـمناس حجمدر  هشد سنتزcDNA  و اـیمرهاپر

واکنش  Corbet Real-time PCRه تگاـسد طـتوسو  هدـش

، cDNAکرولیتر و شامل می 15انجام گردید. حجم واکنش 

 16sو Bla-per-1 ن برای هر دو ژ جلوبر و برگشتی یمراپر

rRNA، رـتقطی ربادو مقطرو آب  س سایبرگرینمسترمیک 

 95چرخه دمایی شامل دناتوراسیون اولیه در  بود.تریل ـسا

سیکل  40دقیقه و به دنبال آن  6درجه سانتی گراد به مدت 

درجه سانتی  61ثانیه،  20درجه سانتی گراد به مدت  95در 

بود. درجه  72و گسترش در  ثانیه 40گراد به مدت 

به  اسینتوباکتر بومانی ATCC 25923همچنین از سویه 

 نشـکوا ،هرنمونه ایبر. عنوان کنترل مثبت استفاده گردید

 به همدآ ستد به یردمقا میانگینو  گرفته منجاا هـمرتب دو

 نظردر  نمونهآن  یابرژن  نبیا )کمیت( اردـمق انوـعن

 لیواک به روش ناـبی سبیـن عـمرج لوـفرماز . شد گرفته

ΔΔCt  .برای تعیین بیان ژن مورد نظر استفاده گردیدΔΔCt 

 ΔCtنمونه تیمار شده با نانوذره نقره از  ΔCtتوسط تفریق 

هدف  نسبت ژننمونه تیمار نشده استاندارد به دست آمد. 

در  .محاسبه شد CtΔΔ– 2از طریق  s rRNA16ع به ژن مرج

 SPSSمحاسبه آماری با استفاده از نرم افزار  این پژوهش

انجام و نتایج با آنالیز واریانس یک طرفه  21نسخه 

ANOVA های تفاوت بیان ژن .مورد بررسی قرار گرفت

شده با روش آماری های کنترل و تیمارهدف، بین نمونه

Tukey‘s HSD post-hoc test  ز معناداری مر ومحاسبه

 گرفته شد. قرار  ≥ 0.05P روی

 نتایج

، و نتایج آنتی بیوگرام باکتری هشدبنتخاا یلههاویزا

نمونه  100از : تشخیص بیوفیلم و ژنوتیپی تست فنوتیپی

از بیماران اسینتوباکتر بومانی نمونه  12جمع آوری شده 

 که بستری به دست آمد که براساس نوع نمونه انتخاب شد 

 2نمونه پوست و  4نمونه خون،  1نمونه زخم،  3شامل: 

نتایج حاصل از تست  نمونه تراشه بود. 2نمونه ادرار و 

نشان داد که  3جدولمطابق  حساسیت میکروبی

 جداسازی شده به تمام آنتی بیوتیک های هایاسینتوباکتر

سفتازیدین، ، جنتامایسین، سیپروفلوکسازین، پنمایمی

 و نسبت بهمقاوم وباکتام پیپرسیلین، تاز ،ایمیکاسین

در این مطالعه، از محیط کشت  .بودکلیستین حساس 

کنگورد آگار برای بررسی فنوتیپی بیوفیلم استفاده شد. 

 کردههای مشکی رنگ تولید های بیوفیلم مثبت کلنیباکتری

های فاقد بیوفیلم به همان حالت در صورتی که باکتری

(. از میان 2 )شکلمانند اولیه یعنی قرمز رنگ باقی می

سویه بالینی، تمامی سویه ها از نظر تست فنوتیپی 12

سپس تست ژنوتیپی انجام و مطابق با  بیوفیلم مثبت بودند.
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 بیوفیلم متوسط بود. دارای 18 و سویه شمارهسویه از باکتری ها دارای بیوفیلم قوی  11تعداد  3جدول 

 نجش ژنوتیپی بیوفیلمو س نتایج حاصل از تست حساسیت میکروبی -3 ولجد
Biofilm CL PTZ MEN AMI CIR CAZ GEN IMI Sym/ St  

R R R I S S R R R 5 

R R R R R S R I R 9 

R R R R R R R R R 11 

I R I R R S R R I 18 

R R R R R S R R R 24 

R R R R R R R R R 28 

R R R R R R R R R 31 

R R R R R R R R R 33 

R R R R R R R R R 36 

R R R S R R R R R 38 

R R R R R R R R R 40 

R S I R S R R I S 44 

R S I R R I R S I ATCC 25923 
 

 ژن حضور مولکولی بررسی ،DNAنتایج تایید استخراج 

Bla-per1 و  اسینتوباکتر بومانی سویه های درMIC 

جهت تایید  : علیه سویه های بیوفیلم مثبت ات نقرهنانوذر

در سویه های  Bla-per1و حضور ژن  DNAخراج است

انجام و نتایج  PCRباکتریایی مورد مطالعه تست مولکولی 

توسط الکتروفورز ژل آگارز بررسی شد. مطابق با نتایج 

جفت بازی در تمام سویه ها  933باند مورد انتظار 

می  Bla-per1تشخیص داده شد که بیانگر حضور ژن 

 اتاثرات ضد بیوفیلمی نانوذر کمی ارزیابیهمچنین  باشد.

 MIC حداقل غلظت مهارکنندگی یا روش با کمکنقره 

-های بیوفیلم مثبت تحت تاثیر غلظتویهس. انجام گرفت

 اتاز نانوذرلیتر میکروگرم در میلی 100تا   125/3های 

ساعت قرار گرفتند. نتایج نشان داد  24نقره در مدت زمان 

 .بودند MICه ای از های مختلف دارای محدودکه سویه

 ثبت شد. 4نتایج این تست در جدول 

 

-Bla: محصول تکثیر شده ژن 1-2. ردیفPCRبا  اسینتوباکتر بومانیدر سویه های  Bla-per1الکتروفورز محصول تکثیر شده ی ژن  -1 شکل

per1  933با اندازه یbp  100: مارکر 4 : کنترل منفی و ردیف3در سویه استاندارد و سویه بالینی، ردیفbpDNA Ladder. 

933 bp 

     1                       2                          3                   4 
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 از ها بعدمیزان جذب در تمامی سویه 4جدول  مطابق با

تیمار با نانوذرات نقره کاهش داشته که نشان دهنده کاهش 

های باکتریایی و کاهش جذب توانایی تشکیل بیوفیلم سلول

نوری در نتیجه توانایی کم اتصال به کف میکروپلیت بوده 

 .است

 نانوذره نقره در سویه های مختلف. MICتعیین  -4جدول 

Absorption 

difference 
Light absorption 

after treatment 

Light absorption 

before treatment 
MIC concentration 

(µg/ml) 
Bacterial strain 

number 
0.13 0.13 0.26 6.25 5 

0.03 0.08 0.11 12.5 9 
0.07 0.18 0.25 50 11 
0.17 0.17 0.34 12.5 18 
0.17 0.09 0.26 25 24 
0.29 0.15 0.44 12.5 28 
0.19 0.19 0.38 6.25 31 

0.504 0.086 0.52 3.125 33 

0.211 0.089 0.30 25 36 

0.28 0.23 0.51 6.25 38 

0.39 0.23 0.62 6.25 40 

0.35 0.16 0.51 25 44 

0.398 0.082 0.48 500 ATCC 25923 
 

های بیوفیلم مثبت سویه Bla-per1 بررسی بیان ژننتایج 

توسط روش  از نانوذره subMICهای در غلظت

Quantitative Real-Time PCR  : نتایج نشان داد که

های مختلف، تحت MIC با دارا بودن باکتریهای سویه

و از نظر  هنقره تغییر بیان مختلفی را داشت اتتاثیر نانوذر

ز ا16S rRNA ن بیان ژداری در مقایسه با آماری تفاوت معنا

ن (. نتایج حاصل از تغییر بیان ژP≤0.05) دنددا خود نشان

Bla-per1 و ثبت  5های بیوفیلم مثبت در جدول در سویه

نشان  2شکل نمودار حاصل از تکثیر و منحنی ذوب در 

  داده شد.

 
 9/84با دمای  Bla per1 ژن  نمودار منحنی ذوب. Bla per1، b ژن نمودار تکثیر . Bla per1.  a نمودار حاصل از تکثیر ژن  - 2 شکل

های تمام سویه Real-Time PCRبر طبق نتایج حاصل از 

را نشان دادند. در این  Bla-per1باکتریایی تغییر بیان در ژن 

بار تکرار انجام شد مطابق با نتایج  3پژوهش که به صورت 

نشده  های تیمارسویه CT، میانگین 5ثبت شده در جدول 

های تیمار سویه CTمیانگین با نانوذره نقره در مقایسه با 

عدد کمتری را نشان داد. بر اساس اصل  شده با نانوذره نقره

Real-Time PCR هر چه میزان ،CT  کمتر میزان بیان بیشتر

در  Bla-per1است. به این ترتیب میزان بیان ژن 

به همان  تیمار نشده با نانوذره نسبت اسینتوباکتربومانی

بیشتر است. از طرفی  باکتری پس از تیمار با نانوذره نقره

ژن مرجع نشان دهنده  نسبت به Bla-per1ژن مقایسه بیان 

های زیرحد کشندگی تغییر میزان بیان این ژن در غلظت

a 
b 
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با توجه به نتایج، بیشترین میزان  باشد.نانوذرات نقره می

و کمترین  11در سویه شماره  bla-per1ژن کاهش بیان 

بود. این امر  5میزان کاهش بیان مربوط به سویه شماره 

نسبت به سایر باکتری  5بیانگر مقاومت بیشتر سویه شماره 

ها به نانوذرات نقره می باشد. مکانیسم های متفاوت 

مقاومت به مواد آنتی باکتریال، میزان فعالیت بیانی ژن های 

بیوفیلم مقاومت و مکانیسم های دفاعی دیگر همچون 

عوامل مهم تعیین کننده در مقابله با مواد آنتی باکتریال می 

به علت فعالیت بیشتر مکانیسم های  5باشد. سویه شماره 

ژن مقاومت به مواد آنتی باکتریال، میزان بیان کمتری از 

bla-per1  با بیان  11داشته، در صورتی که سویه شماره

انوذرات نقره اقدام نسبت به مبارزه با ن bla-per1ژن بیشتر 

اسینتوباکتر نموده است. تفاوت بیان ژن در سویه های 
قبل و پس از تیمار با نانوذرات نقره توسط نرم افزار  بومانی

SPSS  آنالیز و روش واریانس یک طرفه انجام و نتایج

 ≥P نشان دهنده ی معنی داری تفاوت بیان در سطح 

ژن بر کاهش بیان  نانوذرات نقره با تاثیر مستقیمبود. 0.05

bla-per1  می توانند مقاومت این باکتری به انواع آنتی

 بیوتیک ها را کاهش دهند. 

 

 16srRNAذره در مقایسه با ژن قبل و پس از تیمار با نانو در سویه های بیوفیلم مثبت Bla-per1ژن نتایج حاصل از تغییر بیان  -5جدول 

 Untreated with nanoparticles Treated with nanoparticles  

Strain 

Number 
Avrage CT of 

16srRNA 

Avrage CT of 

Bla-per1 

Avrage CT 

of 16srRNA 

Avrage CT of 

Bla-per1 

Altered  Bla-

per1 gene 

expression 

16srRNA 

gene 

expression 

5 6/19  9/18 1/20 25/22 129/0 1 

9 8/18 8/20 7/19 7/26 023/0 1 

11 5/19 65/19 2/20 6/23 085/0 1 

18 7/19 75/19 4/20 2/27 008/0 1 

24 19 4/20 3/20 95/26 014/0 1 

28 3/19 05/20 1/20 8/25 025/0 1 

31 9/18 55/20 6/19 25/25 051/0 1 

33 2/19 65/18 8/19 3/22 109/0 1 

36 5/18 95/18 2/20 9/24 021/0 1 

38 8/19 6/19 4/20 75/24 037/0 1 

40 5/19 6/19 1/20 56/27 041/0 1 

44 5/18 95/18 2/20 9/24 021/0 1 

ATCC 25923 4/19 5/22 5/19 9/27 032/0 1 

ATCC 12228 7/18 - 9/19 - - 1 

 

اسینتوباکتر همچنین مقایسه توانایی تشکیل بیوفیلم در 
قبل  پس از تیمار با نانوذرات نقره، نشان دهنده  بومانی

بیوفیلم در این باکتری شد. این نتایج کاهش توانایی تشکیل 

و  اسینتوباکتر بومانیتایید کننده رابطه بین استحکام بیوفیلم 

بود به طوری که میزان توانایی  Bla-per1ژن میزان بیان 

تشکیل و استحکام بیوفیلم در سویه های تیمار شده با 

نانوذره در مقایسه با سویه های تیمار نشده به طور 

تغییر بیان ژن  4شکل شماره یافت.  چشمگیری کاهش

Bla-per1 را با سطح منعی داری P≤ 0.05 .نشان می دهد 
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های سویهبا  نقره اتتیمار شده با نانوذرهای مقایسه جذب نوری سویه.  A.  اسینتوباکتر بومانیدر سویه های  Bla-per1میزان بیان ژن  -3ل شک

 .ژن کنترلنسبت به  نقره اتدر سویه های تیمار شده با نانوذر Bla-per1ان ژن میزان بیکاهش معنا دار .  B .تیمار نشده

 گیریو نتیجه بحث

ی در زای انسانترین عامل بیماریشایع بومانیاسینتوباکتر

باشد و به عنوان یکی از مهمترین می اسینتوباکترجنس 

های بیمارستانی به شمار می آید. یکی از عوامل عفونت

در درمان و پیش گیری از عفونت های  مشکلات عمده

مقاومت های آنتی  ،مانیواسینتوباکتر بایجاد شده توسط 

بیوتیکی ایجاد شده در آن می باشد و کارباپنم ها به آخرین 

عفونت های ناشی از باکتری های گرم در خط درمان 

می باشند. اصلی ترین  اسینتوباکتر بومانی  جمله منفی، از

 رباپنم را می توان تولید بیوفیلم دانستعامل مقاومت به کا

مطالعات زیادی  اسینتوباکتردر خصوص مقاومت  .(6)

برحسب زمان و مکان  ها نتایج آنصورت گرفته که 

بنابراین از اهداف مهم این تحقیق، متفاوت بوده است. 

بررسی میزان تشکیل بیوفیلم در سویه های بالینی 

یوتیک بوده است. پژوهش مقام به آنتی ب اسینتوباکتر بومانی

بروی توانایی اتصال، تشکیل بیوفیلم و ژن های مداخله گر 

 اسینتوباکتر بومانیهای مختلف در تشکیل بیوفیلم در سویه

می تواند اطلاعات امیدوارکننده ای در مورد درک بهتر 

روند پیچیده ایجاد بیوفیلم و عفونت های ناشی از این 

به دنبال سال های اخیر  درارگانیسم ها فراهم نماید. 

 ، ایجاد پایداری باکتری ها به آنتی بیوتیک هاو مقاومت 

بیان کننده  های دلیل مناسبی برای تحقیق در خصوص ژن

( در باکتری های مختلف بوده Bla-per1)مثل بیوفیلم 

 1395لادن رحیم زاده ترابی و همکاران در سال . است

در سویه های  BlaVIMو   BlaIMPمیزان شیوع ژن های 

مقاوم به چندین دارو را در مراکز  سودوموناس آئیوجینوزا

درمانی اصفهان مورد مطالعه قرار دادند و نتایج حاصل از 

نتایج نشان می دهد که اغلب نمونه ها مقاوم به این گروه 

فراوانی  ESBL های تولید کنندهدارو هستند و در میان سویه

بوده  BlaVIM ر از ژنیشتب BlaIMPز های بتالاکتاماژن

. لذا اندازه گیری سریع و بررسی دقیق مقاومت آنتی است

بیوتیکی امری ضروری می باشد زیرا فراوانی سویه های 

های بیمارستانی رو به تولیدکننده ژن بتالاکتاماز در سویه

 (.7) افزایش است

به  توان گفت محققین بسیاری وجود داشته اند که علاقهمی

 هایبیوتیکبه آنتی اسنیتوباکتر بومانی بررسی مقاومت

 2016و همکارانش در سال  لیهائو کیاند. مختلف بوده

ارتباط بین مقاومت آنتی میلادی مطالعه ای مبنی بر 

 بیوتیکی، تشکیل بیوفیلم و مقاومت ویژه ی بیوفیلم در

بین  باطارت آنها انجام دادند. در مطالعهاسینتوباکتر بومانی 

 یبیوتیکی، تشکیل بیوفیلم و مقاومت ویژهمقاومت آنتی 

رسی بر اسینتوباکتر بومانیبیوفیلم در ایزوله های بالینی 

 .(14) گردید

ای مطالعهشمسی  1392و همکارانش در سال  مجتبی ساده

 (BlaTEM , blaCTX) بتالاکتاماز های ژن عنوان بررسیبا 

اکتر اسینتوب های ایزوله در لدئیدآگلوتار و دارو به مقاوم

 تنوع بر علاوه که داد نشان آنهاانجام دادند. دستاورد بومانی 

 مکانیسم های BlaTEM , BlaCTX هایژن شیوع و
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-مقاومت درایجاد Efflux pumpو  پورین ها شامل متعددی

 نقش میکروبیضد مواد به نسبت اسینتوباکتربومانی های

  .(8)دارند 

ای ی مطالعهمیلاد 2016و همکارانش در سال  ریچا سینگ

 برای کنترل عفونت ناشی از بیوفیلم بر نانوذراتمبنی 

 اهمیت به در گزارش آنها انجام دادند.اسینتوباکتر های گونه

ی در نقش نانوذرات مختلف به عنوان عوامل ضد بیوفیلم

ان ی سطح برای کنترل و درم، مواد پوشانندهباکتراسنیتو

اثیر تی مثبت نتیجه و پرداخته شد توباکترناسیبیوفیلم های 

  .(18)نمودندنانوذرات بر کاهش تولید بیوفیلم را گزارش 

شمسی الگوی حساسیت  1390اسلامی و همکاران در سال 

ده شجدا  اسینتوباکتربیوتیکی در سویه های و مقاومت آنتی

العه مط از نمونه های بالینی  بیمارستان آراد تهران را مورد

ش ی این گروه نشان از افزایقرار دادند. نتایج مطالعه

ی هابیوتیکنسبت به آنتی توباکترنیاسهای مقاومت سویه

 جنتامایسین و آمیکاسین بود که علت آن را به مصرف بی

 (.1) ها نسبت دادندبیوتیکرویه آنتی

و  باتثمحققان دیگری در صدد بودند تا تاثیر بیوفیلم را در 

که )ها انبقای باکتری در محیط بخصوص در بیمارست

 را نشان است(های بیمارستانی عاملی برای ایجاد عفونت

میلادی در  1996و همکارانش در سال  ویدالدهند. 

که در  نمودندخصوص ساختار بیوفیلم ثابت 

ی هاای که با روکشهای چسبندهسلول بومانیاسینتوباکتر

واسط در شرایط به شکل حد ،شوندگوناگونی پوشیده می

 یدارپا تشکیل داده و بهغذایی ساختار بیوفیلم کمبود مواد 

مار ها حاکی از افزایش سریع در ش. یافتهکنندمیآن کمک 

ول های بیوفیلم و افزایش نسبی در شمار سلو تعداد سلول

های حاوی مقاومت وجود دارد. این تحقیق ثابت کرد که 

م گانیساز این میکروار اسینتوباکتر بومانیوجود بیوفیلم در 

-برابر فاکتورهای گوناگون ضد باکتریایی محافظت می در

 .(21) کند

ی نقره به عنوان عامل ضد میکروب توانایی فوق العاده ی

ز ی اسبب استفاده از نانوذرات این ماده در تحقیقات بسیار

مختلفی نشان دادند که  تحقیقاتمحققان بوده است. 

نی های عفودر مهار بیماری چشمگیرینانوذرات توانایی 

سال  و همکاران درهندیانی باکتریایی دارند. طبق تحقیقات 

میلادی درخصوص سنتز نانوذرات نقره و اثرات  2015

و دو بیوساید  پنمایمیها در ترکیب با سینرژیک آن

 ی زیستی( علیه بیوفیلم تشکیل شده توسط)کشنده

 و در ذرات نقره به تنهاییاثرات نانو، بومانیاسینتوباکتر

های ضد بیوفیلمبر پنمایمیها و با بیوسایدترکیب 

ه و نتیج. شد بررسیو فرم پلانکتونی آن بومانیاسینتوباکتر

ات وذرگر این نکته بود که ناندستاورد تحقیق این گروه بیان

ما اوند توانند سبب مهار تشکیل بیوفیلم شنقره به تنهایی می

ا و هضد اشکال بیوفیلمبر ایمی پنماثر آنها در ترکیب با 

. (3) موثرتر استبومانی اسینتوباکترشکل پلانکتونی 

خصوص ای درمطالعه 1391هندیایی و همکاران در سال 

یب چند ترکه و نقرذره مقایسه فعالیت ضد بیوفیلمی نانو 

فیلم مولد بیواسینتوباکتر های سویهیگر علیه دبی وضد میکر

 ه ازداستفی اخیر این بود که انتایج مطالعه انجام دادند.

ر ده نقرذرات وتر مانند نانسیعویی با طیف ت داروترکیبا

 ند باعث کاهشاتوبی مناسب میوضد میکراد ترکیب با مو

ثر مودوز کاهش ، بالغی هابیوفیلمف حذو تشکیل بیوفیلم 

تشکیل ی از جلوگیرن و مادریی رآیش کاافز، اهادارو

 (. 22) دشووم مقای هاسویه

 ایمیلادی مطالعه 2015ن در سال و همکارا جیان لوئیجی

نجام ی ابا عنوان نانوذرات نقره به عنوان عوامل ضد باکتریای

ی های جدید را برااین گروه در این مقاله تلاش دادند.

های اخیر در درمان مشخص کردن چالش ها و راه حل

 وبیالمیکری آنتیهای عفونی بویژه کاربرد نانونقرهبیماری

 ائه کرده و نشان دادند که نانوذراتبه صورت خلاصه ار

  .(9) شوندنقرات باعث کاهش رشد عوامل میکروبی می
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نانوذرات نقره روی ست که این این مطالعه بیانگر انتایج 

تاثیر داشته بومانی اسنیتوباکتربیوفیلم در  Bla-per1بیان ژن 

گردد. کاهش بیان ژن باعث و باعث کاهش بیان این ژن می

در واقع بیوفیلم تولید شده  بیوفیلم شده وعملکرد ضعیف 

نانوذره نقره داری  های غیرتیمار شده با در مقایسه با سویه

تر بوده و استحکام کمتری دارد. ضعیف Bla-per1ژن بیان 

و سایر  هابیوتیکنتیباکتری به آاز میزان مقاومت همچنین 

مکانیسم های  شد. کاستهمواد ضدعفونی کننده و دارویی 

فاوت مقاومت به مواد آنتی باکتریال، میزان فعالیت بیانی مت

های دفاعی دیگر همچون های مقاومت و مکانیسمژن

عوامل مهم تعیین کننده در مقابله  هاو افلاکس پمپ بیوفیلم

های تفاوت بیان ژن در سویه باشد.باکتریال میبا مواد آنتی

رات نقره قبل و پس از تیمار با نانوذ بومانیاسینتوباکتر

و روش واریانس یک طرفه انجام و  SPSSتوسط نرم افزار 

 ≥P داری تفاوت بیان در سطح ی معنینتایج نشان دهنده

ژن نانوذرات نقره با تاثیر مستقیم بر کاهش بیان بود. 0.05

Bla-per1 توانند مقاومت این باکتری به انواع آنتیمی-

انایی تشکیل ها را کاهش دهند. همچنین مقایسه توبیوتیک

پس از تیمار با  وقبل  بومانیاسینتوباکتربیوفیلم در 

نانوذرات نقره، نشان دهنده کاهش توانایی تشکیل بیوفیلم 

کننده رابطه بین استحکام . این نتایج تاییدبوددر این باکتری 

 ؛بود Bla-per1ژن و میزان بیان  بومانیاسینتوباکتربیوفیلم 

شکیل و استحکام بیوفیلم در به طوری که میزان توانایی ت

های های تیمار شده با نانوذره در مقایسه با سویهسویه

 بنابراینتیمار نشده به طور چشمگیری کاهش یافت. 

-عنوان داروی مناسب آنتیه ب تواندمی نانوذرات نقره

جایگزین مواد غذایی  یو جهت نگه دار مطرحباکتریال 

همیت اتوجه به  بااز طرفی . مواد شیمیایی و مضر گردد

های ویرولانس ژنمطالعه سایر ، بیوتیکینتیآمت ومقا

ط تباو ار Tatو  Csu ،Vir ،Tol، Secمرتبط با بیوفیلم مانند 

از آنجایی که  دد.گرمید پیشنهابیوفیلم  تشکیلآن با 

نانوذرات نقره به عنوان نانوذرات فلزی اثرات خوبی روی 

توان از دارند می ومانیباسینتوباکترهای مورد آزمایش سویه

این ماده به شکل گسترده در ضدعفونی کردن محیط و 

مچنین به شکل خوراکی یا پسماندهای بیمارستانی و ه

 .استفاده کردتماسی 

 نیرداقدو  تشکر

مسیولین محترم بیمارستان های شهر از همکاری صمیمانه 

تهران به خصوص شریعتی، همچنین جناب آقای حسینی، 

که ما را یشگاه میکروبی دانشگاه علوم دارویی، مسئول آزما

-در انجام این پروژه یاری فرمودند، تشکر و قدردانی می

 شود.
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Abstract 

Acientobacter baumannii is a major cause of severe nosocomial infections due to 

increased antibiotic resistance and virulence. The ability of Acinetobacter baumannii to 

form a biofilm helps it survive in adverse environmental conditions, including the 

hospital environment and medical equipment. The aim of this study was to investigate 

the effects of silver nanoparticles on the biofilm strength of antibiotic-resistant clinical 

isolates of Acinetobacter baumannii. After isolation and differential diagnosis of 100 

clinical specimens of Acinetobacter baumannii, microbial resistance was determined by 

antibiogram method and biofilm-forming strains were identified by phenotypic and 

genotypic tests. The minimum inhibitory concentration of strains against commercial 

silver nanoparticles was determined and Bla-per1 gene expression of resistant strains 

treated with SubMIC concentration of silver nanoparticles was determined by 

Quantitative Real-Time PCR. 12 isolated samples of Acinetobacter baumannii bacteria 

were resistant to all studied antibiotics except Cloistin and formed a strong biofilm 

structure. Molecular PCR analysis confirmed the presence of Bla-per1 gene in resistant 

strains. Treatment of strains with SubMIC concentration of silver nanoparticles showed 

an acceptable reduction in Bla-per1 gene expression at a significant level of P≤0.05. 

Silver nanoparticles have significant biological effects on reducing the virulence and 

expression of resistance genes and the formation of Acinetobacter baumannii biofilm, 

so they can be considered as drug candidates. 
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