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  چكيده

 ييتوانا. است يمارستانيب ي شديدهاعفونت يو حدت، عامل اصل يكيوتيبيمقاومت آنت شيافزا ليدلبه  بومانياسينتوباكتر
كمك  يپزشك زاتيو تجه مارستانيب طياز جمله مح يطينامساعد مح طيآن در شرا يبه بقا لميوفيب ليدر تشك نتوباكتر بومانياسي
اسينتوباكتر  آنتي بيوتيكهاي باليني مقاوم به ايزولهبيوفيلم  استحكام نقره روي اتذرهدف از اين مطالعه بررسي اثرات نانو .كنديم

، تعيين مقاومت ميكروبي به روش  اسينتوباكتر بومانينمونه باليني  100داسازي و تشخيص افتراقي پس از ج. باشدمي بوماني
حداقل غلظت بازدارندگي از  .شناسايي شدندبا تست فنوتيپي و ژنوتيپي  سويه هاي تشكيل دهنده بيوفيلمآنتي بيوگرام انجام و 

 SubMICسويه هاي مقاوم تيمار شده با غلظت  Bla-per1ان ژن رشد سويه ها عليه نانوذرات تجاري نقره تعيين و بررسي بي
مربوط به  از باكتري ها جداشده نمونه 12تعداد  .انجام شد Quantitative Real- Time PCRبه روش  نانوذرات نقره

بررسي . ي تشكيل دادندبوده و ساختار بيوفيلم قوبجز كليستين مقاوم  ي مورد مطالعههابيوتيكبه تمامي آنتياسينتوباكتر بوماني 
نقره  اتنانوذر SubMICها با غلظت تيمار سويه. بود هاي مقاومدر سويه Bla-per1تاييد كننده حضور ژن  PCRمولكولي 

داراي اثرات بيولوژيكي نانوذرات نقره  .نشان داد P≤0.05در سطح معناداري  Bla-per1ژن  بيان در قابل قبوليكاهش بيان 
دت و بيان ژن هاي مقاومت و تشكيل بيوفيلم اسينتوباكتربوماني مي باشند، بنابراين به عنوان كانديد دارويي معناداري بر كاهش ح

  .مي توانند مورد توجه قرار گيرند

  .Bla-per1، ژن  نقره ات، بيوفيلم، نانوذربوماني توباكتراسين  :كليدي وازه هاي

  Tohidpirie@yahoo.com، Ata.sadatshandiz@iauctb.ac.ir :، پست الكترونيكي    :، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
 با ارتباط در منفي گرم باكتري يك بوماني اسينتوباكتر

- عفونت خصوص به ،بيمارستان از شده كسب هايعفونت

 اين .مي باشد ICU يا ويژه هايمراقبت بخش هاي
 ،باكتريمي جمله از باكتريائي هايعفونت شامل هاعفونت
 عفونت و مننژيت ،ادراري مجاري هايعفونت ،پنوموني

 شديد و جدي هايعفونت معمولا .)19و 1(باشندمي زخم
 عنوان هب نمپايمي از استفاده با بوماني اسينتوباكتر از ناشي
 اين با. )2( گيرند مي قرار درمان مورد انتخابي داروي

-گونه ميان در اخير يهاسال در دارو اين به مقاومت وجود

 اين و باشدمي افزايش حال در بوماني اسينتوباكتر هاي
 multidrug( رسيستنت دراگ مولتي معمولا هاايزوله

resistance (يا MDR هستند)هايسويه. )23 MDR 
 و مقاومت اي برايكنندهويران ظرفيت بوماني كترانتوبياس

 امر اين دليل ؛دارند بيمارستان فضاي در انتقال و گردش
 و زنده سطوح روي بيوفيلم تشكيل در هاآن زياد توانايي

 روي بر اين كوكوباسيل ها ).25و  3( باشدمي زنده غير
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-دستگاه انواع و پزشكي جمله تجهيزات از مختلف سطوح

 و وريدي تترهاياك همچونپزشكي  با ارتباط در هاي
تشكيل  گلو در استفاده مورد هايتراشه لوله و ادراري

 فاكتوري چند ماهيت به توجه با .)3( دهندمي بيوفيلم 
 و هاژن از تعدادي بوماني اسينتوباكتر در بيوفيلم تشكيل

 در هك باشندمي دخيل فرايند اين در آنها محصولات
 با مرتبط روتئين، پOmpAشامل  هاژن اين متعدد مقالات
 Bla-per1 يا per-1بتالاكتاماز همچنين و )Bap )25 بيوفيلم
 و چسبندگي در مهمي بسيار شنق كه است شده گزارش
 .)10( كنندمي ايفا بوماني اسينتوباكتر در بيوفيلم تشكيل

 بتالاكتاماز هايژن از ايگسترده طيف علاوه بر اين
)ESBL( اسينتوباكتر با ارتباط در آنها مهمترين از يكي كه 

 پنيسيلين به مقاومت ايجاد املع باشد،مي Bla-per1 ژن
)penicillins( سفوتاكسيم )cefotaxime( سفتيبوتن 
)ceftibuten( سفتازيديم )ceftazidime( مونوباكتام و 
)monobactam( باشدمي )كارباپنم به اما مقاومت )24 
)carbapenem( سفامايسين و )cephamycin( كاهش را 

 شد داده نشان 2004 سال سشي در مطالعات در. دهدمي
 و پلاستيكي سطوح به بوماني اسينتوباكتر چسبندگي كه

 تا )bronchial epithelial cells( رونشب اپيتليال هايسلول
- و پروتئين Bla-per1 بيان و حضور به وابسته زيادي حد

امروزه محققان در . )20(باشدمي ژن اين از بيان  ناشي هاي
هاي حل هاي جديد براي درمان باكتريحال جستجوي راه
 بكارگيري هارويكرديكي از اين . ستندمقاوم به دارو ه

هاي كاربردي  يكي از زمينههمواره  كهنانوذرات 
-مي بوده، هاي ميكروبي نانوبيوتكنولوژي در درمان عفونت

ره ميكروبي نقضداز زمان باستان خواص . )11( باشد
به  نقرهاخيرا به دليل ساخته شدن است ولي شناخته شده 

صورت نانو ذرات، سطح تماس و خاصيت ضد ميكروبي 
ه در نقر .)12( درصد افزايش يافته است 99آن تا بيش از 

لي دارد، وهي كمي دكنشواخاصيت ي گتر فلزربزد بعاا
د، حد نانومتر تبديل ميشودر كوچكتر د بعااماني كه به ز

يابد، به همين دليل آن افزايش ميكشي وبميكرخاصيت 

. )13( شوددر پزشكي به بررسي اثرات آن اهميت داده مي
بار سطحي و نسبت سطح به  نانوذرات نقره به علت داشتن

ها را با تعادل ميكروارگانيسم DNAها و ، آنزيمحجم خود
ون مثل تيول، الكترون بين گروه هاي دهنده الكتر

- يد، ايميدازول، اندول و هيدروكسيل غير، آمكربوكسيلات

ميكروبي كه از رشد باكتري تغييرات ضد. نمايدفعال مي
- كنند، يك هدف مطلوب محسوب ميبيماريزا ممانعت مي

هاي از آنجا كه در زمان تشكيل بيوفيلم هزينه. )17( شود
مبارزه هاي فعلي براي بودن درماندرمان بالا رفته و گران

ن باكتري و همچنين عدم كارايي كافي اين بيوفيلم اي با
تواند استفاده از نانوذرات نقره براي درمان مي ،هاروش

-هاي آنتيبه دليل مقاومت. راهكار مناسبي تلقي شود

-هاي كمي از آنتي، كلاساسينتوباكتر بومانيبيوتيكي 

هاي ناشي از اين باكتري ها براي درمان عفونتبيوتيك
ها ها و كارباپنمپنمايمي درنتيجه گرفته و مورد استفاده قرار

- مي يبيوتيكآنتي هاي مطرح براي درمانگزينه تريناز مهم

 مبارزه باها آخرين خط درماني در بيوتيكاين آنتي. دشنبا
، ازجمله هاي گرم منفيهاي ناشي از باكتريعفونت

 اصليكليد  ،طبق مطالعات. باشندمي اسينتوباكتر بوماني
-Bla هايتوان در بيان ژنها را ميمت به كارباپنممقاو

per1ژن بيان و اگرچه حضور .)16( جستجو كردBla-per1 
در  اسينتوباكتربوماني در بيوفيلمبا تشكيل  مستقيم طوربه

 )silico analysis( سيليكويي آناليز اما باشدنميارتباط 
 سميدپلا روي بر بوماني اسينتوباكتر در ژن اين كه داد نشان
 در هاترنسپوزون و هااينتگرون يك كلاس با و شده حمل
 هايژن معمولا انتقال قابل ژنتيكي عناصر اين .است ارتباط

 مواقع برخيدر  و كرده حمل را بيوتيكنتيآ به مقاومت
 تجمع يكديگر كنار در كه( متابوليك هايژن از هاييتكه

 قياف ژن انتقال شكل به يندفرآ اين توسط )دارند
)horizontal gene transfer mechanism( بين باكتري ها 

 هك مشخص شدمكانيسم  اين كمك به .)2(منتقل مي شود
 ATP binding و ABC transporter كناري هايژن احتمالا

protein ژن كنار در كه ها Bla-per1 به اندگرفته قرار 
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 )retrotransposon ISCR1( هايرتروترنسپوزون عنوان
iscr1 داراي بيوفيلم ساختار تشكيل در ايگونه به توانندمي 
از آنجايي كه نانوذرات نقره به عنوان  .)9( ايفا كنند نقش

نانوذرات فلزي اثرات خوبي روي سويه هاي مورد آزمايش 
مي توان از اين ماده به شكل گسترده در  ،دارند اسينتوباكتر

ضدعفوني كردن محيط و پسماندهاي بيمارستاني و 
 .استفاده كرد همچنين به شكل خوراكي يا تماسي در بدن

تاثير نانوذرات نقره بر ميزان رسي برهدف از اين مطالعه 
بيوفيلم در  استحكاممي باشد كه در  Bla-per1بيان ژن 

  .نقش دارد بومانياسينتوباكترمقاوم به داروي سويه هاي 

  شهاو رو ادمو
: ي باكترياييلههاويزا جمع آوريتهيه نانوذرات نقره و 

% 99/99 خلوص و انومترن 20متوسط  با اندازه نقرهنانوذره 
از شركت برهان US Nano شركت آمريكايي  تساخ

تا  1397در اين پژوهش طي سال هاي . خريداري گرديد
كوك نمونه باليني مش 100مدت پنج ماه تعداد  به، 1398

شهر تهران جمع آوري و هاي از بيمارستان اسينتوباكتربه 
به منظور . در محيط كشت مولر هينتون آگار كشت داده شد

، پس از انتقال اسينتوباكترگونه  تاييد تشخيص جنس و
روي را ها ها به محيط آزمايشگاه، هر يك از نمونهنمونه
 وآگار كشت داده كانكي هاي كشت بلاد آگار و مكمحيط

درجه  37ساعت در  24هاي كشت به مدت سپس محيط
 ارينگهد ايبر .گراد در انكوباتور نگهداري شدندسانتي

 ويحا مايع كشت محيطرا در  نهاآ ،هايباكترطولاني مدت 
 ادگرسانتيرجه د - 70 يمادر د سپسو  تلقيح ولگليسر
  .شدند ارينگهد

جهت انجام كشت : تست حسايت آنتي بيوتيكي
 استاندارد روشبيوگرام يا تست حساسيت ميكروبي از  آنتي

 CLSI= Clinical and( طبق پروتكل ديسك ديفيوژن

Laboratory Standard Institute( هاي ديسك وفاده است
، پنمايمي شامل )، هندHimedia(بيوتيكي مورد استفاده آنتي

سفتازيدين، ، 10µgكليستين به ميزان  ،جنتامايسين

و   5µgبه مقدار  ينسيپروفلوكساس، 30µgايميكاسين 
  .بودپيپرسيلين تازوباكتام 

در تست : تشخيص بيوفيلم و ژنوتيپي تست فنوتيپي
محيط كشت  توسطو همكاران  فريمنروش از فنوتيپي 
، BHIمحيط كشت حاوي  و )5( استفادهآگار ردكونگو
 g/L 37به ترتيب به ميزان  رنگ كونگو رد و  زراكاس ،آگار

 ،10g/L ،50g/L  0.8و g/L سويه هاي باليني . باشدمي
در رد در پليت حاوي محيط كشت كنگو اسنيتوباكتر بوماني

ساعت كشت داده  24ت به مددرجه سانتي گراد  37دماي 
هاي مشكي رنگ و بيوفيلم كلني شده و درصورت تشكيل

 .دهندهاي قرمز رنگ تشكيل ميكلني در غير اين صورت
% 2حاوي  TSBنوتيپي، ابتدا محيط كشت ژجهت تست 

گلوكز تهيه و استريل شد و جهت تهيه سوسپانسيون 
در انتها در يك . باكتري، به كدورت نيم مك فارلند رسيد

ميكروليتر از محيط ياد  200خانه به هر چاهك  96پليت 
ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري اضافه و  100شده و 

چاهك كنترل منفي  3. ساعت انكوبه شد 24سپس پليت 
 3و ) عدم رشد باكتري در نتيجه عدم تشكيل بيوفيلم(

در ) رشد باكتري و تشكيل بيوفيلم(چاهك كنترل مثبت 
ساعت براي مطالعه  24و پس از گذشت يك پليت انتخاب 

ابتدا محيط كشت ها از . بيوفيلم رنگ آميزي انجام گرديد
بار با بافر  2داخل چاهك ها دور ريخته شده و چاهك ها 

PBS  ميكروليتر شستشو و پس از شستشوي  200با حجم
 200به چاهك ها  ،مرحله قبل و خالي كردن چاهك ها

دقيقه در دماي اتاق  10و  ميكروليتر متانول مطلق افزوده
جهت سپس متانول را دور ريخته و پليت  .شدانكوبه 
روليتر كريستال ويوله ميك 100مقدار . ثابت شدالكل  حذف

دقيقه در دماي اتاق  5 و اضافه كردهبه چاهك ها  %1
 200به هر يك از چاهك ها . و چاهك ها خالي شدانكوبه 

زوده و بعداز اف% 33ميكروليتر استيك اسيد گلاسيال 
دقيقه پليت با دستگاه الايزا ريدر با طول موج  20گذشت 

براي بررسي نتايج از روش  .خوانش شدنانومتر  640
Optical density cut-off (ODc)  به منظور . شداستفاده
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چاهك هاي  ODنحراف معيار و ميانگين اابتدا  ،بررسي
عيين تسپس طبق فرمول زير محاسبه و كنترل منفي محاسبه 

  .شدانجام ميزان بيوفيلم 

ODc = چاهك هاي كنترل منفي   OD ميانگين    (انحراف معيار چاهك هاي كنترل منفي × 3) +

به چاهك هاي مورد مطالعه  ODc  ،ODبعداز محاسبه ي 
  .شدزير دسته بندي  صورت

 OD > 4×ODc  بيوفيلم قوي

 ≥ ODc 2×ODc ˂ OD×4  بيوفيلم متوسط

 ≥ ODc ODc ˂ OD×2  بيوفيلم ضعيف

  OD ≤ ODc  بيوفيلم منفي

با استفاده از روش  Bla-per1ژن  مولكولي يشناساي
 مولكولي بررسي جهت تحقيق اين در :PCRمولكولي 

به  DNAابتدا استخراج  هانمونه درBla-per1  نژ حضور
به اين ترتيب كه از كشت تازه . انجام شد Boillingروش 

اشته و پس از حل باكتري ها به كمك لوپ يك كلني برد
ميكروليتر آب مقطر، در بشر  1كردن در ميكروتيوپ حاوي 

دقيقه ميكروتيوپ  15در حال جوشيدن قرار داده و پس از 
. است DNAمايع رويي در اين حالت . سانتريفيوژ شد

و شناسايي مولكولي  استفاده 2جدول  پرايمرهاي ازسپس 
 μL 20 نهائي حجم در PCRروش واكنش 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 آزماي سري هر با .استريل بود تقطير تزريق دوبار

PCRشد نظر گرفته در منفي كنترل يك و مثبت كنترل يك. 
 برنامه .ثبت شد 1 جدول در نيز ژن دو هر براي ماييد برنامه

 از پسPCR ت محصولا .كرد پيدا ادامه چرخه 32 دمايي

و  الكتروفورزدرصد  5/1ز آگارو ژل روي واكنش انجام
  .دش نهائي تائيد

  PCR واكنش شرايط  -1 جدول
Bla-per1  ساخت پاياني  ساخت اتصال واسرشت واسرشت اوليه  

  95 94 55,5 72  72  (C◦)دما 
  دقيقه 5  دقيقه 1 دقيقه1 دقيقه1 دقيقه5  زمان

 

آزمون ميكرودايلوشن براث براي تعيين حداقل غلظت 
رقت  از روش  MIC براي تعيين: )MIC(بازدارندگي 

 كشت محيط تكرار دربار گيري سريالي به صورت سه 
ميكروليتر بر ميلي ليتر از نانوذره نقره  100رقت . انجام شد

خانه اضافه و پس از پيپتاژ رقت  96هك اول پليت به چا
 100سپس . ادامه يافت 125/3سريالي از آن تا غلظت 

ميكروليتر از سوسپانسيون ميكروبي به هرچاهك اضافه و 
درجه سانتيگراد به مدت يك شب  37پليت ها در دماي 

حاوي ( عنوان بلانكه يك چاهك ب. گرمخانه گذاري شدند
حاوي (يگر به عنوان كنترل مثبت و چاهك د) محيط كشت

) هرنانوذتيمار با بدون  باكتر بومانياسينتومحيط كشت و 
با استفاده از  نهايتا، كدورت تمام چاهك ها. شد استفاده

نانومتر خوانش  630گر الايزا در طول موج دستگاه قرائت
  .شد

و  Real-Time PCRبه كمك Bla-per-1 ن بررسي بيان ژ
 هــب اسينتوباكتر بومانياز  RNAج خرااست: آناليز آماري

-Bla-perو  Ab-16S-rRNAهايژن ناـبي يــسربر روـمنظ

توسط  نقره اتنانوذر subMICغلظت پس از تيمار با  1
. انجام گرفت )، ايرانسيناژنشركت ( RNX-Plus كيت 

استخراج شده، پس از تعيين  RNAاز روي cDNAساخت 
 اي بيوفيلم مثبته حاصل از سلول RNAمقدار و غلظت 
شده توسط دستگاه نانودراپ،  تيمار اسنيتوباكتربوماني

 . انجام گرفت) ايران(يكتا تجهيز آزما شركت  مطابق با كيت
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  PCRدر  دهستفاا ردمويهاتوالي پرايمر -2جدول 

  ژن هدف توالي ها (bp)لمحصو  دماي 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  برايدر اين پژوهش 
 و استفاده) ايران(يكتا تجهيز آزما  SYBER greenكيت 

جهت ) كنترل داخلي( به عنوان ژن مرجع  16s rRNAژن
هاي تيمار شده با باكتري درBla-per-1 ن ي بيان ژبررس
طراحي پرايمرهاي اين تحقيق  .شد استفادهنقره  اتنانوذر

انجام  Gene Runnerو Primer Expressي نرم افزارهابا 
در مرحله بعد به منظور تاييد پرايمرها، با استفاده از  .گرفت
هاي ژني و ابزار آنلاين هاي موجود در بانكتوالي

BLASTتوالي  2در جدول  .شد تاييدها ، صحت پرايمر
و Bla-per-1  جفت پرايمرهاي جلوبر و برگشتي دو ژن

16s rRNA سترميكسـم ،لـتكوپر طبق .ثبت شد، 

 طوـمخل بيـمناس حجمدر  هشد سنتزcDNA  و اـيمرهاپر
واكنش  Corbet Real-time PCRه تگاـسد طـتوسو  هدـش

، cDNAكروليتر و شامل مي 15حجم واكنش . انجام گرديد
 16sو Bla-per-1 ن براي هر دو ژ جلوبر و برگشتي يمراپر

rRNA، رـتقطي ربادو مقطرو آب  س سايبرگرينمسترميك 
 95چرخه دمايي شامل دناتوراسيون اوليه در  .بودتريل ـسا

سيكل  40دقيقه و به دنبال آن  6درجه سانتي گراد به مدت 
درجه سانتي  61ثانيه،  20درجه سانتي گراد به مدت  95در 

. بوددرجه  72و گسترش در  ثانيه 40گراد به مدت 
به  اسينتوباكتر بوماني ATCC 25923همچنين از سويه 

 نشـكوا ،هرنمونه ايبر. عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد
 به همدآ ستد به يردمقا ميانگينو  گرفته منجاا هـمرتب دو
 نظردر  نمونهآن  يابرژن  نبيا )كميت( اردـمق انوـعن

 ليواك به روش ناـبي سبيـن عـمرج لوـفرماز . شد گرفته
ΔΔCt براي تعيين بيان ژن مورد نظر استفاده گرديد .ΔΔCt 

 ΔCtنمونه تيمار شده با نانوذره نقره از  ΔCtتوسط تفريق 

هدف   نسبت ژن. نمونه تيمار نشده استاندارد به دست آمد
در  .محاسبه شد ΔΔCt– 2از طريق  16s rRNAع به ژن مرج

 SPSSمحاسبه آماري با استفاده از نرم افزار  اين پژوهش
انجام و نتايج با آناليز واريانس يك طرفه  21نسخه 

ANOVA هاي  تفاوت بيان ژن .مورد بررسي قرار گرفت
شده با روش آماري هاي كنترل و تيمار هدف، بين نمونه

Tukey‘s HSD post-hoc test  ز معناداري مر ومحاسبه
  .گرفته شد قرار  ≥ 0.05P روي

 نتايج

، و نتايج آنتي بيوگرام باكتري هشدبنتخاا يلههاويزا
نمونه  100از : تشخيص بيوفيلم و ژنوتيپي تست فنوتيپي

از بيماران اسينتوباكتر بوماني نمونه  12جمع آوري شده 
 كه بستري به دست آمد كه براساس نوع نمونه انتخاب شد 

 2نمونه پوست و  4نمونه خون،  1نمونه زخم،  3: شامل
نتايج حاصل از تست  .نمونه تراشه بود 2نمونه ادرار و 

نشان داد كه  3جدولمطابق  حساسيت ميكروبي
 جداسازي شده به تمام آنتي بيوتيك هاي هاياسينتوباكتر

سفتازيدين، ، جنتامايسين، سيپروفلوكسازين، پنمايمي
 و نسبت بهمقاوم وباكتام پيپرسيلين، تاز ،ايميكاسين

در اين مطالعه، از محيط كشت  .بودكليستين حساس 
. كنگورد آگار براي بررسي فنوتيپي بيوفيلم استفاده شد

 كردههاي مشكي رنگ توليد هاي بيوفيلم مثبت كلنيباكتري
هاي فاقد بيوفيلم به همان حالت در صورتي كه باكتري

از ميان ). 2 شكل(مانند اوليه يعني قرمز رنگ باقي مي
سويه باليني، تمامي سويه ها از نظر تست فنوتيپي 12

سپس تست ژنوتيپي انجام و مطابق با  .بيوفيلم مثبت بودند
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  .بيوفيلم متوسط بود داراي 18 و سويه شمارهسويه از باكتري ها داراي بيوفيلم قوي  11تعداد  3جدول 
  نجش ژنوتيپي بيوفيلمو س نتايج حاصل از تست حساسيت ميكروبي -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 مولكولي بررسي ،DNAنتايج تاييد استخراج 

Bla-per1 و  اسينتوباكتر بوماني سويه هاي درMIC 
جهت تاييد  : عليه سويه هاي بيوفيلم مثبت ات نقرهنانوذر

در سويه هاي  Bla-per1و حضور ژن  DNAخراج است
انجام و نتايج  PCRباكتريايي مورد مطالعه تست مولكولي 

مطابق با نتايج . توسط الكتروفورز ژل آگارز بررسي شد
جفت بازي در تمام سويه ها  933باند مورد انتظار 

مي  Bla-per1تشخيص داده شد كه بيانگر حضور ژن 

 اتاثرات ضد بيوفيلمي نانوذر كمي ارزيابيهمچنين  .باشد
 MIC حداقل غلظت مهاركنندگي يا روش با كمكنقره 

-هاي بيوفيلم مثبت تحت تاثير غلظتويهس. انجام گرفت

 اتاز نانوذرليتر ميكروگرم در ميلي 100تا   125/3هاي 
نتايج نشان داد . ساعت قرار گرفتند 24نقره در مدت زمان 

 .بودند MICه اي از هاي مختلف داراي محدودكه سويه
  .ثبت شد 4نتايج اين تست در جدول 

  
-Blaمحصول تكثير شده ژن : 1- 2رديف. PCRبا  اسينتوباكتر بومانيدر سويه هاي  Bla-per1الكتروفورز محصول تكثير شده ي ژن  -1 شكل

per1  933با اندازه يbp  100ماركر : 4 كنترل منفي و رديف: 3در سويه استاندارد و سويه باليني، رديفbpDNA Ladder.  

933 bp 

     1                       2                          3                   4 
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 از ها بعدميزان جذب در تمامي سويه 4جدول  مطابق با
تيمار با نانوذرات نقره كاهش داشته كه نشان دهنده كاهش 

هاي باكتريايي و كاهش جذب توانايي تشكيل بيوفيلم سلول

نوري در نتيجه توانايي كم اتصال به كف ميكروپليت بوده 
 .است

 .نانوذره نقره در سويه هاي مختلف MICتعيين  -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 

  

هاي بيوفيلم مثبت سويه Bla-per1 بررسي بيان ژننتايج 
توسط روش  از نانوذره subMICهاي در غلظت

Quantitative Real-Time PCR  : نتايج نشان داد كه
هاي مختلف، تحت MIC با دارا بودن باكتريهاي سويه

و از نظر  هنقره تغيير بيان مختلفي را داشت اتتاثير نانوذر

ز ا16S rRNA ن بيان ژداري در مقايسه با آماري تفاوت معنا
ن نتايج حاصل از تغيير بيان ژ). P≤0.05( دنددا خود نشان
Bla-per1 و ثبت  5هاي بيوفيلم مثبت در جدول در سويه

نشان  2شكل نمودار حاصل از تكثير و منحني ذوب در 
  .داده شد

  
 9/84با دماي  Bla per1 ژن  نمودار منحني ذوب. Bla per1، b ژن نمودار تكثير . Bla per1.  a نمودار حاصل از تكثير ژن  - 2 شكل

هاي تمام سويه Real-Time PCRبر طبق نتايج حاصل از 
در اين . را نشان دادند Bla-per1باكتريايي تغيير بيان در ژن 

بار تكرار انجام شد مطابق با نتايج  3پژوهش كه به صورت 
نشده  هاي تيمارسويه CT، ميانگين 5ثبت شده در جدول 

هاي تيمار سويه CTميانگين با نانوذره نقره در مقايسه با 
بر اساس اصل . عدد كمتري را نشان داد شده با نانوذره نقره

Real-Time PCR هر چه ميزان ،CT  كمتر ميزان بيان بيشتر
در  Bla-per1به اين ترتيب ميزان بيان ژن . است

به همان  تيمار نشده با نانوذره نسبت اسينتوباكتربوماني
از طرفي . بيشتر است باكتري پس از تيمار با نانوذره نقره

ژن مرجع نشان دهنده  نسبت به Bla-per1ژن مقايسه بيان 
هاي زيرحد كشندگي تغيير ميزان بيان اين ژن در غلظت

a b 
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با توجه به نتايج، بيشترين ميزان  .باشدنانوذرات نقره مي
و كمترين  11در سويه شماره  bla-per1ژن كاهش بيان 

اين امر . بود 5ميزان كاهش بيان مربوط به سويه شماره 
نسبت به ساير باكتري  5بيانگر مقاومت بيشتر سويه شماره 
مكانيسم هاي متفاوت . ها به نانوذرات نقره مي باشد

مقاومت به مواد آنتي باكتريال، ميزان فعاليت بياني ژن هاي 
بيوفيلم مقاومت و مكانيسم هاي دفاعي ديگر همچون 

عوامل مهم تعيين كننده در مقابله با مواد آنتي باكتريال مي 
به علت فعاليت بيشتر مكانيسم هاي  5سويه شماره . باشد

ژن مقاومت به مواد آنتي باكتريال، ميزان بيان كمتري از 

bla-per1  با بيان  11داشته، در صورتي كه سويه شماره
انوذرات نقره اقدام نسبت به مبارزه با ن bla-per1ژن بيشتر 

اسينتوباكتر تفاوت بيان ژن در سويه هاي . نموده است
قبل و پس از تيمار با نانوذرات نقره توسط نرم افزار  بوماني
SPSS  آناليز و روش واريانس يك طرفه انجام و نتايج

 ≥P نشان دهنده ي معني داري تفاوت بيان در سطح 

ژن بر كاهش بيان  نانوذرات نقره با تاثير مستقيم. بود0.05
bla-per1  مي توانند مقاومت اين باكتري به انواع آنتي

  . بيوتيك ها را كاهش دهند

 
  16srRNAقبل و پس از تيمار با نانوذره در مقايسه با ژن  در سويه هاي بيوفيلم مثبت Bla-per1ژن نتايج حاصل از تغيير بيان  -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 
  

اسينتوباكتر همچنين مقايسه توانايي تشكيل بيوفيلم در 
قبل  پس از تيمار با نانوذرات نقره، نشان دهنده  بوماني

اين نتايج . بيوفيلم در اين باكتري شدكاهش توانايي تشكيل 
و  اسينتوباكتر بومانيتاييد كننده رابطه بين استحكام بيوفيلم 

بود به طوري كه ميزان توانايي  Bla-per1ژن ميزان بيان 

تشكيل و استحكام بيوفيلم در سويه هاي تيمار شده با 
نانوذره در مقايسه با سويه هاي تيمار نشده به طور 

تغيير بيان ژن  4شكل شماره . يافت چشمگيري كاهش
Bla-per1 را با سطح منعي داري P≤ 0.05 نشان مي دهد.  
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هاي سويهبا  نقره اتتيمار شده با نانوذرهاي مقايسه جذب نوري سويه.  A.  اسينتوباكتر بومانيدر سويه هاي  Bla-per1ميزان بيان ژن  -3ل شك
  .ژن كنترلنسبت به  نقره اتدر سويه هاي تيمار شده با نانوذر Bla-per1ان ژن ميزان بيكاهش معنا دار .  B .تيمار نشده

  گيريو نتيجه بحث
ي در زاي انسانترين عامل بيماريشايع بومانياسينتوباكتر

باشد و به عنوان يكي از مهمترين مي اسينتوباكترجنس 
يكي از . هاي بيمارستاني به شمار مي آيدعوامل عفونت
در درمان و پيش گيري از عفونت هاي  مشكلات عمده

مقاومت هاي آنتي  ،مانيواسينتوباكتر بايجاد شده توسط 
بيوتيكي ايجاد شده در آن مي باشد و كارباپنم ها به آخرين 

عفونت هاي ناشي از باكتري هاي گرم در خط درمان 
اصلي ترين . مي باشند اسينتوباكتر بوماني  جمله منفي، از

 رباپنم را مي توان توليد بيوفيلم دانستعامل مقاومت به كا
مطالعات زيادي  اسينتوباكتردر خصوص مقاومت  .)6(

برحسب زمان و مكان  ها نتايج آنصورت گرفته كه 
بنابراين از اهداف مهم اين تحقيق، . متفاوت بوده است

بررسي ميزان تشكيل بيوفيلم در سويه هاي باليني 
پژوهش . يوتيك بوده استمقام به آنتي ب اسينتوباكتر بوماني

بروي توانايي اتصال، تشكيل بيوفيلم و ژن هاي مداخله گر 
 اسينتوباكتر بومانيهاي مختلف در تشكيل بيوفيلم در سويه

مي تواند اطلاعات اميدواركننده اي در مورد درك بهتر 
روند پيچيده ايجاد بيوفيلم و عفونت هاي ناشي از اين 

به دنبال سال هاي اخير  در. ارگانيسم ها فراهم نمايد
 ، ايجاد پايداري باكتري ها به آنتي بيوتيك هاو مقاومت 

بيان كننده  هاي دليل مناسبي براي تحقيق در خصوص ژن
در باكتري هاي مختلف بوده ) Bla-per1(مثل بيوفيلم 

 1395لادن رحيم زاده ترابي و همكاران در سال . است

در سويه هاي  BlaVIMو   BlaIMPميزان شيوع ژن هاي 
مقاوم به چندين دارو را در مراكز  سودوموناس آئيوجينوزا

درماني اصفهان مورد مطالعه قرار دادند و نتايج حاصل از 
نتايج نشان مي دهد كه اغلب نمونه ها مقاوم به اين گروه 

فراواني  ESBL هاي توليد كنندهدارو هستند و در ميان سويه
بوده  BlaVIM ر از ژنيشتب BlaIMPز هاي بتالاكتاماژن

لذا اندازه گيري سريع و بررسي دقيق مقاومت آنتي . است
بيوتيكي امري ضروري مي باشد زيرا فراواني سويه هاي 

هاي بيمارستاني رو به توليدكننده ژن بتالاكتاماز در سويه
  ).7( افزايش است

توان گفت محققين بسياري وجود داشته اند كه علاقه مي
هاي بيوتيكبه آنتي اسنيتوباكتر بوماني به بررسي مقاومت

 2016و همكارانش در سال  ليهائو كي. اندمختلف بوده
ارتباط بين مقاومت آنتي ميلادي مطالعه اي مبني بر 

بيوتيكي، تشكيل بيوفيلم و مقاومت ويژه ي بيوفيلم در 
ارتباط بين  آنها در مطالعه. انجام دادنداسينتوباكتر بوماني 

ي بيوتيكي، تشكيل بيوفيلم و مقاومت ويژهمقاومت آنتي 
بررسي  اسينتوباكتر بومانيبيوفيلم در ايزوله هاي باليني 

  .)14( گرديد

اي مطالعهشمسي  1392و همكارانش در سال  مجتبي ساده
 (BlaTEM , blaCTX) بتالاكتاماز هاي ژن عنوان بررسيبا 

اكتر اسينتوب هاي ايزوله در لدئيدآگلوتار و دارو به مقاوم
 تنوع بر علاوه كه داد نشان آنهادستاورد . انجام دادندبوماني 

 مكانيسم هاي BlaTEM , BlaCTX هايژن شيوع و
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- مقاومت درايجاد Efflux pumpو  پورين ها شامل متعددي

 نقش ميكروبيضد مواد به نسبت اسينتوباكتربوماني هاي

   .)8(دارند 

اي ي مطالعهميلاد 2016و همكارانش در سال  ريچا سينگ
براي كنترل عفونت ناشي از بيوفيلم  بر نانوذراتمبني 
اهميت  به در گزارش آنها .انجام دادنداسينتوباكتر هاي گونه

ي در نقش نانوذرات مختلف به عنوان عوامل ضد بيوفيلم
ي سطح براي كنترل و درمان ، مواد پوشانندهباكتراسنيتو

ي مثبت تاثير نتيجه و پرداخته شد توباكترناسيبيوفيلم هاي 
  .)18(نمودندنانوذرات بر كاهش توليد بيوفيلم را گزارش 

شمسي الگوي حساسيت  1390اسلامي و همكاران در سال 
جدا شده  اسينتوباكتربيوتيكي در سويه هاي و مقاومت آنتي

از نمونه هاي باليني  بيمارستان آراد تهران را مورد مطالعه 
ي اين گروه نشان از افزايش نتايج مطالعه. قرار دادند

هاي بيوتيكنسبت به آنتي توباكترنياسهاي مقاومت سويه
جنتامايسين و آميكاسين بود كه علت آن را به مصرف بي 

 ).1( ها نسبت دادندبيوتيكرويه آنتي

محققان ديگري در صدد بودند تا تاثير بيوفيلم را در ثبات و 
كه (ها انبقاي باكتري در محيط بخصوص در بيمارست

را نشان  )استهاي بيمارستاني عاملي براي ايجاد عفونت
ميلادي در  1996و همكارانش در سال  ويدال. دهند

كه در  نمودندخصوص ساختار بيوفيلم ثابت 
هاي اي كه با روكشهاي چسبندهسلول بومانياسينتوباكتر

واسط در شرايط به شكل حد ،شوندگوناگوني پوشيده مي
پايدار  تشكيل داده و بهغذايي ساختار بيوفيلم كمبود مواد 

ها حاكي از افزايش سريع در شمار يافته. كنندميآن كمك 
هاي بيوفيلم و افزايش نسبي در شمار سلول و تعداد سلول

اين تحقيق ثابت كرد كه . هاي حاوي مقاومت وجود دارد
از اين ميكروارگانيسم  اسينتوباكتر بومانيوجود بيوفيلم در 

-برابر فاكتورهاي گوناگون ضد باكتريايي محافظت مي در

  .)21( كند

نقره به عنوان عامل ضد ميكروبي  توانايي فوق العاده ي
سبب استفاده از نانوذرات اين ماده در تحقيقات بسياري از 

مختلفي نشان دادند كه  تحقيقات. محققان بوده است
ني هاي عفودر مهار بيماري چشمگيرينانوذرات توانايي 

و همكاران در سال هندياني طبق تحقيقات . باكتريايي دارند
ميلادي درخصوص سنتز نانوذرات نقره و اثرات  2015

و دو بيوسايد  پنمايميها در تركيب با سينرژيك آن
 عليه بيوفيلم تشكيل شده توسط) ي زيستيكشنده(

ذرات نقره به تنهايي و در اثرات نانو، بومانياسينتوباكتر
هاي ضد بيوفيلمبر پنمايميها و با بيوسايدتركيب 
ه و نتيج. شد بررسيو فرم پلانكتوني آن بومانياسينتوباكتر

گر اين نكته بود كه نانوذرات دستاورد تحقيق اين گروه بيان
توانند سبب مهار تشكيل بيوفيلم شوند اما نقره به تنهايي مي

ها و ضد اشكال بيوفيلمبر ايمي پنماثر آنها در تركيب با 
. )3( موثرتر استبوماني اسينتوباكترشكل پلانكتوني 

خصوص اي درمطالعه 1391هنديايي و همكاران در سال 
چند تركيب ه و نقرذره مقايسه فعاليت ضد بيوفيلمي نانو 

مولد بيوفيلم اسينتوباكتر هاي سويهيگر عليه دبي وضد ميكر
ده از استفي اخير اين بود كه انتايج مطالعه .انجام دادند

ه در نقرذرات وتر مانند نانسيعويي با طيف ت داروتركيبا
ند باعث كاهش اتوبي مناسب ميوضد ميكراد تركيب با مو

موثر دوز كاهش ، بالغي هابيوفيلمف حذو تشكيل بيوفيلم 
تشكيل ي از جلوگيرن و مادريي رآيش كاافز، اهادارو
  ). 22( دشووم مقاي هاسويه

اي ميلادي مطالعه 2015ن در سال و همكارا جيان لوئيجي
با عنوان نانوذرات نقره به عنوان عوامل ضد باكتريايي انجام 

هاي جديد را براي اين گروه در اين مقاله تلاش .دادند
هاي اخير در درمان مشخص كردن چالش ها و راه حل

ميكروبيال ي آنتيهاي عفوني بويژه كاربرد نانونقرهبيماري
ائه كرده و نشان دادند كه نانوذرات به صورت خلاصه ار

   .)9( شوندنقرات باعث كاهش رشد عوامل ميكروبي مي
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نانوذرات نقره روي ست كه اين اين مطالعه بيانگر انتايج 
تاثير داشته بوماني اسنيتوباكتربيوفيلم در  Bla-per1بيان ژن 

كاهش بيان ژن باعث . گرددو باعث كاهش بيان اين ژن مي
در واقع بيوفيلم توليد شده  بيوفيلم شده وعملكرد ضعيف 

نانوذره نقره داري  هاي غيرتيمار شده با در مقايسه با سويه
. تر بوده و استحكام كمتري داردضعيف Bla-per1ژن بيان 

و ساير  هابيوتيكنتيباكتري به آاز ميزان مقاومت همچنين 
مكانيسم هاي  .شد كاستهمواد ضدعفوني كننده و دارويي 

فاوت مقاومت به مواد آنتي باكتريال، ميزان فعاليت بياني مت
هاي دفاعي ديگر همچون هاي مقاومت و مكانيسمژن

عوامل مهم تعيين كننده در مقابله  هاو افلاكس پمپ بيوفيلم
هاي تفاوت بيان ژن در سويه .باشدباكتريال ميبا مواد آنتي
رات نقره قبل و پس از تيمار با نانوذ بومانياسينتوباكتر

و روش واريانس يك طرفه انجام و  SPSSتوسط نرم افزار 
 ≥P داري تفاوت بيان در سطح ي معنينتايج نشان دهنده

ژن نانوذرات نقره با تاثير مستقيم بر كاهش بيان . بود0.05
Bla-per1 توانند مقاومت اين باكتري به انواع آنتيمي-

انايي تشكيل همچنين مقايسه تو. ها را كاهش دهندبيوتيك
پس از تيمار با  وقبل  بومانياسينتوباكتربيوفيلم در 

نانوذرات نقره، نشان دهنده كاهش توانايي تشكيل بيوفيلم 
كننده رابطه بين استحكام اين نتايج تاييد. بوددر اين باكتري 

 ؛بود Bla-per1ژن و ميزان بيان  بومانياسينتوباكتربيوفيلم 

شكيل و استحكام بيوفيلم در به طوري كه ميزان توانايي ت
هاي هاي تيمار شده با نانوذره در مقايسه با سويهسويه

 بنابراين. تيمار نشده به طور چشمگيري كاهش يافت
- عنوان داروي مناسب آنتيه ب تواندمي نانوذرات نقره

جايگزين مواد غذايي  يو جهت نگه دار مطرحباكتريال 
هميت اتوجه به  بااز طرفي . مواد شيميايي و مضر گردد

هاي ويرولانس ژنمطالعه ساير ، بيوتيكينتيآمت ومقا
ط تباو ار Tatو  Csu ،Vir ،Tol، Secمرتبط با بيوفيلم مانند 

از آنجايي كه  .ددگرميد پيشنهابيوفيلم  تشكيلآن با 
نانوذرات نقره به عنوان نانوذرات فلزي اثرات خوبي روي 

توان از دارند مي ومانيباسينتوباكترهاي مورد آزمايش سويه
اين ماده به شكل گسترده در ضدعفوني كردن محيط و 

مچنين به شكل خوراكي يا پسماندهاي بيمارستاني و ه
  .استفاده كردتماسي 

  نيرداقدو  تشكر

مسيولين محترم بيمارستان هاي شهر از همكاري صميمانه 
تهران به خصوص شريعتي، همچنين جناب آقاي حسيني، 

كه ما را يشگاه ميكروبي دانشگاه علوم دارويي، مسئول آزما
- در انجام اين پروژه ياري فرمودند، تشكر و قدرداني مي
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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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