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Abstract  

Background and Objectives: Quorum sensing system plays an important role in regulating        

pathogenic propertise and biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa. Therefore, inhibiting the 

quorum sensing system can be a suitable solution in the treatment of infections related to         

Pseudomonas aeruginosa biofilm. This study was conducted to investigate the effects of             

sub-inhibitory concentretions of tomatidine on the expression of quorum sensing genes and       

biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa. 

Materials and methods: The present study was a laboratory interventional study. Biofilm            

formation was evaluated by microtiter plate method. The RNA of all bacteria was extracted using 

a column RNA isolation kit and the expression of lasI, lasR, rhlI, rhlR and algD genes in both    

normal conditions and after treatment with tomatidine was analyzed. Antibiotic resistance was 

evaluated by the disk diffusion method. 

Results: The highest and least antibiotic resistance was detected against ticarcillin (80%) and      

colistin (5%), respectively. Tomatidine up to a concentration of 2 mg/ml had no inhibitory effect 

on Pseudomonas aeruginosa. 55% of the strains were weak biofilm producers and 45% were 

strong biofilm producers. The expression of all genes and biofilm formation increased after       

treatment with tomatidine. The lasI and rhlR genes were respectively the most and least affected 

genes. Among the five genes examined, only rhlR is significantly more expressed in weak biofilm 

producers. 

Conclusion: The results showed, contrary to expectation, the sub-MIC concentrations of            

tomatidine increase the expression of quorum sensing genes and biofilm formation in              

Pseudomonas aeruginosa. 
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 221-232صفحات 

های موثر در حساسیت جمعیتی تاثیر آلکالوئید توماتیدین بر تشکیل بیوفیلم و بیان ژن

 سودوموناس آئروژینوزا 
 3، الهام معظمیان*1کار، امید تجربه2دوست نوریهادی قوم
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دانشیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم، کشاورزی و فناوری 3)باکتریولوژی و ویروس شناسی(، دانشکده پزشکی افضلی پور، دانشگاه علوم پزشکی کرمان، کرمان، ایران. 

 نوین، واحد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامی، شیراز، ایران.

 چکیده

زایی و تشکیل بیوفیلم در سودوموناس آئروژینوزا سیستم حساسیت جمعیتی نقش مهمی در تنظیم فاکتورهای بیماریسابقه و هدف: 

های مرتبط با بیوفیلم سوودوموونواس تواند راه حل مناسبی در درمان عفونتکند. بنابراین مهار سیستم حساسیت جمعیتی میبازی می

های حساسیت جمعیتی و تشکویول های زیر حد مهاری توماتیدین بر بیان ژنآئروژینوزا باشد. این مطالعه به منظور بررسی اثر غلظت

 بیوفیلم در سودوموناس آئروژینوزا انجام شد.

ای آزمایشگاهی است. ارزیابی تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش میکروتیتر پلیت انوجوام مطاله حاضر از نوع مداخلهها: مواد و روش

در دو   algDو lasI ،lasR ،rhlI ،rhlRهای ، استخراج و بیان ژنRNAها با استفاده از کیت ستونی جداسازی تمام باکتری  RNAشد.

 بیوتیکی به روش انتشار دیسک صورت گرفت.شرایط نرمال و تیمار با توماتیدین مورد بررسی قرار گرفت. ارزیابی مقاومت آنتی

 2( بود. توماتیدین تا غلوظوت 5( و کلیستین )%08ترتیب در برابر تیکارسیلین )%بیوتیکی بهبیشترین و کمترین مقاومت آنتیها: یافته

% تولیدکننوده 55ها تولیدکننده بیوفیلم ضعیف و % سویه55لیتر فاقد اثر مهاری بر روی سودوموناس آئروژینوزا بود. گرم بر میلیمیلی

ترتیب بیشتوریون به  rhlRو  lasIهایها و تشکیل بیوفیلم پس از تیمار با توماتیدین افزایش یافت. ژنبیوفیلم قوی بودند. بیان همه ژن

طوور در تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیوف بوه rhlRهای تحت تاثیر با توماتیدین بودند. در میان پنج ژن مورد بررسی، تنها و کمترین ژن

 قابل توجهی بیشتر بیان شد.

های حساسیت جمعیتوی و های زیر حد مهاری توماتیدین، بر خلاف انتظار باعث افزایش بیان ژننتایج نشان داد غلظتگیری: نتیجه

 شود. افزایش تشکیل بیوفیلم در سودوموناس آئروژینوزا می

 توماتیدین، بیوفیلم، حساسیت جمعیتی سودوموناس آئروژینوزا.واژگان کلیدی: 

 158245411پذیرش مقاله:                                  158243412ویرایش مقاله:                                158141241دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبیولوژی، دانشگاه علوم پزشکی، کرمان، ایران.

  o.tadjrobehkar@kmu.ac.irپست الکترونیک:                   81131113583تلفن: 

 م دمه     

هوای      یه میکروبی به اجتومواعوی از سولوول                              بیوفیلم یا زیست               

شود که اغولوب در یوک مواتوریوس                          ریزجانداران اطلا  می                   

ساخته از مواد پلیمری خارج سلولی به یک دیگر و یا بوه                                                      خود   

(. تشکیل بیوفیلم یوکوی از خووا                               1اند )     یک سط   سبیده             

های گرم مو وبوت و گورم مونوفوی                                           تکاملی بسیاری از باکتری                       

هوا در       (. بیوفیلم یک استرات ی کلیدی برای بقای گونه                                           2است )     

طول ت ییرات غیرمنتظره شرایط زندگی مانند نوسانات دمایی و                                                         

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقو  نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خولاقوانوه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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های درون یوک               (. باکتری         3در دسترس بودن مواد غذایی است )                              

های ایمنی میزبان فرار و هزار توا ده                                      توانند از پاس                 بیوفیلم می          

هوای       هزار مرتبه بیشتر از همتایان پلانکتونی خود در برابر درمان                                                       

سوودوموونواس           (. بیووفویولوم            5و 3ضدمیکروبی مقاومت کنند )                       

یک سلا  حیاتی برای رقابت، بقا و تسلط در محیط                                                 آئروژینوزا          

) باشد       میکروبی ریه بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس می                                              پلی   

3  .) 

( در تونوظویوم            Quorum sensingسیستم حساسیت جمعیتی )                     

بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژی باکتریایوی دخویول اسوت و                                                    

هم نین نقشی محوری در فرآیندهای تشکیل بیوفویولوم بوازی                                                   

های باکتریایی به دلیل توانایی در                                  کند. امروزه برخی از پاتوژن                           می  

های مرتبط با بیوفویولوم                      ها در عفونت           تشکیل بیوفیلم و نقش آن                      

یوکوی از            آئوروژیونووزا              سودوموناس         اند.      مورد توجه قرار گرفته                    

وی ه در         های گرم منفی شناخته شده در این رویکرد و به                                          باکتری      

(.    5باشد )      های مرتبط با بیماران سیستیک فیبروزیس می                                       عفونت     

تواند در بسویواری                 یک باسیل گرم منفی است که می                               این باکتری          

های زیر جلدی، استوخووان،                        از نقا  بدن از جمله پوست، بافت                              

های قلب بواعوث              ها و دری ه          گوش،  شم، مجاری ادراری، ریه                           

ها بستگی بوه موحول ورود و                        ایجاد عفونت شود. این عفونت                          

 (.   آسیب پذیری بیمار دارند )                        

زایوی      حساسیت جمعیتی نقش مهمی در تنظیم عوامل بویومواری                                            

از جمله تشکیل بیوفیولوم، موقواوموت                                   آئروژینوزا              سودوموناس         

هوای     بیوتیکی، تولید اگزوتوکسین و برخی دیوگور از ژن                                            آنتی    

 (.  3زایی دارد )           مرتبط با بیماری               

(   Iqsو     LasIR   ،RhlIR   ،Pqs هار سیستم حساسیت جمعیتی )                          

شناسایی شده است. دو سویوسوتوم                               سودوموناس آئروژینوزا                    در    

LasIR     وRhlIR                                                      به میزان بیوشوتوری موورد موطوالوعوه قورار

  سودوموونواس         های     درصد از ژن            18( و بیان بیش از                 0اند )     گرفته     

(. این دو سیستم، در تشوکویول                           1کنند )      را کنترل می               آئروژینوزا          

هوای سویوگونوالویونو                                              بیوفیلم از طری  توولویود موولوکوول                            

3co12-homoserin lactone     وC4-homoserin lactone  

های     های خودالقاگر اصلی در سیستم                           عنوان مولکول            ترتیب به          ) به    

LasIR     وRhlIR           شونود( نوقوش خوود را بوازی                                             شناخته می

 (.  18کنند )      می  

هوای هوموگوام کونونوده                                           ، ژن    RhlIRو     LasIRهای     در سیستم        

   (lasI   ،lasR      درLasIR     وrhlI   ،rhlR      درRhlIR                 با تولید برخوی )

، آلکالین پروت واز،                    Bو     Aاز فاکتورهای بیماریزایی مانند ا ستاز                                      

ها مرتبوط          ، پیوسیانین، رامنولی ید، سیانید و لکتین                                       Aاگزوتوکسین            

 (.  11هستند )       

بواعوث موقواوموت                 آئروژینوزا              سودوموناس         تشکیل بیوفیلم در                  

(. بونوابورایون،              12شود )     بیوتیکی می          تطبیقی نسبت به عوامل آنتی                         

های مرتبط با بیوفیلم این باکتری هم نان یک زمویونوه                                                   عفونت     

  کونوی     بیوتیوکوی اسوت و ریشوه                     الش برانگیز در درمان آنتی                          

بویووتویوک          به تنهایی با عووامول آنوتوی                           آئروژینوزا              سودوموناس         

 (.    12تواند با موفقیت انجام شود )                             نمی   

مطالعات زیادی در سراسر دنیا به منظور کشف عوامول مووثور                                                     

هوای     هوای جودیود در درموان عوفوونوت                       جدید یا استرات ی                

(. در ایون راسوتوا،                  13شود )       انجام می            سودوموناس آئروژینوزا                    

ها و عوامل ضد بیماریزایی، عوامول                                 بیوتیک      درمان ترکیبی با آنتی                    

ضدبیوفیلم و یا ایجاد اختلال در سیستم حساسیت جموعویوتوی                                                   

(. آلوکوالووئویودهوا گوروهوی از                                             15تواند راه حل باشد )                   می  

عوامل زیست فعال متنوع هستند کوه در انوواع موخوتولوف                                                         

عنوان منوشوا  موهوم                 شوند. گیاهان به               موجودات زنده یافت می                    

شوند. بسیاری از آلکالوئیدها بوه                                عوامل آلکالوئیدی شناخته می                          

باکتریایی و ضودقوار وی نوقوش موهوموی                                                      دلیل خوا  ضد            

هوا                  در محافظت از گیاهان در برابر انواع موخوتولوف پواتووژن                                               

 (.    15دارند )       

توماتیدین یک آلکالوئید استروئیدی با خوا  ضدباکتوریوایوی،                                                       

ضدقار ی، ضدویروسی و حتی ضدسرطوانوی اسوت کوه از                                            

سوازی      خال       Solanaceaeفرنگی و سایر گیاهان خانواده                             گوجه    

(. اخیرا توماتیدین بوه دلویول داشوتون خووا                                         1شود )     می  

بیوتیک طبیعی معرفی شوده                        عنوان یک عامل آنتی                  ضدباکتریایی به              

(. در مطالعه حاضر، تشکیل بیوفیلم و بیان برخوی                                              13و  1است )     

سوودوموونواس           های مرتبط با حساسیت جموعویوتوی در                                 از ژن     

های زیر حد مهاری توماتیدین                              پس از تیمار با غلظت                       آئروژینوزا          

 مورد بررسی قرار گرفت.                     
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 ها  مواد و رو           

جدایه بوالویونوی                28    های باکتریایی و شرایط کشت:                          الف( جدایه          

های بالینی مختلف از بیومواران                             از نمونه            آئروژینوزا              سودوموناس         

علامت دار مراجعه کننده به آزمایشگاه بیمارستان افضلوی پوور                                                        

تهیه شد. بیماران با                       1311کرمان در جنوب شر  ایران، در سال                                 

های اخیر از مطوالوعوه خوارج                         بیوتیک در ماه             سابقه مصرف آنتی               

  آئروژینووزا              سودوموناس         عنوان       های باکتریایی که به                   شدند. جدایه           

لیتر نووتوریونوت              میلی      18های حاوی          شناسایی شده بودند به لوله                         

برا  تلقی  و برای تایید به آزمایشگاه باکتریولووژی دانشوکوده                                                          

ها روی محیط کشت                 پزشکی افضلی پور منتقل شدند. این سویه                                    

  25درجه سلسیوس به مدت                      52سیترمید آگار کشت و در دمای                            

هوای موتوداول شوامول                 ساعت گرماگذاری شدند و بوا تسوت                            

،   TSIمورفولوژی کلنی، رنگدانه، رشد روی مک کانکی آگوار،                                                 

درجوه        52، رشد در دمای               OFاستفاده از گلوکز در محیط کشت                              

(. در گوام اول               10سلسیوس و تست اکسیداز غربالگری شدند )                                    

های باکتریایی که توانایی تشکیل بیوفویولوم را داشوتونود                                                  سویه    

عونووان       هایی کوه بوه            های بعدی سویه             غربالگری شدند و در گام                      

  ها استفاده شودنود. از                   تولیدکننده بیوفیلم تایید شدند در آزمایش                                       
به عنوان سویه اسوتوانودارد در                              PAO1    سودوموناس آئروژینوزا                    

ها در مراحول             ها استفاده شد. برای استفاده از سویه                                   تمام آزمایش           

%   28ها در محیط کشت مولر هینتون برا  بوا                                    بعدی، تمام سویه               

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.                           38گلیسرول و در دمای منفی                        

تست استانودارد انوتوشوار                        بیوتیکی:        ب( ارزیابی حساسیت آنتی                      

استوفواده            CLSIدیسک به روش کربی باوئر، مطاب  دستورالعمل                                        

 CLSIو معیارهای حساسیت و مقاومت بر اساس پوروتوکول                                           

M100-S31            ( بیست دیسک آنتی                 11انجام شد .)            بیووتویوکوی در

  38هوا )کواربونوسویولویون                 کتام     - های مختلف شامل:                 کلاس   

میکروگرم، تیکارسیلین                                   38میکروگرم، پی راسیلین تازوباکتام                                 

  38میکروگرم، سوفووتواکسویوم                       32میکروگرم، سفوپرازون                       38

میکروگرم(، آمیونووگولویوکووزیودهوا                              38میکروگرم، سفتازیدیم                     

مویوکوروگورم،             18میکروگرم، توبرامایسویون                         18)جنتامایسین             

مویوکوروگورم(،              18میکروگرم، استرپتومایسین                           38کانامایسین            

هوا      میوکوروگورم(، کواربواپونوم                     38ها )تتراسایکلین                 تتراسایکلین           

میکروگرم(، سولفونامیدهوا                           18میکروگرم، مروپنم                    18پنم       )ایمی     

هوا    میکروگورم( کویونوولوون                   35423          2541)کوتریموکسازول                

  38ها )کلرامفونویوکول                میکروگرم(، فنیکل                  5)سی روفلوکساسین                 

مویوکوروگورم( و               15میکروگرم(، ماکرولیدها )آزیترومایسین                                     

بیوتیک از             های آنتی        میکروگرم، استفاده شد. دیسک                            18کلیستین         

 شرکت روسکو دیاگنوستیک ساخت دانمار  بودند.                                         

از روش ماکرودایلوشن بورا  در                               توماتیدین:            MICج( ارزیابی            

  CLSIهوای       توماتیدین مطاب  با دستوورالوعومول                               MICارزیابی         

(. در مرحله اول توماتیدیون هویودروکولورایود                                       28استفاده شد )            

%،                          1)کوموتور از            DMSO)سیگموا آلودریو ،  ویون( در                        

حجمی4حجمی( حل شد و متعاقبا  با آب مقطر استریل رقویو                                                     

،   120،   5 ،   32،    1های مختلف )           شد. در مرحله دوم غلظت                     

گرم بر لیتر( از توماتیدیون، بوا                               میلی      2850و     1825،   512،    25

میلی لیتر مولر هینتون بورا                               18رقی  کردن در لوله های حاوی                            

  841هوا بوا       )مر ، آلمان( تهیه شد. در مرحله سوم همه لوولوه                                           

هوای     سولوول      CFU/ml    5.18لیتر محیط کشوت حواوی                  میلی    

درجه سولوسویووس               33ساعت در دمای                25باکتریایی به مدت                  

گرماگذاری شدند. در مرحله  هارم حداقل غلظت توماتیودیون                                                     

  MICکند به عونووان              که رشد قابل مشاهده باکتری را مهار می                                    

 ها سه بار تکرار شدند.                       انتخاب شد. همه آزمایش                     

از روش کریستال ویوولوه                        د( تشخی  فنوتی ی تشکیل بیوفیلم:                               

(. غلوظوت         21گیری کمی تولید بیوفیلم استفاده شد )                                   برای اندازه           

سوس انسیون باکتریایی در محیوط کشوت                                    CFU/ml  5.18نهایی       

   1های     % گلوکز در میکروپلیت                    1مولرهینتون برا  غنی شده با                            

درجه سلسیوس               33ساعت در دمای                25خانه ساخته و به مدت                     

ها شسته و خشک شدند. پس از                           گرماگذاری شدند. س س پلیت                        

ها با کریستوال                 های باکتریایی روی دیواره میکروپلیت                                  آن بیوفیلم          

آمویوزی       های رنو        آمیزی شدند. بیوفیلم                   درصد رن           841ویوله       

درصود        35های میکروپلیت توسط اسید استیک                               شده از دیواره             

  512شسته و توسط دستگاه میکروپلیت خوان در طول مووج                                              

نانومتر خوانده شدند. از محیط کشت مولرهینتون برا  استریول                                                         

عنوان شاهد منفی و بلانک استفاده شد                                   % گلوکز به          1غنی شده با            

عنوان کنترل             لیتر به       میکروگرم بر میلی                  1و توبرامایسین با غلظت                       
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                ODهوای بوا تور از              ODم بت مورد استفاده قرار گورفوت.                              

( به عنوان تولیدکننده بیوفیلم در نظر گرفته شدنود                                                 ODcبلانک )      

ترتیوب       ، به    ODc   OD   2   ODc and OD   4   ODcو اگر       

بونودی                  عنوان تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف و قووی طوبوقوه                                          به  

(. تشکیل بیوفیلم بین دو شرایط بدون تیمار و شرایط                                                  21شدند )      

گرم بر لیتر توماتیدین( مقایسه                               میلی      512و     32تیمار )دو غلظت                

 ها سه بار تکرار شدند.                     شد. همه آزمایش              

بورای         RT-PCRاز  :     PCR Real-timeو      RNAه( استوخوراج          

،   lasI   ،lasR   ،rhlIهای مورد نظر )              تشخی  میزان بیان نسبی ژن                        

rhlR     وalgD                                                در شرایط قبل و بعد از تیمار استفاده شد. توموام )

های مورد نظر در غیاب و حضور دو غلظت زیر حد مهوار                                                 سویه    

ساعت در دموای                25کنندگی توماتیدین هیدروکلراید، به مدت                                      

درجه سلسیوس در محیط لوریابرتانی برا  )مر ، آلمان( و                                                       33

هوای       تا مرحله لگاریتمی، رشد داده شدند. در مرحله بعد سلوول                                                   

های شبانه جدا شدند و سو وس                            باکتریایی با سانتریفیوژ از کشت                              

RNA                             با استفاده از کیت جداسازیRNA                   ستونی )دنوا زیسوت

 آسیا، ایران( استخراج شد.                          

نمونه در طوول                ODدست آوردن           با به       RNAهای     خلو  نمونه          

نانومتر توسط اس کتروفتومتر نانوو درآ                                         208و     8 2های     موج   

  8 20842)پی سی آر مکس  مبدا، اوکراین( و محاسبه نسبوت                                             

%   1با الکتروفورز روی ژل آگواروز                               RNAتعیین شد. پایداری                   

درجوه        08های استخراج شده در دمای منفوی                              RNAتایید شد.           

و تکو ویور موحوصوو ت                  cDNAسلسیوس  خیره شدند. سنتز                         

cDNA                   ای    توسط کیت دو مرحلهRT-PCR                     )ویوانتیس، مالوزی(

طب  دستورالعمل سازنده                         Syber reen mastermixبا تکنولوژی           

 Step One ،Real-Timeانجام شد. تمام فرآیند تک یر با دستگاه                                       

PCR                                               صنای  مارسیلین ، سنگاپور( انجام شود. از ژن(gyrA          

(. فرآیند تک یر شامول                      22عنوان ژن مرج  داخلی استفاده شد )                                به  

درجوه        15 رخه با شرایط زیر بود: واسرشت در دموای                                         35

درجوه        55ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای                                 38سلسیوس برای             

درجه سولوسویووس               32ثانیه، بسط در دمای                      38سلسیوس برای             

درجوه        15سازی ابتدایی آنزیم در دموای                              ثانیه، فعال             55برای      

دقیقه در ابوتودا و گسوتورش نوهوایوی                                                        2سلسیوس به مدت               

دقیوقوه نویوز وجوود                          2درجه سلسیوس به مدت                      35در دمای         

داشت. محصو ت غیر اختصاصی و محصو ت دیمر پرایمر بوا                                                  

تجزیه و تحلیل منحنی  وب پس از تک ویور غوربوال شودنود.                                                           

دسوت                   و هوموکواران بوه              namte های پرایمر از مطالعه                      توالی     

ارائه شده است. میانگین                          1(. لیست پرایمرها در جدول                          23آمد )     

برای محواسوبوه مویوزان                                 RT-PCRدست آمده از             به    CTمقادیر        

(،               TCبیان ژن مورد نظر در رابطه با بیان کنتورل ژن داخولوی)                                                 

در شرایط تیمار شده با توماتیدین و در مقوایسوه بوا شورایوط                                                              

( استفاده شد. در نهایت، میزان بیوان نسوبوی                                                       TCبدون تیمار)           

   (ct -2    ژن )                          ای    های مورد نظر با روش مقایسوهCT                        موحواسوبوه

 (.  25شد )    

 . RT-PCRتوالی پرایمرهای مورد استفاده در فرآیند تک یر: 1  جدول

Temp 
(ºC) 

Amplicon 
length (bp) 

Reverse primer 
 (5'–3') 

Forward primer 
 (5'–3') 

Name 

 
57 

 
108 

ATCATCTTCT 
CCAC CCT 

 

CTTTTCC A 
CT TAC CT 

lasI 

 
57 

 
54 

CTCCACTCCA 
ATTTTCCAC 

 

CTT  TT A 
C  TTTTCT 

lasR 

 
56 

 
109 

T CACA  TA 
  C AA A 

 

CAAACCC C 
TACATC TC 

rhlI 

 
56 

 
105 

   T AA   
 AATC T T 

 

 A  CTTTT 
T CT T  T 

rhlR 

 
57 

 
101 

A CACCA C 
ACATC  AA 

 

    CCAACA 
A  AATACA 

algD 

 
57 

 
73 

TA TC  T   
T A  AA T 

 

ACACC A   
C AACAA A 

gyrA 

ها از نورم افوزار در تجزیه و تحلیل دادهها: و( آنالیز آماری داده

SPSS  بیوتیکی بیون  استفاده شد. فراوانی مقاومت آنتی 21نسخه

های بیوفیلم ضعیف و بیوفیلم قوی با تست فویوشور تولید کننده

( برای مقایسه مقادیور ANOVAمقایسه شد. از آنالیز واریانس )

های مختلوف  میانگین میزان بیان پنج ژن مورد بررسی بین گروه

دار بوودن                     و در شرایط موخوتولوف اسوتوفواده شود. موعونوی

 (p-value ≤0.05   در سط )درصد در نظر گرفوتوه شود.  8485

 های  وب ارزیابی شد.اختصاصیت پرایمرها با منحنی

 

 هایافته

تفاوت فراوانی )%( موقواوموت در   بیوتیکی:الف( مقاومت آنتی
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بیوتیکی مختلف از تست دیسک دیفیووژن بوه برابر عوامل آنتی

( و پوس 08دست آمد. حداک ر مقاومت در برابر تیکارسیلین )%

( و حداقل مقواوموت در بورابور 35از آن سی روفلوکساسین )%

( مشاهده 28( و پس از آن پی راسیلین4تازوباکتام )%5کلیستین )%

شد. تنها یکی از بیست سویه به کلیستین مقاوم بود. مقاومت بوه 

%، 58بیوتیکی به شر  زیر: تووبوراموایسویون سایر عوامل آنتی

%، 58%، اسوتورپوتووموایسویون35%، جنتامایسین 58کانامایسین

%، کاربنسیلین 8 %، سفوپرازون 38%، سفتازیدیم 38سفوتاکسیم 

 %،8 %، موروپونوم58پونوم%، ایوموی38%، تتراسوایوکولویون8 

% 8 ، و کوتوریومووکسوازول58%، کلرامفنیکل %8 آزیترومایسین

عوامول  3ها به حداقول درصد از سویه 58تشخی  داده شد. 

های موخوتولوف یوا موقواوموت  ونود          بیوتیکی از کلاس آنتی

درصد دارای مقاومت دارویی گسوتورده        35( و MDRدارویی )

(XDR.بودند ) 

: فوعوالویوت ب( حداقل غلظت مهاری توماتیدین هیدروکلراید

سویه بالویونوی غویور توکوراری  28مهاری توماتیدین در برابر 

های مختلوف  در غلظت PAO1و سویه   آئروژینوزا  سودوموناس

گرم بر لیتر( مورد بررسی قرار گورفوت، اموا میلی 2850  -   1) 

 ها مشاهده نشد. هی  خاصیت بازدارندگی در این غلظت

%( 55یازده تا از بویوسوت سوویوه ) ج( توانایی تولید بیوفیلم:

%( 55هوا )تا از سوویوه 1تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف بودند و 

هوای موقواوم بوه تولیدکنندگان بیوفیلم قوی بودند. اک ر سویوه

(. 1های بیوفیلم ضعیف بودند )شوکولبیوتیک، تولید کننده آنتی

آنالیزهای آماری مرب  کای و فیشر نشان داد که تفاوت موعونوی 

بیووتویوک های مقاوم به آنتیداری در توانایی تولید بیوفیلم سویه

بیوتویوک در فواصولوه های حساس به آنتیدر مقایسه با جدایه

های مقاوم به  ند دارو % وجود ندارد. اما اک ر سویه15اطمینان 

MDR (54 2  و )%های دارای مقاومت دارویی % از جدایه 1453

 (، تولیدکننده بیوفیلم ضعیف بودند.XDRگسترده)

گرم بر لیوتور در میلی 512افزایش بیشتر پس از تیمار با غلظت 

گرم بر لیوتور مشواهوده شود     میلی 32مقایسه با تیمار با غلظت 

ها بیون نانومتر( از سویه 512)در  OD ± SE(. میانگین 2)شکل 

شرایط تیمار نشده با شرایط تیمار با دو غلظت توومواتویودیون                  

گرم بر لیتر( مقایسه شود و تووبوراموایسویون           میلی 512و  32) 

بیوتیک در بین تولیدکنونودگوان های مقاوم به آنتیفراوانی )%( سویه:  2شکل 

 .* 0.07p ≥بیوفیلم قوی در مقایسه با تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف. 

د( میزان بیان نسبی پنوج ژن موورد مطالعوه پوس از تیموار بوا 
نتایوج   های توماتیدین در مقایسه با شرایط بودون تیموار: غلظت

دست آمده از دو غلظت توماتیدین در مقایسه با شرایط تیموار به

نشده، با استفاده از تجزیه و تحلیل تی تست زوجوی نوشان داد 

که میزان بیان نسبی هر پنج ژن مورد نظر پس از تیمار با هر دو 

گرم بر میلی 512و  32غلظت زیر حد مهار کنندگی توماتیدین )

طووور قابوول توجهووی بووا تر از شوورایط تیمووار نووشده           لیووتر( بووه

(. مقادیر بیشتر میزان بیان نسبی برای هر پنج ژن P=    8.88بود )

تجزیه و تحلیل کمی تشکیل بیوفیلم )میانگین  گالی نووری( در :  2شکل  

تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف، بیوفیلم قوی و سویه استانودارد در شورایوط 

تیمار نشده در مقایسه با دو شرایط مختلف تیمار شده و توبراموایسویون بوه 

گر اختلاف معنی دار با  کونوتورل اسوت        عنوان کنترل م بت. علامت * نشان

(p ≤ 0.05.) 
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گورم بور لیتور  میلی 512مورد نظر، پوس از تیموار بوا غلظوت 

گورم بور          میلی 32توماتیدین و در مقایسه بوا تیموار بوا غلظوت 

  .(، ملاحضه شدP ≥ 8485) لیتر

انحراف معیار بیان نسبی پنج ژن مورد مطالعه        ±میانگین 

محاسبه             PAO1سویه بالینی و هم نین سویه  28برای 

های شد. افزایش میزان بیان ژن پس از تیمار با هر دو غلظت

زیر حد مهارکنندگی توماتیدین در مقایسه با شرایط            

(. میزان بیان ژن              P  ≥  8485تیمار نشده مشاهده شد )

گرم بر لیتر توماتیدین در مقایسه               میلی 512در غلظت 

گرم بر لیتر توماتیدین بیشتر                    میلی 32با غلظت 

 (.3)شکل بود 

بین تولیدکننودگوان  algDو  lasI ،rhlIهای  میزان بیان نسبی ژن

بیوفیلم ضعیف و تولیدکنندگان بیوفیلم قوی در شرایط تیمار در 

داری  گرم بر لیتر از توماتیدین تفاوت موعونوی میلی 512غلظت 

گورم میلوی 32نداشت. نتایج مشابهی از شرایط تیمار در غلظت 

در تولیدکنندگوان  rhlRدست آمد. اما میزان بیان نسبی بر لیتر به

بیوفیلم ضعیف در مقایسه با تولیدکنندگان بیوفیلم قوی در هور 

گرم بر لیتر توماتیدین( به طور میلی 512و  32دو شرایط تیمار )

انحوراف موعویوار  ± (. میانگین 5قابل توجهی با تر بود )شکل 

سوویوه 11مقادیر میزان بیان نسبی پنج ژن مورد بررسی، بویون 

تولیدکننده بیوفیلم قوی، در دو  1تولیدکننده بیوفیلم ضعیف و 

 (.5)شکل  p   0.05. ** p = 0.08 *حالت بررسی شد 

میزان بیان نسبی پنج ژن مورد مطالعه در شرایط عدم تویوموار و در :  3شکل

داری بویون حضور دو غلظت زیر حد مهارکنندگی توماتیدین. اختلاف معنی

ژن مورد بررسی بعد از تیمار بوا دو غولوظوت  5میانگین بیان نسبی تمامی 

متفاوت توماتیدین در موقوایسوه بوا حوالوت عودم تویوموار مشواهوده                  

 (.P ≥ 8485گردید )

ه( مقایسه میزان بیان نسبی پنوج ژن موورد موطوالوعوه بویون 
تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف و تولیدکنندگان بیوفیلم قووی، در 

 میلی گرم بر لیتر تومواتویودیون(: 512و  32دو شرایط )تیمار با 

میزان بیان نسبی پنج ژن مورد نظر از تولید کنندگان بیوفیلم ضعیف : 4شکل 

گرم  میلی 32تیمار با در مقایسه با تولیدکنندگان بیوفیلم قوی، در دو حالت 

گرم بر لیتر از توماتیدین ) پ(.            میلی 512بر لیتر)راست( و تیمار با 
 * p   0.05. ** p = 0.08  

 بحث

ها  بیوتیک باعث افزایش نگرانیامروزه، مصرف بیش از حد آنتی

های باکتریایی مقاوم به  ندیون دارو در خصو  توسعه سویه
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شده است. یافتن مواد جدید با خوا  تداخولوی حسواسویوت 

تواند یوک راه حول های مهاری بیوفیلم میجمعیتی یا فعالیت

ها و برخی مواد طبیعوی بیوتیکمناسب باشد. تعداد کمی از آنتی

دست آموده های بهدر این زمینه بررسی شده است. اما بین یافته

هوای ای که فعالیوتها تناقض وجود دارد. به گونهاز این بررسی

هوا بویووتویوکمهاری بیوفیلم در برخی از مواد شیمیایی و آنتوی

(. در حالیکه برخی دیگر از مواد 25و15و18گزارش شده است )

عنوان محر  تشکیل بیوفیولوم ها بهبیوتیکو حتی برخی از آنتی

(. در این راستا، بو نگر و همکاران، فعالیوت  2اند ) معرفی شده

ضدباکتریایی توماتیدین را در ترکیب با توبراموایسویون عولویوه 

 گزارش دادند.سودوموناس آئروژینوزا 

بیوتیکی در برابر کلیستین در مطالعه حاضر حداقل مقاومت آنتی

هوای  بیوتیک عنوان یکی از آخرین آنتی شناسایی شد. کلیستین به

های گرم منفی مقاوم به  ند دارو از جملوه مؤثر بر علیه باکتری

دلیل سمیت شود. کلیستین بهاستفاده میسودوموناس آئروژینوزا 

ها و سیستم عصبی تجویز موحودودی دارد.  نسبتا با  برای کلیه

بینی بوده، زیرا بوه طوور  بنابراین، مقاومت به کلیستین قابل پیش

 (.23و11مکرر در مطالعات دیگر نیز شناسایی شده بود )

طور معمول آمینوگلیکوزیدها، به تنهایی یا هموراه بوا سوایور به

سوودوموونواس هوای بیوتیک در درمان علیه عفونتعوامل آنتی
شوند. فراوانی مقاومت به عوامل مختلوف استفاده میآئروژینوزا 

(. در 20آمینوگلیکوزید در مقا ت کم گزارش شوده اسوت )

پ وهش حاضر نیز میزان مقاومت در برابر آمینوگلیکووزیودهوای 

تواند این دسته از مختلف کم تا متوسط بود که این موضوع می

عنوان یک گزینه مناسب در درمان ترکویوبوی ها را بهبیوتیکآنتی

قورار دهود. سودوموناس آئروژینوزا های مرتبط با علیه عفونت

%( در برابر جنتامایسین، در تولیدکنندگان 1543حداقل مقاومت )

(. میزان مقاومت پاییون 1بیوفیلم قوی تشخی  داده شد )شکل 

تواند بوه در برابر جنتامایسین در تولیدکنندگان بیوفیلم قوی می

هوای های خا  موانونود آنوزیومدلیل اثربخشی کمتر مکانیسم

  effluxهوایغیرفعال کننده یا اصلا  کننده یا فعالیت کم پموپ

های بیوفیلم قوی نسبت داده شوود. بونوابورایون، در تولیدکننده

های ناشوی تواند گزینه مناسبی در درمان عفونتجنتامایسین می

هایی باشد که توانایی تشکیل بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزااز 

قوی دارند. البته این موضوع باید در مطالعات آینوده بوررسوی 

 شود.

در پ وهش حاضر هی  گونه اثر مهاری از توماتیدین بور روی 

گرم بر لیتور  میلی 2تا غلظت سودوموناس آئروژینوزا های جدایه

مشاهده نشد، در حالی که در برخوی از موطوالوعوات اثورات 

بازدارندگی قوی )محدوده نانومو ری( تومواتویودیون عولویوه 

های گرم م بت مانند استافیلوکوکوس، بواسویولووس و  باکتری

توان  (. این موضوع را می 1های لیستریا گزارش شده بود ) گونه

های گرم منفی در برابر عووامول ضود به مقاومت بیشتر باکتری

های گرم م بت نسبت داد کوه ایون میکروبی نسبت به باکتری

های گرم منفوی ها  اتی باکتریتواند به دلیل برخی از وی گی می

مانند وجود یک  یه غشوایوی اضوافوی )غشوا  خوارجوی(، 

فعال و تنوع بیشتور   effluxهایهای ترشحی قوی، پمپ سیستم

 های مرتبط با مقاومت باشد.ژن

سوودوموونواس هوای آمده، اک ر جدایوه دست بر اساس نتایج به

بیوتیک در گروه تولیدکنندگان بیوفیلوم  مقاوم به آنتیآئروژینوزا 

هوای موقواوم بوه           ضعیف قرار گرفتند. بسویواری از سوویوه

( نیز جز  تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف بودنود.  (MDR نددارو

همبستگی معکوسی بویون  2821یمانی و همکاران نیز در سال 

بیوتیکی و توانایی تولویود بویووفویولوم در شیوع مقاومت آنتی

(. در شورایوط 21انود ) گزارش دادهسودوموناس آئروژینوزا 

بوا کواهوش بورخوی از سودوموناس آئروژینووزا زا، استرس

های رقابتی مانند افزایش تمرکز بر روی تشکیل بیوفیلوم  وی گی

بیوتیکی، در بدن انسان خوود را و مقاومت در برابر عوامل آنتی

ای یعنی سازگواری دهد.  نین پدیدهدر شرایط پایداری قرار می

ارائوه  2811با استرس اخیرا توسط مورگان و همکاران در سال 

(. کاهش برخی از خوا ، موانونود موقواوموت 38است ) شده 

بیوتیکی در تولیدکنندگان بیوفیلم قووی در موقوایسوه بوا  آنتی

دسوت آموده تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف، در مطالعه حاضر به

تواند به دلیل سازگاری در شرایط سخت باشد. سوان بود که می

هوای بویووتویوکو همکاران، نیز کاهش مقاومت در برابر آنوتوی

سوودوموونواس های تولید کننده بیوفیلم در بتا کتام را در سویه
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 (.31گزارش داده بودند )آئروژینوزا 

با کمال تعجب، در مطالعه حاضر افزایش قابل توجهی در میزان 

تشکیل بیوفیلم پس از تیمار با هر دو غلظت زیور حود موهوار 

گرم بر لویوتور میلی 512کنندگی توماتیدین مشاهده شد. غلظت 

گرم بر لیتر به طور قابول میلی 32توماتیدین در مقایسه با غلظت 

هوای (. بیان ژن2توجهی باعث القای تشکیل بیوفیلم شد )شکل 

rhlR وalgD   گرم بر لیتر توماتیدیون میلی 32تحت تأثیر غلظت

های  دار نبود. در حالی که، مقادیر میزان بیان نسبی ژنتاثیر معنی

lasI،lasR  وrhlI  طوور پس از تیمار با این غلظت توماتیدین بوه

داری افزایش یافت. بیان هر پنج ژن مورد بررسی پوس از  معنی

گرم بر لیتر توماتیدین به طور قابل تووجوهوی میلی 512تیمار با 

هوای توان به حساسیت کمتر ژنها میافزایش یافت. از این یافته

rhlR وalgD   (.3به توماتیدین را نتیجه گرفت )شکل   

پوس از  rhlRوی ه های مورد بررسی بهبیان بیشتر برخی از ژن

تیمار با توماتیدین در تولیدکنندگان بیوفیلم ضعیف در مقایسه با 

(. 5تولیدکنندگان بیوفیلم قوی یک نتیجه غیرمنتظره بود )شکل 

و هوموکواران، فوعوالویوت  namte در تحقیقات اخیر توسط 

های مرتبوط بوا  کننده مزولوفلاون در برابر برخی از ژن تضعیف

مشوخو    RhlIRو LasIRهای  حساسیت جمعیتی در سیستم

تواثویور بووده  حداقل ژن تحوت rhlRها ژن شد. در گزارش آن

در پواسو  بوه   rhlR(. امکان دارد درگیری بیشتر ژن25) است

های استرس نسبت به تشکیل بیوفیلم مانند تولیود سایر مکانیسم

(. 32، رامنولی ید و پیوسیانویون بواشود )LasAا ستاز، پروت از 

پس از تیمار با توماتویودیون نویوز   algDهم نین بیان پایین ژن

 تواند به همین دلیل باشد. می

در هر دو غلظت مورد بررسی، حداک ر اثر القایی توماتیدین در 

(. بنابراین در کنترل بویوان عووامول 3بود )شکل  lasIبرابر ژن 

توان نتیجه گرفت که سیوسوتوم مرتبط با حساسیت جمعیتی، می

LasIR  نسبت به سیستمRhlIR  اولویت دارد. این موضوع نویوز

گزارش شوده  2811و همکاران در سال  Kostylevاخیرا توسط 

در موقوایسوه بوا   RhlRها هم نین مشخ  کردند کهاست. آن

LasR  بسیار حفظ شده است و فعالیتRhlR مستقل ازLasIR 

 (.33است )

زایی پوس از تویوموار بوا های مرتبط با بیماریبیان بیشتر ژن

ها و مواد طبویوعوی بیوتیکهای زیر حد مهارکنندگی آنتی غلظت

(. در 35عنوان نظریه هورمسیس گزارش شوده بوود )قبلا  به

مطالعه رانیری و همکاران، نیز عووامول ضودمویوکوروبوی در 

های سیگنالی  عنوان مولکول های زیر حد مهارکنندگی به  غلظت

هوا  های محافظتی در باکوتوری کردند و برخی استرات یعمل می

(. اعتقاد ما بر این است 2کردند )مانند تشکیل بیوفیلم را القا می

( 35بیوتیک طوبویوعوی )عنوان یک عامل آنتیکه توماتیدین به

تواند با همین استرات ی باعث ایجاد بیوفیلم شود. زیورواحود  می

C آنزیمATP  عنوان هودف اصولوی سنتاز در زنجیره تنفسی به

(. عملکورد  1های آن شناسایی شده است )توماتیدین و آنالوگ

پس از تیموار  ATPنادرست زنجیره تنفسی و اختلال در تعادل 

عنووان تواند به های زیر حد مهارکنندگی توماتیدین می با غلظت

یک سیگنال القایی قوی در نظر گرفته شود که منجر به افزایوش 

 شود.  تشکیل بیوفیلم می
 

 گیرینتیجه

هدف این مطالعه بررسی خوا  مهارکنندگی بیوفیلم با استفاده 

انگیزی خوا  الوقوایوی از طرز شگفتاز توماتیدین بود. اما به

هوای  های مختلف توماتیدین مشاهده شد. تیمار با غلظتغلظت

زیر حد مهارکنندگی توماتیدین منجر به تشکیل بیوفیلم بیشوتور 

در مقایسه با شرایط نرمال سودوموناس آئروژینوزا های در سویه

های مرتبط با حساسیت جمعیتی نیز پس از تیوموار شد. بیان ژن

-با توماتیدین افزایش یافت. بنابراین، بسیاری از عوامل آنوتوی

بیوتیک و برخی از عوامل زیست فعال طبیعی مانند توماتیودیون 

هوای  عنوان شمشیر دولبه در مبارزه بوا عوفوونوتتوان بهرا می

هوای ضودبواکوتوریوایوی یوا باکتریایی در نظر گرفت. فعالیوت

تواند در برابر شکل پلانوکوتوونوی باکتریواستاتیک توماتیدین می

مووثور   MICهای با تور ازدر غلظتسودوموناس آئروژینوزا 

توانند رفوتوار ها میباشد، اما در غلظت زیر حد مهارکنندگی، آن

ها داشته باشند. ایون خصو  در برابر بیوفیلمکاملا  متفاوتی به

های مرتبط با بیوفیلم در بیموارانوی موانونود موضوع در عفونت

باشد. بنابراین، تجدید نظر در سیستیک فیبروزیس بسیار مهم می
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های مرتبط با بیوفیولوم  های درمانی متداول که علیه عفونت رژیم

شوند، رویکرد مهمی است که بوایود در تووسوعوه  استفاده می

های درمانی آینده مورد توجه قرار گیرد. پیشنهاد موا  دستورالعمل

تور از  ای بوزرگ این است که مطالعات بیشتری با موجومووعوه

انجوام   in vivoو  in vitroهای پاتوژن باکتریایی در شرایط سویه

 دست آید. تری به شود تا به دیدگاه جام 
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