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 سنتز سبز نانوذرات نقره توسط عصاره گیاه تلخه و تاثیر مهارکنندگی آن 
 اسینتوباکتر بامانیهای بالینی  بر روی پمپ افلاکسی در جدایه

 2*، شهره زارع کاریزی3، امیر میرزایی6ریحانه بهداد
 استادیار، گروه زیست شناسی، واحد  2کارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران،  1

 استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران. 3رودهن، دانشگاه آزاد اسلامی، رودهن، ایران، 

 چکیده

آیند.   بیوتیک به شمار می  به آنتی اسینتوباکتر بامانیهای افلاکس یکی از دلایل مهم مقاومت سویه های باکتریایی   پمپ سابقه و هدف:

های   هدف از این مطالعه، سنتز سبز نانوذرات نقره با استفاده از عصاره گیاه تلخه و بررسی اثرات ضدپمپ افلاکسی آن در جدایه

 باشد. می اسینتوباکتر بامانیبالینی مقاوم به دارو 

در این مطالعه تجربی، ابتدا نانوذرات نقره با استفاده از عصاره الکلی گیاه تلخه سنتز گردیدند. در ادامه ساختمان مواد و روش ها: 

 (، میکروسکوپ الکترونی نگاره XRD(، تفرق اشعه ایکس )UV-Visهای اسپکتروفتومتری )  نانوذرات تولید شده توسط روش

(SEM( و گذاره )TEM تایید شدند. وجود پمپ افلاکس )adeAC  اسینتوباکتر بامانیبیوتیک   جدایه بالینی مقاوم به آنتی 21در 

( ارزیابی شد. در نهایت اثرات ضدپمپ افلاکسی نانوذرات نقره با PCRتوسط روش کارت ویل و واکنش زنجیره ای پلی مراز )

 ( مورد بررسی قرار گرفت.MICروش حداقل غلظت بازدارنده )

مورد تایید قرار گرفتند. تصاویر  UV-Visنانومتر در روش  024نانوذرات نقره سنتز شده توسط جذب بیشینه در طول موج یافته ها: 

 باشند.   نانومتر می 38/83نشان داد که نانوذرات نقره کروی شکل و دارای میانگین اندازه   TEMو SEMمیکروسکوپ الکترونی 

 نشان داد که از  PCRساختار مکعبی نانوذره سنتز شده را تایید می کند. نتایج روش کارت ویل و  XRDهم چنین نتایج 

های   اتیدیوم بروماید در سویه MICسویه دارای پمپ افلاکس فعال هستند. همچنین، میزان  12، بامانی  اسینتوباکتر جدایه  21میان 

 مقاوم به همراه نانوذرات نقره با کاهش همراه بود. 

رسد که این   به نظر می اسینتوباکتر بامانیبا توجه به اثرات ضدپمپ افلاکسی نانوذرات نقره سنتز شده در سویه های نتیجه گیری: 

 باشد. نانوذره پتانسیل استفاده در صنایع دارویی را دارد اما مطالعات بیشتر در این زمینه مورد نیاز می

 ، پمپ افلاکس، گیاه تلخه، نانوذرات نقره.اسینتوباکتر بامانیواژگان کلیدی: 

 39اسفند ماه پذیرش برای چاپ:      39دی ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: ورامین، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین، پیشوا، گروه زیست شناسی

 s.zarekarizi@iauvaramin.ac.irپست الکترونیک:  42132729411تلفن:    

 مقدمه     

( ی ک ی از                                 ) اسینتوباکتر بامانی                            

ه ای اخ ی ر              زای فرصت طل  است که در س ال                              عوامل بیماری            

های بیمارستانی داشته و به ص ورت                                    ای در عفونت               نقش فزاینده           

ای موج  عفونت در بیماران بستری به خص و  در                                               گسترده      

 (.      1شود )       های وی ه می             های جراحی، سوختگی و مراقبت                            بخش   

بیوتیکی             توانایی زیادی در ایجاد مقاومت آنتی                                  اسینتوباکتر بامانی                    

داشته و در نهایت منجر به پیدایش مق اوم ت چ ن د داروی ی                                                   

شد که مقاومت به چند دارو در                                 (. در ابتدا تصور می                   2شود )         می  

های مقاومت ب اش د.                      عمدتا به دلیل کس  افقی ژن                               ها      این سویه        

های افلاک س ن ق ش                   در حالی که اخیرا مشخ  شده که پمپ                                
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ه ای اف لاک س               (. پمپ      3بسیار مهمی در ایجاد مقاومت دارند )                                  

ها از نظر فیلوژنی به پنج خانواده ب زر                                            بیوتیکی در باکتری                     آنتی    

 -Resis ance-  du a i nهای         ها گروه           تعل  دارند. از بین آن                     

Divisi n  R D      وMu  idru  and T  ic c m  und 

E  rusi n  MATE           به گ روه           اسینتوباکتر بامانی                    های         در جدایه

های         های افلاکس چند دارویی تعل  دارند و در ایجاد سویه                                                   پمپ   

( نقش بسزایی دارند. به ط ور                            MDRبیوتیک )            مقاوم به چند آنتی                 

بی وت ی ک در               های افلاکس با کاهش غلظت آنتی                               کلی این پمپ           

ب ی وت ی ک            های مقاوم ب ه آن ت ی                     داخل سلول باع  ایجاد سویه                         

ترین پمپ های                  یکی از مهم            AdeA C(. سیستم          0-7شوند )          می  

باشد که متعل  ب ه                      می    بامانی            اسینتوباکتر           های         افلاکس در جدایه              

باشد. ژن کدکننده آن بر روی کروموزوم ق رار                                              می    R Dخانواده         

در م ج اورت                 و         ،       دارد. به طوری که سه ژن                        

یک پروت ی ن ف ی وژن                        دهند.         هم یک اپرون را تشکیل می                       

یک پروت   ی ن                  یک پروت ین ترانسپورتر و                               غشایی،        

 (.      8و     3باشد )        غشای خارجی می             

های اف لاک س               مطالعات نشان داده است که با مختل کردن پمپ                                         

ها و بیوس ای ده ا را                       بیوتیک          توان خاصیت ضدمیکروبی آنتی                             می  

توان از             های افلاکس دارویی می                       افزایش داد. برای مقابله با پمپ                              

های         های پمپ افلاکس استفاده نمود. تاکنون مهارکننده                                                مهارکننده         

آرژنین بتانفتیل آمید و نفت ی ل م ت ی ل                                   -مختلفی از جمله آلانین                    

پیپرازین معرفی شده است که با تاثی ر ب ر پ م پ اف لاک س                                                 

AdeA C    توانند با دفع م واد س م ی، ح داق ل غ ظ ت                                       می

(. امروزه از دیگر مواد موث ر                             11و     14ها را ت ییر دهند )                      بازدارنده         

های افلاکس مانند نانوذرات فلزی به وی ه نقره استف اده                                                        بر پمپ      

های مختل  فیزیکی و شیمیایی به منظور                                         (. روش      11می شود  )         

سنتز نانوذرات نقره وجود دارند. اما یک ی از م ع ای   ای ن                                                     

ها، استفاده از عوامل احیا کننده و مصرف انرژی است ک ه                                                         روش   

از یک سو برای سلامتی انسان و محیط زیست خطرات بال ق وه                                                    

ها در مقیاس صنعتی هزینه بر                                دارند و از سوی دیگر در تولید آن                               

 (.    13و     12بوده و توجیه اقتصادی ندارند )                             

های زیستی سنتز نانوذرات نقره مانند است ف اده از                                                   امروزه روش          

اند تا نانوذراتی سازگار با محی ط                                     های گیاهی توسعه یافته                         عصاره     

ت وان          زیست و ارزان قیمت تولید نمایند. از جمله گیاهانی که می                                                     

 از آن برای سنتز نانوذرات نقره استف اده ک رد، گ ی اه ت ل خ ه                                                      

( می باشد. گیاه تلخه، گیاهی چند ساله از                                                          )   

ب اش د.           های بایر می             خانواده کاسنی، تل  مزه و جز  گیاهان زمین                                        

توان در مناط  نیمه خشک تا نیمه مرطوب ایران                                                گیاه تلخه را می               

ای در زمینه سنتز س ب ز                          (. تاکنون مطالعه                19و     10مشاهده نمود  )              

 نانوذرات نقره با استفاده از گیاه تلخه انجام نشده است.                                                       

هدف از این مطالعه سنتز سبز نانوذرات نقره توسط عصاره گی اه                                                          

های بالینی                در سویه             و         های         تلخه، بررسی ح ور ژن                   

و بررسی اث رات ض د                  اسینتوباکتر بامانی                    مقاوم به آنتی بیوتیک                      

پمپ افلاکسی نانوذره نقره سن ت ز ش ده در س وی  ه ه  ای                                                

 ب ود.       اسینتوباکت ر بامان ی                    

 مواد و رو  ها             

این مطالعه ت ج رب ی از                         ال ( جمع آوری گیاه و عصاره گیری:                                

در دانشگاه آزاد اسلام ی واح د                              1339فروردین ماه تا مرداد ماه                          

ورامین انجام گرفت. گیاه تلخه از مرکز ذخایر زیستی ایران تهی ه                                                             

گردید و سپس در شرایط بهینه نگه داری شد. برای تهیه عص اره                                                         

میلی لیتر از اتانول اض اف ه                             144گرم از گیاه به                  04اتانولی، میزان                

دقیقه جوشانده شد. عصاره به دست آم ده                                       19گردید و به مدت                

 (.  12توسط کاغذ صافی فیلتر و وارد دستگاه روتاری گردید )                                                 

سنتز سبز نانو ذرات نقره با                                به منظور            ب( ساخت نانوذرات نقره:                      

ه ای ن ق ره              خلو  بالا از روش رسوب گذاری با احیای ی ون                                       

توسط عصاره الکلی گیاه تلخه استفاده شد. نانوذرات ن ق ره ب ا                                                         

میلی مولار از نیترات                       4/441میلی لیتر عصاره با غلظت                           2افزودن        

درجه سلیسی وس و                  24نقره )مر ، آلمان( تحت شرایط دمایی                                   

همزدن سنتز شدند. عصاره گیاهی به دلیل فراوانی ترکیباتی مانند                                                             

آلدهید، کتون، ترپن و آلفاترپین ول موج  احیای نمک نی ت رات                                                         

های ن ق ره ب ه                 احیای کامل یون              . شوند        نقره به نانوذرات نقره می                        

 نانوذرات نقره با ت ییر رن  محیط و طی  سنجی انجام گرفت.                                                        

پس از سپری شدن یک ساعت از زمان واکنش و ت ی ی ر رن                                                    

محلول، سه مرتبه شستشوی رسوب با آب مقطر ان ج ام ش د.                                                  

دق ی ق ه         24به مدت          r m    13444تمامی مراحل شستشو با دور                          
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سانتریفیوژ  گردید. در نهایت شستشوی انتهایی با اتانول ان ج ام                                                            

درجه سلیسیوس طی دو ساع ت                           24گرفت و محصول در دمای                      

 (.  17قرار داده شد )              

ج( بررسی وی گی های فیزیکی و شیمیایی نانوذره نقره س ن ت ز                                                       

وجود نانوذرات نقره با استفاده از دستگاه اسپکتروفت وم ت ر                                                       شده:      

نانومتر بررسی شد. همچنین، ریخ ت                                  744تا      344در طول موج            

شناسی و اندازه نانوذرات نقره با استفاده از م ی ک روس ک وپ                                                      

 ( و گ  ذاره           SEM         a anال  ک  ت  رون  ی ن  گ  اره )                

   (TEM  P i i s   erman                          ب ررس ی گ ردی دن د. در ای ن ) 

 ب ا تش ع ش ع            XRDمطالعه آزمون اشعه ایکس توسط دستگاه                                    

 (.  17درجه انجام شد )                 114تا      4، در دامنه            Cu aلامپ     

های اسینتوباکتر بامان ی:                           د( نمونه گیری، کشت و تشخی  جدایه                                

نمونه بالینی )تراشه                       94در این مطالعه توصیفی، در مجمو  تعداد                                      

و زخم( از بیمارستان شهید چمران تهران جمع آوری گ ردی د.                                                      

های می ک روب                با استفاده از آزمون                     اسینتوباکتر بامانی                    های         جدایه     

شناسی مانند رن  آمیزی گرم، اکسیداز، حرکت، رشد در دم ای                                                       

 درجه سلیسیوس بر روی م ح ی ط م ک ک ان ک ی آگ ار                                          02

   ( iMedia  India                           و واکنش بر روی م ح ی ط کش ت )TSI   

   ( iMedia  India                                    تشخی  قطعی داده شدند. لازم ب ه ذک ر )

اسین ت وب اک ت ر             ها، از سویه استاندارد                           است که در تمامی آزمایش                      
به عنوان کنترل م بت و از سویه استاندارد                                                 ATCCبامانی        

ATCC                                        ( 18به عنوان کنترل منفی استفاده شد  .) 

پس از حصول اطمین ان از                       ها:         بیوتیکی جدایه                 ه(  حساسیت آنتی               

ه ا        ، حساسیت سویه             اسینتوباکتر بامانی                  های         شناسایی و تایید سویه                    

های مختل  با روش دیسک دیفی وژن ب ر                                      بیوتیک          نسبت به آنتی            

 (.      12( مورد بررسی قرار گرفت )                              C SIاساس استاندارد )                

 نس ب ت ب ه         اسی ن ت وب اک ت ر ب ام ان ی                    های         حساسیت جدایه            

  14میکروگرم(، جنتامایسی ن )                         14آنتی بیوتیک های سفتازیدیم )                           

  14میکروگرم(، ایمی پ ن م )                       9میکروگرم(، سیپروفلوکساسین )                           

می ک روگ رم(،              29سولفومتوکسازول )                -میکروگرم(، تری متوپریم                      

  19م ی ک روگ رم(، آم ی ک اس ی ن )                       14تازوباکتام )            -پیپراسیلین          

  14میکروگرم(، آموکس ی س ی ل ی ن )                           14میکروگرم(، مروپنم )                   

 ( در       MAST  Uم ی ک روگ رم( )             2میکروگرم( و کولیستین )                      

 محیط کشت مولر هینتون آگار )مر ، آلمان( بررسی گردید.                                                     

با روش ک ارت                    و( بررسی فنوتیپی وجود پمپ افلاکس                                 

به منظور بررسی فنوتیپی وجود پمپ اف لاک س ت م ام ی                                             ویل:      

با روش آگ ار ح اوی ات ی دی وم                          اسینتوباکتر بامانی                    های         جدایه     

(. در       18بروماید )روش کارت ویل( مورد مطالعه قرار گرفتند )                                                

م ق اوم ب ه دارو ب ر روی                      اسینتوباکتر بامانی                    های         ابتدا سویه          

های متف اوت ات ی دی وم                        های نوترینت آگار حاوی غلظت                              پلیت    

میلی گرم بر لیتر( به صورت یک خط                                   2/9تا        4/29بروماید )از             

ها به           از مرکز محیط کشت به سمت کنار کشت داده شدند. پلیت                                                

درجه سلیسیوس انکوبه ش دن د.                             37ساعت در دمای                20مدت     

میزان فلورسنت هر جدایه با استفاده از دستگاه ژل دا  ان دازه                                                           

هایی که خاصیت فلورسنت ندارند، دارای پمپ                                             گیری شد. سویه             

 افلاکس بودند.              
 اس ت خ راج ژن وم ب ه روش دس ت ی                          :         ز( اس ت خ راج          

 کلروفرم( انجام شد. به طور خلاصه، به رس وب ت ه ی ه                                              -)فنل    

  244های مقاوم جداسازی شده، به ترتی                                      شده از کشت باکتری                 

،   Tris- C      .   EDTA   mMمیکرولیتر بافر لیزکنن ده )                         

( )م ر ،             SDSمیکرولیتر سدیم دودسیل سولف ات )                                13

( )پرومگا، آمریک ا(                     m  m  )        میکرولیتر پروت یناز                       3آلمان(،         

درجه سلیسیوس ب ه م دت ی ک                          24اضافه گردید و در دمای                       

  –ک ل روف رم       -میکرولیتر محلول فن ل                     244ساعت قرار داده شد.                    

( افزوده شد تا یک فاز شیری                            1:20:29ایزوآمیل الکل )به نسبت                        

ب ه      r m    13444رن  یکنواخت تشکیل گردد. سپس با دور                                    

ه ای         دقیقه سانتریفیوژ شد. فاز بالایی )فاز آبی( به لول ه                                                  9مدت     

جدید منتقل گردید. این مرحله دوبار تکرار شد. ب ه م ن ظ ور                                                      

، هم حجم فاز آبی اتانول سرد و خال  به همراه                                             D Aرسوب      

( اضافه شد. سپس نمونه ه ا                          M میکرولیتر استات سدیم )                        4/1

درجه سلیسیوس قرار گرفتن د.                             -24ساعت در دمای                2به مدت        

دور( شدن د و رس وب                    13444دقیقه         9نمونه ها سانتریفیوژ )                     

 ح ل گ ردی د.             TEحاصله پس از خشک ک ردن در ب اف ر                              

در نهایت برای تا ید صحت استخراج ژنوم از الکت روف ورز ژل                                                       

 (.  18درصد استفاده شد. )                    1آگاروز        
به م ن ظ ور          :        توسط روش                  ( شناسایی ژن های                   
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از پرایمرهای اختصاصی است ف اده ش د                                        تک یر ژن های              

  ene Runner (. این پرایمرها با استفاده از ب رن ام ه                                      1)جدول       

میکرولیتر شامل                  29در حجم نهایی                PCRطراحی شدند. واکنش                   

استخراج شده به عن وان                        D Aنانوگرم( از               144یک میکرولیتر )              

پیکومول( از پرایمر رفت و ب رگش ت،                                   9الگو، یک میکرولیتر )                    

  3/9(،    Cinna en  Iranمیکرولیتر از مس ت رم ی ک س )                         12/9

  PCRمیکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر انجام گرفت. واک ن ش                                                  

  30با چرخه دمایی واسرشتگی اولیه در دم ای                                            برای ژن         

  30دقیقه و واسرشتگی در دم ای                            9درجه سلیسیوس به مدت                     

  D Aثانیه، اتصال پرایمرها ب ه                            94درجه سلیسیوس به مدت                     

ثان ی ه، ط وی ل               94درجه سلیسیوس به مدت                       24الگو در دمای              

ثانی ه         94درجه سلیسیوس به مدت                       72شدن رشته الگو در دمای                       

درج ه        72دقی ق ه در دم ای                 9و طویل شدن نهایی به مدت                         

ب رن ام ه دم ای ی                    جهت تک یر ژن                  سلیسیوس تنظیم شد.                 

شامل واسرشتگ ی اول ی ه در                              برای ژن           PCRهای         چرخه    

دقیقه و واسرشت گ ی در                       0درجه سلیسیوس به مدت                       30دمای      

ثانیه، اتصال پرایمرها ب ه                            94درجه سلیسیوس به مدت                       39دمای      

D A                ث ان ی ه،          34درجه سلیسیوس به مدت                       24الگو در دمای

درجه سلیسیوس ب ه م دت                       72طویل شدن رشته الگو در دمای                            

  72دقیق ه در دم ای                 0ثانیه و طویل شدن نهایی به مدت                                 24

  PCRهای      درجه سلیسیوس بود. لازم به ذکر است تمامی واکنش                                            

 سیکل انجام شد.                34در    

پ س از        ( تعیین حداقل غلظت بازدارندگی اتیدیوم برومای د:                                                 

ها به م ن ظ ور                 بیوتیک، این سویه                    های مقاوم به آنتی                     تعیین سویه          

( اتیدی وم           Minimum In i i  r  C ncen ra i n)   MICارزیابی       

به ص ورت س ه              MICبروماید مورد مطالعه قرار گرفتند. آزمون                                        

  32ه ای         بار تکرار با استفاده از روش میکرودایلوشن در پلی ت                                                

میکرولیتر محلول اتیدیوم بروماید ب ا                                      9ای انجام شد. مقدار                        خانه    

ها ریخته              ( به داخل چاهک              m 294-3/3   های متفاوت )                غلظت    

 میکرولیتر محیط کشت مولر ه ی ن ت ون ب را                                        34شد. مقدار           

   (M       و )های مقاوم ب ه                  میکرولیتر از کشت میکروبی سویه                               9

 ه ا اض اف ه ش د.                  دارو با غلظت نیم مک فارلند ب ه چ اه ک                                  

به عنوان کمترین غلظت مهارکننده رش د                                      MICدر نهایت، مقدار                 

 (.  17باکتری در نظر گرفته شد )                        

ای ن آزم ون           ی( بررسی اثر ضدپمپ افلاکسی نانوذرات نقره:                                          

اتیدیوم بروماید انجام گرف ت.                               MICهمانند روش تعیین غلظت                       

ه ای         نانوذره نقره در غلظ ت                      MICبه طور خلاصه، ابتدا غلظت                         

   m     844-144                      مک ف ارل ن د از                4/9تعیین گردید و غلظت

ها اضافه شد. به دنبال آن، ترکی                                      کشت باکتری به داخل چاهک                       

اضاف ه گ ردی د.                m   294-2   های       اتیدیوم بروماید در غلظت                       

 فعالیت ض د پ م پ اف لاک س زم ان ی تش خ ی   داده                                      

 اتیدیوم ب روم ای د ب ه ه م راه ن ان وذرات                                     MICشود که            می  

 (.  17اتیدیوم برماید به تنهایی کمتر باشد )                                      MICنقره از         

ه ا، از            به منظور تجزیه و تحلیل آم اری داده                                  ( آنالیز آماری:                  

و آزمون آماری مربع کای استف اده                                      نسخه بیستم نرم افزار                      

 ق رار داده ش د.                   .  Pشد. همچنین م  رز معن ی داری روی                                 

 ها    یافته     

  ال ( تایید سنتز سبز نانوذرات نقره با استفاده عصاره گیاه تلخه:                                                             

نتایج سنجش چگالی نوری نشان داد که حداک ر می زان ج ذب                                                    

ن ان وم ت ر           024های حاوی نانوذرات نقره در طول موج                                       محلول     

های حاوی نانوذرات ن ق ره                            میزان جذب محلول                 1است. نمودار             

ت ا      294تولید شده توسط عصاره گیاه تلخه را در ط  ول موج                                                

5 )توالی پرایمر  (bpاندازه محصول ) - 3  نام پرایمر (

147 CA CACCA C AAA TAA T  adeA(F) 

C  TC AATTTCA CA TAC  adeA (R) 

117 ATC A ATTTAC  ACT CTAC  adeC (F) 
TAACCTACC CACT CATTTCC adeC (R) 

 الگوی چگالی نوری نانوذرات تولید شده به وسیله عصاره گیاه تلخه.: 1نمودار 

     .و      توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت تک یر ژن های : 1جدول 
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 ن انومت ر نش ان می ده د.                          294

ان دازه و          ب( بررسی ریخت شناسی نانوذره نقره سنتز ش ده:                                            

ریخت شناسی نانوذرات نقره سنتز شده از طری  میک روگ راف                                                     

( ب ا      TEM( و گ ذاره )           SEMمیکروسکوپ الکترونی نگاره )                          

(   T rr    14-9بزر  نمایی های مختل ، تحت فش ار خ لا  )                                    

  2و نم ودار            1مورد ارزیابی قرار گرفت. همانگونه که در شکل                                            

نشان داده شده است، توزیع میانگین اندازه نانوذرات سنتز ش ده                                                           

 نانومتر و شکل آن کروی است.                              38/83به روش سبز            

الگوی تفرق اش ع ه                 ج( نتایج تفرق اشعه ایکس نانوذرات نقره:                                        

  2ایکس نانوذرات نقره در شرایط بهینه سنتز سبز در ش ک ل                                                   

 مربو  به ساختار                   XRDنشان داده شده است. الگوی پیک های                                  

 توزیع اندازه ذرات نقره سنتز شده. : 2نمودار 

 )چپ(. TEM)راست( و  SEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی : 1شکل 

 (،    cc     ( ) ace-cen ered cu ic     ( )111 مکعبی مراکز سطح ی )                  

( در طی  نمونه نقره دیده ش د                             222( و )     311(، )    224(، )    244)   

،   00/9،   38/40مربو  به الگوی نقره در                            (. زوایای           2)شکل      

مشاهده گردید. نتایج به دست آمده مطاب  ب ا                                            81/7،   77/7،   20

ن ان وذره           cu icسایر گزارشات مختل  می باشد که ساخت ار                                      

 سنتز شده را تایید می کند.                           

های اسینتوباکتر بامانی و آزمون حساس ی ت                                           د( جداسازی سویه               
ن م ون ه ب ال ی ن ی از                   94در این مطالعه در مجمو                         میکروبی:          

های شهر تهران ج م ع آوری ش د.                                ها و بیمارستان                  آزمایشگاه         

 ها از ادرار، خون، پوست و زخ م ج داس ازی ش دن د.                                                نمونه     

 درصد(         02نمونه )         21های میکروبی تعداد                     با استفاده از آزمون                     
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 جداسازی ش دن د. ه م چ ن ی ن ن ت ای ج                            اسینتوباکتر بامانی                    

 ه ا ب ه ت م ام ی                 بیوگرام نشان داد که ت م ام ی س وی ه                                  آنتی    

 ها به جز کلیسیتین مقاوم بودند.                                بیوتیک        آنتی    

م ط ال ع ه        ه( آزمون فنوتیپی پمپ افلاکس )روش کارت ویل(:                                            

ب ا اس ت ف اده از روش                     AdeACفنوتیپی وجود پمپ افلاکس                        

های مقاوم ب ه                  سویه      21اتیدیوم بروماید )روش کارت ویل( در                                   

 س وی ه        12بیوتیک نشان دهنده وجود پمپ افلاک س در                                         آنتی    

های دارای پمپ افلاک س                         (. سویه         .  Pدرصد( بود )             97/10)   

adeAC                                                    توانایی پمپ کردن اتیدیوم بروماید به خارج از س ل ول

 دارا می باشند. بنابراین در این آزمون ب ه رن   ت ی ره دی ده                                                       

می شوند. در سویه هایی که فاقد پمپ افلاکس هستند، اتیدیوم                                                        

بروماید به داخل سلول نفوذ کرده و ف ل وروس ن ت )روش ن(                                                  

 (.  3شوند )شکل             مشاهده می         

به منظ ور ب ررس ی                :             و         های         و( تعیین فراوانی ژن                   

       از تک یر ژن                    مولکولی وجود ژن پمپ افلاکس                           

جفت ب از           117استفاده شد و با توجه به طراحی پرایمرها قطعه                                             

مشاه ده ش د                 جفت باز برای ژن                   147و         برای ژن         

 ه ا ت ن ه ا             درصد از س وی ه              12/9(. نتایج نشان داد که                      0)شکل      

،       ه ا دارای ژن                 درصد از سویه              31/2،       دارای ژن          

 ( و       .  Pه ا دارای ه ر دو ژن )                       درصد از س وی ه              37/9

 (.    2ها فاقد هر دو ژن بودند )جدول                                درصد از سویه              31/2

نانوذرات نقره، اتیدیوم بروماید و مطالعه فنوتیپی پمپ                                                          ز(    

ب ی وت ی ک            مقاوم به آن ت ی             اسینتوباکتر بامانی                    های         سویه    افلاکس:        

میکروگرم در میلی لیت ر از                            044تا      1/92های       تحت تاثیر غلظت              

ساعت قرار گرفتند. نتایج نش ان                                20نانوذره نقره در مدت زمان                          

ت ا      MIC    144های مختل  دارای محدوده ای از                                  داد که سویه           

( منفی از ن ظ ر 3و  2، 1آزمون فنوتیپی کارت ویل. شماره های  :  3شکل 

( کنت رل S( کنترل م بت، O( م بت از نظر پمپ افلاکس، Iو  Pپمپ افلاکس، 

 منفی.

الگوی تفرق اشعه ایکس نانوذرات نقره در شرایط بهینه سنتز.: 2شکل   
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میکروگرم در میلی لیتر از نانوذره نقره بودند. همانطور ک ه                                                           044

اتیدیوم بروماید و نانوذره نقره در ج دول                                          MICنتایج حاصل از               

ات ی دی وم ب روم ای د در                      MICنشان داده شده است، میزان                            3

برابر کاهش یافته است.                         0تا      1مجاورت با نانوذره نقره به میزان                                 

ه ای         این امر نشان دهنده فعال بودن پمپ افلاکس در س وی ه                                              

 (.    .   باش د )         مقاوم به دارو م ی                 

 بح    

های تحقیقات دارویی، ساخت                              های اخیر یکی از اولویت                          در سال      

های باکتریایی م ق اوم ب ه                            داروهای جدید جهت درمان عفونت                            

ها در این زمی ن ه،                      باشد. همچنین یکی از نگرانی                              بیوتیک می             آنتی    

هزینه اقتصادی تولید داروهای جدید و طولان ی ب ودن زم ان                                                    

بیوتیک نسب ت ب ه                    های مقاوم به آنتی                     های باکتری              درمان عفونت           

های حساس است. این امر اهمیت یافتن راه ی ج دی د                                                 باکتری      

 کند.        برای درمان را دو چندان می                         

مطالعات اخیر، استفاده از نانوذرات نقره سنتز ش ده ب ه روش                                                        

های باکتریایی را در اولویت کار ق رار                                         زیستی در درمان عفونت                    

اند. در این مطالعه با استفاده از عصاره الکلی گی اه ت ل خ ه                                                            داده    

نانومتر سنتز گردید. ای ن                           38/83نانوذرات نقره با میانگین اندازه                                 

و هم        UV-Visو     SEM   ،TEMنانو ذره با استفاده از روش های                                

های مختل  س ن ت ز                    مورد تایید قرار گرفت. روش                           XRDچنین      

نانوذرات، بررسی خاصیت ضدمیکروب ی و دی گ ر خ وا                                              

نانوذرات نقره از چندین سال پیش مورد مطالعه ق رار گ رف ت ه                                                       

است. اما تاکنون سنتز سبز نانوذره نقره با استفاده از گیاه تلخه و                                                                 

اسینتوباکت ر ب ام ان ی                    های         تاثیر آن بر روی پمپ افلاکس سویه                              
  بررسی نشده است.               

ه ای         های گیاهی )روش                  سنتز نانوذرات نقره با استفاده از عصاره                                      

سبز( بسیار حا ز اهمیت است. زیرا می توانند جایگزین مناس                                                          

ژن  نام سویه
adeA 

ژن 
adeC 

 نانوذره نقره
MIC (µg/ml) 

کارت 
 ویل

A     244   

B     144   

C   - 044   

D - - 244 - 

E -   94   

F   - 044   

G - - 044 - 

H -   144   

I -   244   

J - - 044   

K     044   

O     244   

P - - 044   

Q -   244 - 

R     044 - 

S     044   

T -   144 - 

U - - 044 - 

در سویه های مختل  م ق اوم      و      میزان شیو  ژن های : 2جدول 

 اسینتوباکتر بامانی.به چند آنتی بیوتیک 

MIC (µg/ml)  شماره 

 Fold جدایه
+  نانو ذره نقره

 اتیدیوم بروماید
اتیدیوم 
 بروماید

نانو ذره 
 نقره

2 31/29 22/9 244 A 
0 3/3 19/22 144 B 
2 3/3 7/81 044 C 
0 19/22 22/9 94 E 
2 7/81 19/22 144 F 
0 19/22 22/9 044 H 
2 3/3 7/81 244 I 
0 19/22 22/9 044 J 
2 31/29 22/9 244 K 
0 7/81 31/29 044 O 
2 3/3 7/81 044 P 
0 3/3 19/22 144 S 
0 7/81 31/29 244 ATCC 19606 

اتیدیوم بروماید، نانوذره نقره و ت رک ی   آن ه ا در  MICتعیین :  3جدول 

 اسینتوباکتر بامانی.های بالینی حاوی پمپ افلاکس  سویه

( 1. ست ون PCR  با روش      الکتروفورز حاصل از تک یر ژن  :   0شکل 

( ن م ون ه 9و  3جفت بازی، ستون های  144( مارکر 2کنترل منفی، ستون 

 ، س ت ون ه ای     ( ن م ون ه دارای ژن 0، س ت ون     دارای ژن 

 )کنترل م بت(.       ATCC( نمونه استاندارد 8و   2
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 (.      18باشند )         های فیزیکی و شیمیایی                        بسیاری از روش             

های اخیر مطالعات مختلفی در زمینه سنتز نانوذرات نقره                                                         در سال      

جیا       2413با استفاده از عصاره گیاهان انجام شده است. در سال                                                  

   ( ia                                                     و همکاران از تری اتانول آمین استخراج شده از عص اره )

گیاهان به عنوان عامل احیا کننده در تولید نانوذرات نقره با ابعاد                                                                 

نانومتر استفاده نمودند و وی گی ضد میکروب ی ن ان وذرات                                                      04

 (.  13تولید شده را بررسی کردند )                          

های نقره را               ( و همکاران نانو ورقه                     avi a کاویا )         2412در سال        

تهی ه                                    با استفاده از عصاره گیاه                          

( و هم ک اران ب ا                 Vi a aویجایا          2412(. در سال           24نمودند )        

نانوذرات نقره                                       استفاده از عصاره گیاه                       

ها را مورد مط ال ع ه ق رار                            را سنتز و خاصیت ضد میکروبی آن                             

 ( و     Devi، دوی )       2412(. در مطالعه دیگر در سال                          21دادند )       

 همکاران پس از سنتز نان وذرات ن ق ره از ط ری   اح ی ای                                                

نانوم ت ر، اث  رات                   92تا      24با اندازه بین                             گیاهی       

 (.  22ض دباکتریایی آن را نشان دادند )                               

به طور کلی بین نو  گیاه و اندازه نانوذرات نقره تول ی د ش ده                                                          

ارتبا  وجود دارد. به طوری که برخی از گیاهان به دلیل وج ود                                                          

برخی از ترکیبات خا ، خاصیت احیاکنندگی بیشتری داشته و                                                      

گذارند. همچنین میزان                          بر روی اندازه نانوذره سنتز شده تاثیر می                                       

ها است. به ط وری                     اثربخشی نانوذرات نقره وابسته به اندازه آن                                         

نانومتر  قدرت نفوذ بیشتری                             94که نانوذرات نقره کوچک تر از                             

(. مط ال ع ات            23ها بیشتر است )                  دارند و بنابراین تاثیرگذاری آن                              

مختلفی به منظور بررسی اثر اندازه نانوذرات و اثرات بیولوژیک                                                            

( و ه م ک اران              n  e n   آن انجام شده است. یون جیون  )                             

ارتبا  اندازه ن ان وذرات ن ق ره و ف ع ال ی ت                                        2410در سال        

ضدمیکروبی را مورد بررسی قرار دادند. در این مطالعه، محققان                                                           

نانوم ت ر را              144و     14فعالیت ضدمیکروبی دو نانوذره با اندازه                                       

مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه نشان داد که ن ان وذره                                                              

نانومتری دارای اثرات ضدمیکروبی ب ی ش ت ری                                         14دارای اندازه              

  144آن نسبت به ن ان وذره                      MICاست. به عبارت دیگر میزان                          

 نانومتری کمتر است و در غلظت ک م ت ری م وج   م ر                                             

باکتری ها می شود. همچنین یافته های این مطالعه نشان داد ک ه                                                           

 (.      20فعالیت ضد میکروبی نانوذره نقره وابسته به دوز است )                                                  

نتایج این مطالعه با یافته های مطالعه حاضر مطابقت دارد. ب ه                                                           

طوری که اثر نانوذرات نقره وابسته به دوز است. یکی از اهداف                                                           

  AdeACهای افلاکس               اصلی مطالعه حاضر بررسی وجود پمپ                               

ب ود. در         اسینتوباکتر بامان ی                    بیوتیک            های مقاوم به آنتی                     در سویه       

ب ه ت م ام ی          اسینتوباکتر بامانی                    های         مطالعه حاضر تمامی سویه                      

های مقاوم ب ه                  ها به جز کلیستین مقاوم بودند. سویه                                      بیوتیک          آنتی    

با استف اده از                 AdeACبیوتیک از نظر وجود پمپ افلاکس                                  آنتی    

  PCRروش کارت ویل بررسی شدند و سپس به کمک روش                                          

تایید گردید. ب ر اس اس ای ن                                و         های       فراوانی ژن          

ها و برهمکن ش                  مطالعه افلاکس مواد احتمالا  به ح ور همه ژن                                        

توان این ارتبا  را ح داق ل ب ه                                 ها بستگی دارد و نمی                       بین آن      

  97ح ور یک ژن ارتبا  داد. نتایج مطالعه ما نش ان داد ک ه                                                    

سویه( از ن ظ ر                12بیوتیک )            های مقاوم به آنتی                     درصد از سویه            

 م بت بودند.               AdeACوجود پمپ افلاکس                

های آمی ن وگ ل ی ک وزی د،                        بیوتیک          به طور کلی، مقاومت به آنتی                          

ها، کلرامفنیکل، اریترومایسین، تتراسایکلین و ات ی دی وم                                                         بتالاکتام        

  AdeACبروماید به دلیل بیان بیش از ح د پ م پ اف لاک س                                          

(. در این مطالعه، به منظور ب ررس ی اث رات                                        22و     29باشد )          می  

های م ق اوم               مهارکنندگی پمپ افلاکس نانو ذرات نقره در سویه                                           

ها تح ت            ، سویه        AdeACبیوتیک و دارای پمپ افلاکس                              به آنتی       

های مختل  از نانوذره نقره و اتیدیوم بروماید ق رار                                                      تاثیر غلظت          

ها مشخ  گردید. نتایج نشان داد ک ه                                      آن    MICگرفتند و میزان                

بیوتیک در               های مقاوم به آنتی                     اتیدیوم بروماید سویه                      MICمیزان       

برابرکاهش می یاب د.                      0تا      1مجاورت با نانوذرات نقره به میزان                                  

دهنده فعالیت ضدپمپ افلاکسی نان وذرات ن ق ره                                             این امر نشان            

است. بدین صورت که نانوذرات نقره فعالیت پم پ اف لاک س                                                  

AdeAC                                         ه ای         را متوق  کرده و اتیدیوم بروماید در غ ل ظ ت

ها را دارد. ک اه ش م ی زان                            کمتری توانایی از بین بردن باکتری                                

MIC                         های مختل  ممکن است تنها از                                اتیدیوم بروماید در سویه

طری  اثرات مهارکنندگی پمپ افلاکس توسط نانوذرات نباش د.                                                      

بلکه ممکن است نانوذرات از سایر مسیرها مانند م ن ف ذه ای                                                     

 را ت ییر دهند.                  MICها میزان            غشایی مانند پورین                 
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و ه م ک اران در                Ruzin در تایید نتایج تحقی  حاضر، رزین )                                 

به ارتبا  معنادار بین میزان بیان پ م پ اف لاک س                                              2414سال     

AdeAC           و میزانMIC                                      اتیدیوم بروماید رسیدند. همچنین ای ن

یک      AdeACمحققان نشان دادند که افزایش بیان پمپ افلاکس                                            

مکانیسم رایج کاهش حساسیت به تایگی سایک ل ی ن در ای ن                                                  

 (.      27باشد )        باکتری می         

در اثر است ف اده ه م                     MICیکی از مکانیسم های کاهش میزان                               

زمان نانوذرات به همراه اتیدیوم بروماید، این است که یک ی از                                                           

ات ی دی وم           اسینتوباکتر بامانی                  سوبستراهای مهم پمپ افلاکس در                             

بروماید است. در واقع پمپ افلاکس می تواند اتیدیوم برومای د                                                         

را به سمت بیرون پمپ کند. اما از یک غلظت به غلظت ب الات ر                                                                   

می تواند برای سلول سمی باشد. این تحقی  با هدف بررسی اثر                                                         

مهار کنندگی پمپ افلاکس نانوذرات نقره ان ج ام ش د. اگ ر                                                   

اسینتوباک ت ر             نانوذرات نقره بتوانند باع  مهار پمپ افلاکس در                                              

شوند، پمپ افلاکس قادر به پمپ کردن اتیدیوم برومای د                                                    بامانی      

به خارج از سلول نمی باشد. در واقع اتیدیوم بروماید در غلظت                                                           

های پایین تر می تواند باع  مر  باکتری شود. به این ترت ی                                                           

اتیدیوم بروماید در اثر استفاده همزمان با نان وذرات                                                     MICمیزان       

( و همکاران در س ال                    ikasa نیک آسا )         نقره کاهش می یابد.                    

در ح ور ماده م ه ارک ن ن ده                          MICنشان دادند که میزان                       2413

ج داس ازی         اسینتوباکتر بامان ی                    های       های افلاکس در سویه                     پمپ   

 (.      28یابد )        های بالینی شهر تهران کاهش می                              شده از نمونه            

های پمپ افلاکس از طری                            دهد که مهارکننده                    مطالعات نشان می               

های مختل  از قبیل تداخل با مراحل تنظیمی بیان ژن                                                     مکانیسم       

پمپ افلاکس، تداخل با مراحل ساخته شدن و تجمع یافتن در                                                     

غشای سلول، مهار اتصال ترک ی ب ات م خ ت ل   از ق ب ی ل                                             

های افلاکس و تداخل ب ا                          ها با اتصال رقابتی به پمپ                             بیوتیک          آنتی    

های افلاکس ع م ل                   های کس  انرژی لازم برای پمپ                              مکانیسم       

توسط          AdeAC(. یکی از دلایل مهار پمپ افلاکس                               23کنند )          می  

ت وان د           اتیدی وم ب روم ای د م ی                    MICنانوذرات نقره و کاهش                      

کنش نانوذرات نقره با ساختمان پمپ افلاکس در غش ای                                                    برهم    

که نانوذرات نقره احتمالا  جایگاه اتص ال                                             سلول باشد. به طوری                  

های افلاکس اش   ال                     ها و سایر ترکیبات را در پمپ                               بیوتیک          آنتی    

کنند. همچنین در سط  مولکولی ممکن است این نان وذرات                                                       می  

بر همکنش داش ت ه                      AdeACهای بیان ژن                 بتوانند با تنظیم کننده                      

ها شده و در نهایت                       که باع  کاهش بیان این ژن                            باشند. به طوری              

یابد. برخی از م ط ال ع ات                           ها کاهش می              میزان فعالیت این پمپ                    

های باک ت ری ای ی م ق اوم ب ه                            نشان داده اند که با تیمار سلول                              

بیوتیک با نانوذرات، میزان بیان ژن های پ م پ اف لاک س                                                     آنتی    

 (.      34یابد. این یافته استدلال ما را تایید می نماید )                                               کاهش می       

رسد که یکی دیگر از دلایل مهار پ م پ اف لاک س                                            به نظر می         

ه ای         ها، مهار نیرو محرکه پروتونی در س وی ه                                       توسط مهارکننده              

 است. به ص ورت ی ک ه                    اسینتوباکتر بامانی                  بیوتیک            مقاوم به آنتی             

ری زد.           شی  غلظت دو طرف غشای سلول باکت ری ب ه م م ی                                       

توان از این خاصیت به منظور ط راح ی داروه ای                                              بنابراین می           

 مهارکننده پمپ افلاکس استف اده نم ود.                                   

 نتیجه گیری            

توانند به               نتایج این مطالعه نشان داد که نانوذرات نقره سنتزی می                                                   

ه ای         عنوان یک ماده مهارکننده پم پ اف لاک س در ج دای ه                                          

ش ود ک ه            عمل کنند. بنابراین پیشن ه اد م ی                             اسینتوباکتر بامانی                    

مطالعات بیشتر در مورد خوا  زیستی این نان وذرات ان ج ام                                                     

گیرد تا اهمیت پزشکی این نانوذره بیشتر مشخ  شود و ب ه                                                     

عنوان یک ترکی  مهارکننده پمپ افلاکس )به ه م راه آن ت ی                                                   

بیوتیک( امیدبخش به مراکز دارویی پیش ن ه اد ش ود. ش ای ان                                                    

یلدآوری است که مهار کننده های پمپ ها از ای ن رو م ه م                                                    

هستند که به عنوان یک همکار هم زمان با تجویز دارو استف اده                                                          

 شوند تا تاثیر دارو را افزایش دهند.                                  

 ت کر و  دردانی              

 این مقاله بخشی از پ ای ان ن ام ه دانش ج وی ی در م ق ط ع                                               

   10334913302441کارشناسی ارش د ب ا ک د پ  وهش ی                            

پیشوا       -باشد که با حمایت دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین                                                   می  

 به انجام رسیده است. نویسندگان ای ن م ق ال ه از ت م ام ی                                                  

 کسانی که در اجرای این مطالعه همکاری ن م ودن د، ک م   ال                                                   

 امتنان را دارن  د.                    
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Abstract 

Background & Objectives: Efflux pumps are one of the mechanisms for antibiotic resistance in 

Acinetobacter baumannii isolates. The aim of the present study was to investigate the green  

synthesis of silver nanoparticles using Acroptilon repens extract and evaluation of its anti- efflux 

activity in antibiotic-resistant A. baumannii isolates. 

Materials & Methods: In this experimental study, the silver nanoparticles were synthesized using 

A. repens alcoholic extract and the structure of the synthesized silver nanoparticles was confirmed 

by spectrophotometry (UV-Vis), Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission  

Electron Microscopy (TEM). Subsequently, the adeAC efflux pump was detected in 21  

A. baumannii clinical isolates using Cartwheel and Polymerase Chain Reaction (PCR) methods. 

Finally, the anti-efflux pump activity of silver nanoparticles was evaluated by Minimum  

Inhibition Concentration (MIC) technique. 

Results: The synthesized silver nanoparticle was confirmed by maximum absorbance at 420 nm 

wavelength, using UV-Vis method. The SEM and TEM micrographs showed that nanoparticles 

are spherical and have an average size of 38.89 nm. Moreover, the XRD results confirmed the  

cubic structure of silver nanoparticles. The results of Cartwheel and PCR methods revealed that 

the 12 out of 21 isolates have active efflux pumps. Furthermore, the MIC of ethidium bromide in 

resistant strains with silver nanoparticles was decreased.  

Conclusion: Based on anti-efflux pump activity of silver nanoparticles against A. bumannii 

strains, it seems that silver nanoparticles have potential uses for pharmaceutical industries, though 

further studies are required to confirm the results of this study. 
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