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Abstract 

Background & Objectives: An important part of drug resistance In Pseudomonas aeruginosa is    

related to efflux pump systems. In this study, the antimicrobial effect of silver oxide nanoparticle 

and Lactobacillus plantarum probiotic on MexX gene expression has been studied. 

Materials & Methods: In this descriptive cross-sectional study, 49 samples were collected from 

Mashhad and identified using standard methods. Strains with multidrug resistance were selected 

to determine MIC and check the frequency of MexX gene by PCR method. Broth dilution method 

was performed for probiotics, silver oxide nanoparticles and combination of both to obtain MIC 

and MBC. Microdilution method and Real time-PCR technique were used to determine the        

effective dilution of silver oxide nanoparticles and probiotics and MexX gene expression,          

respectively. The data related to the changes in MexX gene expression were analyzed by             

the 2-ΔΔCT  method using the independent T test in two groups. 

Results: All strains had MexX gene and all of them were resistant to more than two antibiotics. 

The minimum concentration of growth inhibition in the dilution method in agar was for silver     

oxide nanoparticles up to a dilution of 500 µg/ml and for probiotics up to a dilution of 16 µg/ml. 

Compared to probiotics, silver nanoparticles had a greater effect in inhibiting the growth of        

bacteria, and the amount of this effect is greater than the combined effect of probiotics and silver 

nanoparticles (P>0.05). 

Conclusion: Silver oxide nanoparticle and probiotic have antibacterial effect to reduce            

MexXY-OprM efflux pump function in Pseudomonas aeruginosa bacteria. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0811( پاییز 84سال چهاردهم شماره سوم )پیاپی 

 84-84صفحات 

بر بیان ژن لاکتوباسیلوس پلانتاروم افزایی نانوذرات اکسید نقره و پروبیوتیک بررسی اثر هم

 مقاوم به داروسودوموناس آئروژینوزا های سیستم افلاکس پمپ در سویه MexXجزء 
 3، مریم طهرانی پور 2*، فرحناز مولوی 0امیمه مظفر مرزه الحلی 

شناسی، واحد مشهد،  استادیار گروه زیست 2شناسی، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران.  دانشجوی کارشناسی ارشد رشته علوم سلولی و مولکولی، گروه زیست 1

 شناسی، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران. دانشیار گروه زیست 3دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران. 

 

 چکیده

های پمپ افلاکس  اسست. در ایس   بخشی مهمی از مقاومت دارویی مربوط به سیستم  در سودوموناس آئروژینوزا : سابقه و هدف

 مطالعه شده است.  MexX  بر بیان ژن لاکتوباسیلوس پلانتاروم مطالعه، اثر ضدمیکروبی نانوذره اکسید نقره و پروبیوتیک

های استاندارد تعیی  هویست آوری و با استفاده از روشنمونه از شهر مشهد جمع 94توصیفی -در ای  مطالعه مقطعی  : هامواد و روش

روش  انتخاب شسدنسد.  PCRبه روش MexXژن و بررسی فراوانی   MICهای دارای مقاومت چند دارویی برای تعیی سویهشدند. 

بسدسست آیسد. از روش   MBCو MIC  رقت سازی در براث برای پروبیوتیک، نانوذرات اکسید نقره و ترکیب هردو انجام شد تا

 MexX  به ترتیب برای تعیی  رقت اثربخش نانوذرات اکسید نقره و پروبیوتیک و بیان ژن Real time-PCRمیکرودایلوش  و تکنیک 

مستقل در دو گروه تحسلسیسل  Tبا استفاده از آزمون آماری  CTΔΔ–  2  با روش  MexXهای مربوط به تغییرهای بیان ژن استفاده شد. داده

  شد.

بیوتیک مقاوم بودند. حداقل غلظت مهار رشد در روش ها به بیش از دو آنتیبودند و تمام آن MexXها واجد ژن تمام سویه: هایافته

 لسیستسرمیکروگرم بر میلسی 11و برای پروبیوتیک تا رقت   لیترمیکروگرم بر میلی 055رقت در آگار برای نانوذرات اکسید نقره تا رقت 

بود. نانوذرات نقره در مقایسه با پروبیوتیک تاثیر بیشتری در مهار رشد باکتری داشت و میزان ای  تاثیر نسبست بسه اثسر تسرکسیسبسی 

 (.P>0.05پروبیوتیک و نانوذرات نقره نیز بیشتر بود )

در بساکستسری  MexXY-OprMنانوذرات اکسید نقره و پروبیوتیک اثر آنتی باکتریال برای کاهش عملکرد پمپ افلاک  : گیرینتیجه

  سودوموناس آئروژینوزا دارد.

 ، نانوذرات اکسید نقره، لاکتو باسیلوس.آئروزینوزا سودوموناسپمپ افلاک ،  :واژگان کلیدی
 

 19550400پذیرش مقاله:                                  19550104ویرایش مقاله:                                   195502025دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه زیست شناسی، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایسران.

 Farahmolavi@gmail.comپست الکترونیک:                     54100111059تلف :  

 مقدمه     

یک باسیل گرم منفی، اکسیداز م سبست،                                  سودوموناس آئروژینوزا                      

( و به جسز           1باشد )      متحر  و دارای یک تا سه فلاژل قطبی می                                   

کند، در شرای  دیگر یک                       مواقعی که در ح ور نیترات رشد می                               

(.  ای  باکتری فرصت  لسب                         2باشد )      باکتری هوازی اجباری می                      

ها مقاوم است و مقاومت چند دارویی                                  بیوتیک      به بسیاری از آنتی                 

هسای     ذاتی و اکتسابی در ای  باکتری وضعیت درمان عسفسونست                                              

هسای     (. گزارشسات دهسه              3کند )     مرتب  با آن را بسیار دشوار می                             

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. ای  مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خسلاقسانسه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فق  با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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اخیر نشان داده است که  حساسیت دارویی ای  باکتری مربسوط                                                       

                MexXY-OprM های افلاکس  فسعسال از جسمسلسه                      به سیستم        

نسوع       12دارای پتانسیل بیان                     سودوموناس آئروژینوزا                    (.      1است )     

   Mexباشد. سیستم افسلاکس                    می     Mexهای   پمپ افلاک  به نام                

هسای                                   بوده و پسنس  پسمسپ بسه نسام                       RND متعل  به خانواده                

MexCD-oprj   ،MexAB-OprM ، MexJK-OprM ، MexXY-

OprM  MexEF-oprN     های افلاک  ای  خانواده                         تری  پمپ          مهم

سودوموناس آئروجسیسنسوزا                        در    MexXY-OprMهستند. سیستم              

ها از سسلسول،             بیوتیک      منحصر به فرد است چون با خرو  آنتی                                 

ها  با اینکه جسزو                  بیوتیک      (. آنتی       9شوند )      ها می     مانع اثربخشی آن               

هسا    داروهایی هستند که در  ب مدرن برای درمسان بسیسمساری                                              

ها به انسواع             ( ولی مقاومت ذاتی باکتری                        0استفاده فراوان دارند )                      

ها ایجساد کسرده               ها مشکلات جدی برای مصرف آن                         بیوتیک      آنتی    

های اخیر توجه عمومی به سمت                            (. به ای  دلیل در سال                     1است )     

(.     بیوتیکی مانند  نانومواد معطوف شده است )                                       موادی غیر آنتی              

فناوری نانو مورد استفاده روز افزون در سط  جهانی اسست و                                                       

های پوستی در              های میکروبی پوست و زخم                      برای کاهش عفونت               

شسود.      ابزارهای مختلفی همانند پروتز یا چسب زخم استفاده می                                                  

هاست که کش  شسده اسست .                       خوا  ضدمیکروبی نقره سال                       

نانوذرات نقره به علت داشت  بار سطحی و نسبت سسطس  بسه                                                   

ها را با تعادل الکترون بسیس                             باکتری        DNAها و      حجم بالا، آنزیم              

های دهنده الکترون مانند تیول یا هیدروکسیل غسیسرفسعسال                                                   گروه    

( هم نیس            شوند )      ساخته و در نهایت موجب مر  باکتری می                                   

استفاده از پروبیوتیک  به علت داشستس  خصسوصسیسات ضسد                                               

هسا    میکروبی خصوصا تجمع پذیری، از اتصال و استقرار باکتری                                                   

کنند و راهکار امیدبخسشسی بسرای                             در بدن میزبان جلوگیری می                        

تسریس         گسردد. مسهسم           ها محسوب مسی           درمان بسیاری از عفونت                     

از       (LAB)های اسید لاکتیسکسی                 های پروبیوتیک از باکتری                         سویه    

(. هسدف از ایس                4هستند )        لاکتوباسیلوس            و  بیفیدوباکتر            جن    

افزایی نانوذرات اکسید نقره و  پروبیوتیک                                         مطالعه، بررسی اثر هم                    

سسیسسستسم           MexXبر بیان ژن جسز               لاکتوباسیلوس پلانتاروم                      

مقاوم بسه          سودوموناس آئروژینوزا                        های     افلاک  پمپ در سویه                 

 دارو است.         

 ها  مواد و رو           

 سودوموناس آئروژینوزا:                        های     ال ( جداسازی و شناسایی جدایه                            

  4مقطعی در یک بازه زمانی                        -مطالعه حاضر به صورت توصیفی                          

سودومونساس            سویه باکتریایی                94( اجرا شد.            1344- 134ماهه )      

آزمایشگاه تشخیس   سبسی شسهسر مشسهسد                                11از     آئروژینوزا          

های باکتریایی بسه آزمسایشسگساه                            آوری شدند. س   نمونه                      جمع   

تحقیقات زیست شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحسد مشسهسد                                                 

ها در محی  کشت مولر هینستسون آگسار                                 منتقل شدند. ابتدا نمونه                       

درجسه         3ساعت در دمسای                29کشت داده شدند و به مدت                        

سودوموناس           برای شناسایی               سلسیوس گرماگذاری شدند. س                              

هسای       آمیزی گرم، از تسست                   در کنار رن               ها،   آئروژینوزا در نمونه                   

کسانسکسی آگسار،               بیوشیمیایی مختل  شامل رشد در محی  مسک                                    

SIM ،MB                            آز، واکسنسش در              ، تست اکسسیسداز، کساتسالاز، اوره

بررسی تحر ، رشد در محی  ستریماید                                   ، OF ، تست     TSI محی     

سلسیوس مولر هینستسون آگسار                          درجه      92آگار و رشد در دمای                    

  LB Brothکشت تجاری            محی      در   ها  (. جدایه        15)  استفاده شد          

سلسسسیسوس         درجه      -5 دمای       در   گلیسرول          درصد         25حاوی      

 نگهداری شدند. نمونه استاندارد مورد استفاده در ای  تحسقسیس                                                        

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853                   بود کسه بصسورت

(. شسایسان          11لیوفیلیزه از شرکت یاسی   ب خریداری گردید )                                          

پ وهش حاضر مطاب  با پروتکل کمیستسه اخسلاق                                        ذکر است که          

پزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشسهسد بسا کسد اخسلاق                                               

IR.IAU.MS D.REC.1400.043                .انجام شده است 

بسرای انسجسام تسست                بسیسوتسیسکسی:            ب( تست حساسیت آنتی                  

تلقیس        سودوموناس آئروژینوزای                       های     بیوگرام، نخست کلنی                    آنتی    

شده در محی  نوترینت براث را با سوس انسیون استاندارد نسیسم                                                         

مک فارلند سنجیده و وقتی به کدورت مورد نظسر و مسطسابس                                                    

باکتری( بر روی محی  مسولسر                          100      15 ی استاندارد رسید )حاو                   

  200بیوتیکی به فاصله                    های آنتی        هینتون آگار کشت داده و دیسک                           

متر نسبت به یکدیگسر قسرار داده                              میلی      0متر از لبه پلیت و                   میلی    

درجه سلسیوس                3ساعت گرماگذاری در دمای                          29شد. بعد از            

بیوتیکی         قطر هاله عدم رشد اندازه گیری و میزان حساسیت آنتی                                                

(.            12تسعسیسیس  شسد )            CLSI 2018 ها مطاب  با روش               باکتری      



 امیمه مظفر مرزه الحلی و همکاران. MexXها بر روی ژن تاثیر نانوذرات اکسید نقره و پروبیوتیک .1955ها، سال چهاردهم شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

50 

بیوتیک استفاده شده در ای  مطسالسعسه شسامسل:                                        های آنتی        دیسک    

(،    µg30، تتراسایکلیس  )               (µg 10)پنم       (، ایمی       µg 10جنتامایسی  )            

 µg(، اریترومایسیس  )                 µg 30(، کلرامفنیکل )               µg 30سفتازیدیم )           

( بود که از شرکت پادت   سب                           µg 10( و سولفامتوکسازول )                    15

های دارای مقاومت چنددارویی شناسایسی                                    خریداری شدند. سویه                  

 ها برای ادامه کار استفاده شد.                             شده و از آن           

پمسپ افسلاکس  بسا                MexXو شناسایی ژن                DNA ( استخرا             
برای شناسایی مولکولی ژن پمپ افلاکس  مسورد                                         :   PCRتکنیک       

با اسستسفساده از                 DNAهای انتخاب شده، استخرا                          نظر از سویه           

و مطسابس             DNA ( iagen,  ilden,  eermany)کیت استخرا            

دستورالعمل شرکت تولید کننده انجام شد. یک جفت پسرایسمسر                                                     

 راحی و برای سنتز بسه                         (oligo 7.60)     الیگو        توس  نرم افزار                

(.  پ  از سساخست                1شرکت سیناکلون سفارش داده شد )جدول                                   

میکرولسیستسر شسامسل                  20به حجم نهایی                 PCRپرایمرها، واکنش               

دارای                PCR master mix 5Xمیکرولیتر )ایران، سیناکسلسون(                           12

U/µl 5  Taq DNA polymerase ،Mm 3 MgCl25/2    ،200  mM 

میکرولیتر از                0میکرولیتر از هر جفت از پرایمرها،                                    dNTPs ،1از    

DNA          میکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل با استفاده از                                                 1ا الگو و

  1گرادیانت ترموسایکلر )اپندورف، آلمان( با برنسامسه دمسایسی،                                                       

  10درجه سلسیوس به مدت                      49سیکل دناتوراسیون اولیه شامل:                              

ثانیه، اتصال پرایمر                       35درجه سلسیوس               49دقیقه، واسرشته شدن                    

درجه سلسیوس بسرای                    2 ثانیه،  ویل شدن                     35درجه برای             03

دقسیسقسه         15درجه سلسیوس برای                    2 ثانیه و یک بس  نهایی                        35

درصد و در           1با ژل آگارز                PCRانجام شد. الکتروفورز محصول                          

دقیقسه در            15به مدت          TBEدر بافر            DNA Ladder 100bpکنار    

(.  برای رن  آمیزی ژل، آن را به مدت                                     15انجام شد )            155ولتاژ       

دقیقه در تانک حاوی اتیدیوم بروماید قرار داده و نستسایس                                                           10

مشاهده شسد در کسل                   uvبا نور          eldocument توس  دستگاه             

از آب به عنوان کنترل مسنسفسی و از سسویسه                                        PCRهای   واکنش     

به عنوان کنترل مس سبست اسستسفساده                                           MexXاستاندارد دارای ژن                    

 (.  13شد )    

سازی سوس انسیون نانوذرات اکسید نقره و پروبیوتسیسک د( آماده
پسسودر نسسانسسوذرات نسسقسسره                    لاکسستسسوبسساسسسیسسلسسوس پسسلانسستسساروم: 

 .PCR و Real- Time PCR پرایمرهای مورد استفاده در: 1جدول 

اندازه 

محصول

(bp) 

coTm 
 

 

 

 توالی نوکلئوتیدی

 

 ژن

380 59.76 

59.69 

MexX-F ،CTCTACCCCATCTAC TC 

MexX-R ، TC TCAC TC ACACCC 

  

MexX 

199 

199 

55.63 

55.73 

F:CCAACCCTTTTCCTTACTT C 

R: CATCAACTTCACCTTCAC C 

16S 

rRNA 

( از شرکت مهندسی پایدار ابتکار آرمسیسنسا ARMINANO )برند

خریداری شد. برای تهیه سری رقت از نانوذرات از روش رقت 

، 205،120.، 12.0، 31های سازی سریال از نانوذره نقره، رقت

پلانتاروم   لاکتوباسیلوستهیه شد. سویه پروبیوتیک  1555، 055

PTCC 1058 صسنسعستسی ایسران -های علسمسیاز مرکز پ وهش

 خریداری شد.

با توجه به  روش استاندارد کمیته ملی استانداردهای آزمایشگساه 

( MIC(، تعیی  حداقل غلظت ممانعت کننده رشد )CLSIبالینی)

برای تعیی  اثر ضدمیکروبی نانوذره اکسید نقره و پروبیسوتسیسک 

لاکتوباسیلوس پلانتاروم، با روش براث دایلوش  انسجسام شسد. 

تری  غسلسظست حداقل غلظت ممانعت کننده رشد به عنوان کم

نانوذره اکسید نقره و پروبیوتیک که از رشد باکتری در مسحسیس  

 کند در نظر گرفته شد.کشت ممانعت می

با استفساده  RNAاستخرا  :  cDNAو ساخت  RNAه( استخرا  

)یکتا تجهیز آزمسا،  Total  RNA Extraction mini  Kitاز کیت 

ایران( و بعد از تیمار کردن با نانوذرات اکسیدنقره و پروبیوتیک

ژنومسی  DNA( صورت گرفت. برای حذف MIC)رقت بعد از 

   RNase-free  DNase ( iagen,  ilden,  eermany)از کیت 

، برای ا مینان از صسحست RNAاستفاده شد. بعد از استخرا  

استخرا  و نمونه مورد نظر، توس  دستگاه نسانسودراج جسذب 

نانومتر ارزیابی کسمسی شسد. در  5 21502و  2350215نوری 

دارای کیفیت  RNAبود مولکول  2تا   10بی   حالتی که نسبت 

استخرا  شده     RNAدر نظر گرفته شد. PCRمناسب برای انجام 

(. 19) سلسیوس نگهداری شسد     درجه   -25تا زمان استفاده در دمای  

)یسکستسا  cDNA  Synthesis Kitبا استفاده از کیت   cDNAسنتز

تجهیز آزما، تهران( و مطاب  دستورالعمسل شسرکست سسازنسده     
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 انجام شد.

واکسنسش   Real-Time PCR:و( سنجش بیان ژن توس  تکنیک 

میکرولیتر با استفاده از کیت  25ای پلیمراز کمّی در حجم زنجیره

 enet  کره جنوبی به صورت زیر انجام شد: ده میکرولسیستسر از

Prime   master mix (2x) with SYBER green  پسسسنسسس ،

(، 11، یک میکرولیتر از هر پرایسمسر )Depc waterمیکرولیتر از 

اسستسفساده  cDNAو دو میکرولیتر از  Rox dyeیک میکرولیتر از 

 Applied Biosystemsمورد نظر در دستگساه  شد. تک یر قطعه

StepOnePlus  درجه سسلسسسیسوس  49با برنامه واسرشت اولیه

درجه سلسسسیسوس  49دقیقه، تک یر شامل واسرشت در  10برای 

 35درجه سلسیوس بسرای مسدت   0ثانیه، اتصال در  35برای 

 30ثانسیسه در  35درجه سلسیوس برای  2 ثانیه و گسترش در 

به عنسوان کسنستسرل   16s rRNAچرخه انجام شد از ژن خانگی 

( Melting curveداخلی تست استفاده شد. آنالیز منحنی ذوب )

های تک یر شده ژن انجسام برای ا مینان از اختصاصی بودن قطعه

های تیمار شده و کنترل بسه کسمسک ها در نمونهشد. آنالیز داده

هسا و بسرای رسسم نسمسودارهسای مسربسو سه از           معادله داده

LightCycler  Relative  uantification Software  اسستسفساده

بسا  CTΔΔ-2 با روش MexXهای مربوط به تعییر بیان ژن شد. داده

مستقل  Tدرصد و با استفاده از آزمون آماری  155فرض کارایی 

 در چهار گروه تحلیل شد.

 

 هایافته

  آئسروژیسنسوزا  سسودومسونساسسویه  94ها: ال ( تشخی  سویه

های تشسخسیسصسی و تسایسیسدی آوری شده، توس  تست جمع

 سسودومسونساسمیکروبیولوژی و بیوشیمیایی به عنوان باکستسری 

 تایید هویت شدند. آئزوژینوزا

سسودومسونساس   از بسیسوتسیسکسی: ب( نتای  تست حساسیت آنتی
 کنترل اسستسفساده شسد.  به عنوان سویه  ATCC 27853 آئروژینوزا 

بیوتیکی برای انجام آزمایش تعیی  حسساسسیست های آنتیدیسک

سودوموناس   میکروبی به روش دیسک دیفیوژن آگار ابتدا توس 

هسای کنترل کیفی و س   برای سویسه ATCC 27853 آئروژینوزا 

تست حساسیت آنتی بیوتیکی نسبت بسه  آئروژینوزا  سودوموناس

ایجساد شسده در   هایهای رای  انجام شد. قطر هاله بیوتیک آنتی

آوری هسای جسمسعبیوتیکی برای جدایههای آنتیا راف دیسک

گیری شد. بررسی هسالسه بسا تسوجسه بسه شده با کولی  اندازه

نسیسمسه )  S( انجام و نتای  به صورت حسساس   CLSLاستاندارد 

(. در ایس  2گزارش گردید )جدول (R)و مقاوم )  IM( حساس 

بیوتیک مقاوم بودند لسذا ها به بیش از دو آنتیبررسی تمام سویه

 ها برای ادامه کار استفاده شدند.همه سویه

 بیوتیکی.نتای  آزمون تست حساسیت آنتی: 2جدول 

 دیسک

 بیوتیک آنتی

 حساس

 )درصد(

 نیمه

 حساس

 )درصد(

 مقاوم

 )درصد(

 جنتامایسی 

(10 M) 
5 (5) 

5 (5) 
 

94 (155) 

 پنم ایمی

(10IMp ) 
13 (24003) 

4 (20031) 1 (29014) 

 تتراسایکلی 

(30TE) 
5 (5) 5 (5) 

94 (155) 

 سفتازیدیم

(30CAZ ) 
5 (5) 

5 (5) 94 (155 ) 
 

 کلرامفنیکل

(30C ) 
31 (03021) 

  (2902 ) 11(22099) 

 اریترومایسی 

(15E ) 
 5 (5) 

5 (5) 94 (155) 

 سولفامتوکسازول

(SXI) 
5 (5) 

5 (5) 94 (155) 

سویه  94روی  PCRواکنش :  PCR ( نتای  تک یر ژن به روش 

آوری شده انجام شد. تک یر ژن جمع آئروژینوزا  سودوموناس

 5bp 3های باکتری، وجود بانددر سویه MexXپمپ افلاک  

(. نتای  بررسی مولکولی 1در ژل الکتروفورز را نشان داد )شکل

 ها دارای ژن مورد نظر بودند.ها نشان داد که تمام سویهسویه

درصدی  05بهتری  غلظت کشندگی :  MICد( نتای  آزمون 

 لیترمیکروگرم بر میلی 055ها برای نانوذرات اکسید نقره سلول

میکروگرم بر  11لاکتوباسیلوس پلانتاروم و برای پروبیوتیک 

لیتر بود. بهتری  غلظت، غلظتی است که توان کشندگی میلی

 ها که ها را داشته باشد تا با مابقی سلولدرصد سلول 05حدود 
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)از چپ به راست: مارکر،  MexXنتای  الکتروفورز حاصل تک یر ژن :  1شکل 

 5 3،  ول قطعه مورد نسظسر MexXهای م بت حاوی ژن  کنترل م بت، نمونه

 جفت باز است(.

 اند بتوان بخش آنالیز مولکولی را انجام داد.زنده مانده
های پمپ افلاک : بعد از تیمار با مهار کننده MexXه( بیان ژن 

برای مقایسه تاثیر نانوذره اکسید نقره و پروبیوتیک و اثر 

، بیان ژن در چهارگروه سلولی MexXها بر بیان ژن افزایی آن هم

تیمار شده  با نانوذره نقره، تیمارشده با پروبیوتیک، تیمارشده با 

افزایی نانوذره نقره و پروبیوتیک و تیمار نشده با استفاده اثر هم

( و منحنی Melting curve analysisاز آنالیز منحنی ذوب )

 تک یر با سه بار تکرار بررسی گردید. 

های باکتری   نمونه Real time PCRدر  منحنی تک یر دستگاه 

قبل و بعد از تیمار با نانوذره اکسید نقره و پروبیوتیک و ژن 

های مختل  نشان داده   اند که با رن کنترل داخلی بررسی شده

هایی که   شود ژن اند. همانطور که در شکل مشاهده میشده

 Ctکمتر بوده که در اینجا  Ctاند دارای دارای بیان بیشتر بوده

کمتر شده و در منحنی   (16s rRNA) کنترل داخلی های   نمونه

های باکتری شده است و نمونه Exponentialزودتر وارد فاز 

پروبیوتیک  -پ  از تیمار با نانوذره اکسید نقره و اکسیدنقره

 باشند.  بیشتری می Ctدارای بیان کمتر در ژن و 

های تیمار شده با مهارکننده نانوذره و در سویه MexXبیان ژن 

افزایی نانوذرات نقره و پروبیوتیک تفاوت معنادار دارد اثر هم

افزایی آن با ولی نانوذرات اکسید نقره نسبت به اثر هم

پروبیوتیک تاثیر بیشتری بر روی بیان ژن دارد. کمتری  تغییر در 

های تیمار شده با پروبیوتیک بود و بر اساس نتای  به نمونه

( اختلاف آماری معنادار Pvalueدست آمده از سنجش بیان ژن )

 در بیان ژن در بی  چهار گروه وجود داشت.

هسای آنالیز منحنی ذوب )برای ا مینان از اختصاصی بودن قسطسعسه:  2شکل 

ها با هم منطسبس  و تک یر شده ژن که منحنی ژن مورد سنجش در تمام نمونه

 .  استقله یک بصورت 

 . بر حسب سیکل Real time PCRنتای  منحنی تک یر محصول در : 3شکل 

هسای های کنترل و نسمسونسهدر نمونه MexXنمودار مقایسه بیان ژن : 9شکل 

های تیمار شده بسا تیمار شده. محور  ولی میزان بیان ژن و محور افقی نمونه

افزایی نانوذرات اکسسیسد ( و هم.Pro(، پروبیوتیک ).N.Sنانوذره اکسید نقره )

تفاوت معناداری در تسمسام   دهد.( را نشان می.N.S.-Proنقره و پروبیوتیک )

 مشاهده شد.  P>0.05های تیمار سط  گروه

 بحث

باکتری گرم منفی و فرصت  لب است  آئروژینوزا  سودوموناس

های شدیسد و مسر  و مسیسر که به دلیل ایجاد عفونت ) 1(

ای که در بیماران دارای ضع  سیستم ایمسنسی ایسجساد گسترده

و   ) 1(کند مورد بررسی وتحقی  فراوان قرار گرفته اسست می

ا لاعات زیادی در خصو  مساهسیست زیسستسی و کسنستسرل 

هسای فسروان        پیشسرفست های آن وجود دارد اما با وجود عفونت

در خصسسو  شسسنسساخسست ایسس  بسساکسستسسری و تسسهسسیسسه 

هنوزموفقیت لازم برای کنتسرل عسفسونست ایس   ها، بیوتیک آنتی

چند دارویی ایس    (. زیرا مقاومت14باکتری حاصل نشده است )

بیوتیکی را دچسار اخستسلال و شسکسسست       باکتری، درمان آنتی

سسودومسونساس   هسای   شیوع سویه های اخیر (. در سال25کند ) می
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در تمام جهان افزایش چشمسگسیسری    (MDR)مقاوم به چند دارو  

درمطالعه حاضر نیز ارزیابی الگوی حساسیست (  21) داشته است 

ها، از روش انتشار دیسک نشان داد که تمسام بیوتیکی سویه آنتی

بیوتیک مقاوم بودند ای  نتیجسه در سویه به بیش از دو آنتی 94

مطالعات دیگری نیز مانند مطالعه شاه راغی و همکساران کسه 

در بیمارستان سوان  سوختگی شهید مطهری اجسرا  2553سال 

در گسیسلان  2519(. در سسال 22گردید، گزارش شده است )

درصد گسزارش   4شیرانی و همکاران مقاومت جنتامایسی  را 

( که مشابه مقاومت نسبت به جنتامایسسیس  از ایس  23کردند )

ای که توس   با بایی و هسمسکساران  مطالعه است. در مطالعه

 سسودومسونساس انجام شد، اثر ضد میکروبی جنتامایسی  علسیسه

پ  از آمینوگلیکوزیدهای توبرامایسی  و آمیکاسیس   آئروژینوزا

(. 29قرار داشت که با نتای  مطالعه حاضر  مطابسقست نسدارد )

درصد مقاومت چند دارویی در مطالعه حاضر  حسدود چسهسار 

 (.20برابر میزان گزارش شده در مطالعات مشابه است)

مطالعسات زیسادی  سودوموناسدر خصو  مکانیسم مقاومت 

هسای با مسکسانسیسسسم آئروژینوزا  سودوموناسانجام شده است. 

آورد. متفاوتی مقاومت به داروهای ضد باکتریایی را بدست مسی

های پمپ افسلاکس  های گوناگون، سیستمدر بی  ای  مکانیسم

غشایی نقش مهمی در کسب مقاومت ذاتی ای  باکتری به انواع 

تسوان  آئروژینسوزا  سودوموناس(.   2و21ها دارند )بیوتیکآنتی

پمپ تراوشسی مسقساومست چسنسد دارویسی بسا نسام               12بیان 

Mex-Type Multidrug  Resistance Efflux Pump  را دارد که

-MexAB-oprM، ,MexXY- OprM  MexCDپنس  پسمسپ 

oprT ،MexEF-oprN  وMexJK-oprM تسر تر و مسهسمفراوان

هایی که (.  ای  تحقی  نیز نشان داد که تمام جدایه 2باشند ) می

بیوتیک مختل  مقاومت داشتند دارای  نسبت به بیش از دو آنتی

اهمسیست بسسیسار   MexXY- OprM,بودند. و پمپ MexX  ژن

تسوانسد دارد چون می آئروژینوزا  سودوموناسبالایی در مقاومت 

هسا و های چون آمینوگلوکوزیدها، تتراسایسکسلسیس بیوتیکآنتی

(. لذا ای  پمسپ  24کلرامفنیکل را به خار  از سلول پمپ کند )

ها به سلول هدف و بساعسم مسقساوت بیوتیکمانع رسیدن آنتی

 (.35شود )بیوتیک میباکتری نسبت به آن آنتی

مطالعات گذشته نشان داده است که نانوذرات فلزی مانند اکسید 

توانند به عنوان یسک نقره به دلیل داشت  توان ضد میکروبی می

( و نتایس  31ها مورد بررسی باشند )بیوتیکجایگزی  برای آنتی

کنسد. در مسورد ای  بررسی ای  خاصیت نانوذرات را تایید می

 سسودومسونساسهای پمپ افسلاکس  تاثیر نانوذرات بر بیان ژن

، دودی و همکارانش نشان دادند که نانوذرات نقره با آئروژینوزا

بزرگتری  قطر هالسه  آئروژینوزا  سودوموناسدر  ppm05غلظت 

(. رشید و همکارانش نیز در سال 32عدم رشد را تشکیل دادند )

لسیستسر میکروگرم در میسلسی 055همی  نتیجه را با غلظت  2521

(. نانوذرات روی و اکسید روی نیز تساثسیسر 33گزارش نمودند )

(. نانوذرات 30و 39داشتند ) آئروژینوزا  سودوموناسمشابهی در 

توانند اثر مهسار لیتر میمیکروگرم بر میلی 155آه  نیز با غلظت 

(. 31نشسان دهسنسد ) آئروژینوزا  سودوموناسکنندگی بر روی 

هسا بسا دو مکانیسم عملکرد ضد میکروبی نانوذرات در باکتری

( نانوذرات به غشای باکتری مستسصسل 1افتد: مکانیسم اتفاق می

دهند و در تنف  مشکل شوند و نفوذپذیری آن را کاهش میمی

( نانوذرات به داخل باکتری نفوذ می کنند و بسا 2کنند. ایجاد می

 (.  3دهند )ترکیبات حاوی گوگرد وفسفر واکنش می

افزایی نانوذرات با سایر مواد ضسدمسیسکسروبسی، در مورد اثر هم

افزایی نانوذره بیان کردند که هم   2514شری  و امینی در سال 

در بیفیدیوبساکستسریسوم بسیسفسیسدیسوم اکسید آه  و پروبیوتیک 

تساثسیسر           MexAسودوموناس آئروژینوزا بسر روی بسیسان ژن 

( که ای  نتیجه بر خلاف تحقی  حاضر است که نشان  3ندارد )

 پسلانستساروم  لاکتوباسیلسوسدهد نانوذرات نقره و پروبیوتیک می

پسروبسیسوتسیسک راهسکسار   دهسنسد.را کاهش می MexXبیان ژن 

هسا هسستسنسد. امیدبخشی برای درمان بسسیساری از عسفسونست

تسوانسنسد در هایی هستند کسه مسی ها میکروارگانیسم پروبیوتیک

های پسروبسیسوتسیسک  تری  سویه سلامتی میزبان مؤثر باشند. مهم

مسانسنسد  (LAB) هسای اسسیسد لاکستسیسکسی متعل  به بساکستسری

لاکتوباسسیسلسوس (  4هستند ) لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتر جن 
اثر بازدارنده روی تولیدات مولکولسی، هسمسوسسریس   پلانتاروم

دارد و  سودومونساس آئسروژیسنسوزا لاکتون و تولید الاستاز در

هسای ها و متابسولسیستهای عملکردی متنوع پروبیوتیکمکانیسم
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ها را های عامل ویرولان  میکروبها، بیان ژن تولید شده از آن

بسرای  لاکتوباسیلسوس پسلانستسارومدهند. امروزه از کاهش می

هسای  شود و توانایی سویهجلوگیری از تولید بیوفیلم استفاده می

مختل  لاکتوباسیلوس در مهار سوارمین  و فعالسیست آنسزیسم 

(. در 34هسسا ثسسابسست شسسده اسسست )آز پسسروتسسئسسوس اوره

اثر ضد میکروبی بر روی   پلانتاروم  لاکتوباسیلوس تحقی   ای 

را نشان داد البته اثر مهارکنندگی آن در  سودوموناس آئروژنرا

مجاورت نانوذرات نقره افزایش چشمگیرتسری دارد. نستسایس  

در ای  پ وهش نشان داد کسه  MexXو بیان ژن  MICبررسی 

نانوذرات اکسید نقره به تنهایی یا هسمسراه بسا پسروبسیسوتسیسک 

را دارند  MexXتوانایی کاهش بیان ژن  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس

ولی پروبیوتیک به تنهایی اثر مهاری کمی دارد. ارشسادیسان در 

های پروبیسوتسیسکسی تسوانسایسی نشان داد که باکتری 2510سال 

های بیماریزا را دارند و شاید بتوان از جلوگیری از رشد باکتری

آن به عنوان گزینه مناسبی به منظور کنترل بیماری استفاده کسرد 

نشسان دادنسد کسه  1340صدری و همکارانش در سال  .(95) 

تشکیسل   پروبیوتیکی در جلوگیری از اتصال،   های   لاکتوباسیلوس

یسوروپساتسوژنسیسک  اشریشیا کلیزایی باکتری   بیوفیلم و بیماری

ها برای پیشگیسری   استفاده از آن  چشمگیری هستند و   دارای آثار

عنوان شیوه مهم و عسمسلسی،   و درمان عفونت دستگاه ادراری به

نشسان  2514چراغی در سال  .(91باشد )منطقی و قابل قبول می  

( کسه ایس  92هاست )داد که اثر نانوذرات بیشتر از پروبیوتیک

 .نتیجه مشابه نتیجه بدست آمده از ای  پ وهش است

 

 گیرینتیجه

های ایجاد مقاومت در بی  باکتری ها مسانسنسد    شناسایی مکانیسم 

های افلاک  پمپ برای دست یابی به راهکارهای درمانی    سیستم 

بسا  های مقاوم ضروری است.   مناسب در جلوگیری از انتشار سویه 

به صسورت  MexXY-OprMهای افلاک  توجه به ح ور ژن

، اجزای ژنسی آئروژینوزا  سودوموناسهای کروموزومی در نمونه

توانند ابزار تشخیصی در شناسایی مسولسکسولسی  ای  سیستم می

مقاوم به دارو باشند. هم نی  با توجسه  آئروژینوزا  سودوموناس

به پتانسیل بالای نانوذرات اکسسیسد نسقسره و پسروبسیسوتسیسک 

سودوموناس آئروژیسنسوزا بر مهار رشد  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس
توان از ای  ترکیب به عنوان ترکیب مسوثسر بسرای کسنستسرل می

 های ای  باکتری بهره برد. عفونت

 

 ملاحظات اخلاقی

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار

سازی را در ای  مقسالسه رعسایست ها و دادهدوگانه، تحری  داده

 .اندکرده

 

 تشکر و قدردانی

حاصل بخشی از پایان نامه سرکار خانم امیمه مظفسر   مطالعه  ای 

مرزه الحلی برای اخذ درجه کارشناسی ارشد در رشته زیسست 

شناسی سلولی و مولکولی  از دانشکده علوم پایه دانشگساه آزاد 

اسلامی واحد مشهد بود. بدینوسیله ازسسرکسار خسانسم بسهساره 

اند  سرگزی که درتمام مراحل اجرای پایان نامه مشاور  رح بوده

 و سرکار خانم فائزه غلامی بهار و آقای علی قسرایسی و تسمسام

 خسا سر  آزمایشگاه  گروه زیست شناسی بسه  محترم  کارشناسان

 .گرددمی ی در تمام مراحل س اسگزاری همکار

 

 تعارض منافع

 وجود ندارد.
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