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Introduction: Eryngium planum is a medicinal plant known for its antibacte-
rial, anticancer, and anti-inflammatory properties. This study aimed to evalu-
ate the antibacterial effects of silver oxide nanoparticles functionalized with Eryngi-
um planum leaf extract against hospital-acquired and standard isolates of Escherichia coli.

Materials and Methods: In this study, clinical isolates of E. coli were collect-
ed from 17 Shahrivar Children's Hospital in Rasht city (Iran). After the identifi-
cation of isolates, their antibiotic susceptibility profiles were determined. Silver 
oxide nanoparticles were functionalized with Eryngium planum leaf extract and physiochem-
ically evaluated using FT-IR and FE-SEM. The antibacterial activity of the nanoparticles in 
combination with meropenem was assessed using the checkerboard method and Q-RT-PCR.

Results: Physicochemical analyses confirmed the successful synthesis of Eryngium pla-
num leaf extract-functionalized silver oxide nanoparticles with particle sizes ranging from 
75 to 95 nm. A synergistic antibacterial effect between the functionalized nanoparticles 
and meropenem was observed in several clinical and standard isolate. Furthermore, the 
treatments significantly (P<0.05 or P<0.01) led to a downregulation of efflux pump genes 
acrA and acrB and an upregulation of the porin gene ompC in treated bacterial cells Er-
yngium planum leaf extract-functionalized silver oxide nanoparticles and meropenem.

Conclusion:The findings suggest that E. planum-functionalized silver oxide nanoparticles 
led to enhancing the antibacterial efficacy of meropenem against resistant isolates. It seems 
that E. planum with downregulation of efflux pump genes, upregulation of the porin and in-
creasing intracellular accumulation of meropenem, leading to reduced bacterial growth.
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شـــیوه آدرس‌دهی این مقاله : ز رحیمی پور، ع پابوســـی ســـادات محله،  م نیک پســـند، م شـــهریاری نور، ن رنجی.  اثر هم افزایی نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با عصاره 

بـــرگ چوچـــاق و مروپنم در کاهش بیان ژن های مؤثـــر در پمپ افلاکس و افزایش بیان پورین در جدایه های بالینی E. coli. مجله دانش زیســــــتی ایــــــران. 1403؛19 )4(:12-1

ناشر: دانشـــگاه آزاد اســامی واحد ورامین - پیشــوا          شـــاپا چاپی: 1735-4226             شـــاپا الکترونیکی:  X 459 - 2717                نویســـندگان: حق مؤلف© 

اثــر هــم افزایــی نانــوذرات اکســید نقــره عامــل دار شــده بــا عصــاره بــرگ چوچــاق و مروپنــم در کاهــش بیــان ژن 

E. coli هــای مؤثــر در پمــپ افلاکــس و افزایــش بیــان پوریــن در جدایــه هــای بالینــی

زهرا رحیمی پور1، علی پابوسی سادات محله1، محمد نیک پسند2، مهدی شهریاری نور3، نجمه رنجی4*

1 کارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

2استاد، گروه شیمی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

3استادیار، گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

4دانشیار، گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

..................

مقدمـــه: چوچاق یک گیـــاه دارویی اســـت که با خـــواص ضد باکتریایـــی، ضد سرطانی و ضـــد التهابی 
شـــناخته شـــده اســـت. هدف از این مطالعه ارزیابی اثرات ضـــد باکتریایی نانوذرات اکســـید نقره عامل 

دار شـــده بـــا عصاره برگ چوچـــاق بر علیه جدایه های بیمارســـتانی و اســـتاندارد اشریشـــیا کلی بود

مـــواد و  روش: در ایـــن مطالعه جدایه های بالینی اشریشـــیا کلی از بیمارســـتان کودکان 17 شـــهریور در 
شـــهر رشـــت )ایران(، جمع آوری شـــد. بعد از تعیین هویت جدایه ها، پروفایل حساســـیت آنتی بیوتیکی 
 FT-IR آنها تعیین شـــد. نانوذرات اکســـید نقره بـــا عصاره برگ چوچاق، عامل دار شـــد و با اســـتفاده از
و FE-SEM، مـــورد ارزیابی فیزیکوشـــیمیایی قرار گرفت. اثـــرات ضد باکتریایی این نانـــوذرات در ترکیب 

ــسی ـــشد با مروپنم به روش چکر بورد و Q-RT-PCR بررـ

یافته ها: آنالیزهای فیزیکوشـــیمیایی ســـنتز موفق نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با عصاره برگ 
چوچـــاق را بـــا اندازه ذرات 75 تـــا 95 نانومتر تأیید کرد. اثر هـــم افزایی نانوذرات اکســـید نقره عامل دار 
شـــده با چوچاق و مروپنم در چندین جدایه بالینی و ســـویه اســـتاندارد مشاهده شـــد. همچنین تیمارها 
 acrB و acrA  باعـــث کاهش بیان ژن های پمپ افلاکـــس ) P >0.001  یاP > 0.05 ( بطـــور معنـــی داری
و افزایـــش بیـــان پوریـــن ompC در باکتریهای تحت تـــیمار با نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با 

چوچاق و مروپنم ـــشد.

نتیجـــه گیـــری:  نتایج این مطالعه پیشـــنهاد مـــی کند که  نانـــوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با 
چوچـــاق، باعث افزایش اثربخشـــی مروپنـــم در جدایه های مقاوم شـــد. بدین ترتیب به نظر می رســـد 
کـــه چوچاق، بـــا کاهش بیـــان ژن های پمـــپ افلاکس، افزایـــش بیان پوریـــن و محبوس کـــردن مقدار 

بیـــشتری مروپنم در ایـــن جدایه ها، باعث کاهش رشـــد آنها شـــد. 
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اشریشـــیا کلـــی )E. coli( به عنوان یک پاتوژن بیمارســـتانی، 

یکـــی از علـــل اصلـــی بـــیماری هـــای عفونی در سیســـتم 

گوارشـــی، ادراری، جریان خون و سیســـتم اعصـــاب مرکزی 

اســـت )1(. اســـتفاده گسترده از آنتی بیوتیک هـــا در درمان، 

منجـــر به انتشـــار باکتری های مقـــاوم به آنتـــی بیوتیک ها 

در بین عفونتها شـــده اســـت )2(. در گزارشـــات مربوط به  

مقاومت آنتی بیوتیکی منتشر شـــده توســـط سازمان سلامت 

جهانی )WHO(، اشریشـــیا کلی به عنـــوان یکی از بزرگترین 

نگرانی هـــای مرتبط با عفونت های بیمارســـتانی و اکتســـابی 

جامعه معرفی شـــده اســـت )3(

از جملـــه عوامـــل مؤثـــر در ایجـــاد مقاومـــت دارویی در 

اشریشـــیا کلی، می توان بـــه  1( افزایش فعالیـــت آنزیمهای 

مؤثر در مهـــار آنتی بیوتیک ها، 2( ایجـــاد جهش در اهداف 

پروتئینـــی آنتـــی بیوتیکهـــا، 3( بیان بیش از حـــد پمپ های 

افلاکس در ســـطح ســـلول و 4( کاهش حضـــور پورین ها در 

ســـطح ســـلول، جهت محدود کـــردن ورود دارو اشـــاره کرد 

)4(. افزایـــش تعـــداد پمپ های افلاکس در ســـطح ســـلول 

باکتریایـــی،  یکی از مکانیســـم های مؤثـــر در ایجاد مقاومت 

دارویی محســـوب می شـــود کـــه مانع فعال آنتـــی بیوتیک 

ها در ســـلول مـــی شـــود.  AcrAB-TolC به عنـــوان پمپ 

افلاکس اصلی در اشریشـــیا کلی شـــناخته شـــده اســـت)5(. 

پروتئیـــن  یـــک   AcrA شـــامل   AcrAB-TolC کمپلکـــس 

همجوشـــی، AcrB یک پروتئین ناقل غشـــای سیتوپلاســـمی 

و TolC یـــک کانال غشـــایی خارجی اســـت. بیـــان بیش از 

حد ایـــن پمپ افلاکـــس اغلب بـــا مقاومت هـــای دارویی 

چندگانه در اشریشـــیا کلی مشـــاهده می شـــود )6(

مکانیســـم دیگر در ایجـــاد مقاومت دارویـــی، کاهش حضور 

پوریـــن ها در ســـطح ســـلول اســـت. پورین های غشـــای 

خارجـــی )OMP( از پروتئین های تشـــکیل دهنـــده منافذ 

ســـطح ســـلولی تشـــکیل شـــده اند کـــه انتقـــال غیرفعال 

ترکیبات آبدوســـت را تســـهیل مـــی کنند. در ایـــن میان، دو 

پوریـــن OmpC  و  OmpF در حمـــل و نقـــل آنتی بیوتیک 

ها  به درون ســـلول مؤثر هســـتند )7(. جهـــش در ژن های   

ompC )8( و ompF  )9( در ایجـــاد مقاومـــت آنتی بیوتیکی 

در برخی از پاتـــوژن های گرم منفی همچون اشریشـــیا کلی 

نقش مهمـــی دارد )10(

بـــرای مبـــارزه بـــا معضل جهـــان شـــمول مقاومـــت آنتی 

بیوتیکـــی در عفونـــت های بیمارســـتانی، ارائـــه راهکارهای 

درمانـــی نویـــن، ضروری اســـت )11(. گیاه چوچـــاق با نام 

علمیEryngium planumاز خانـــواده چتریان دارای ترکیباتی 

تـــری ترپنوئیـــد، فلاونوئیدها،  همچـــون ســـاپونین هـــای 

اســـیدهای فنولی و کومارین ها اســـت. همچنیـــن این گیاه 

دارای فعالیت هـــای ضـــد دیابتی، ضد باکتریایـــی، ضد سرفه، 

ادرارآور و ضـــد التهابی اســـت )12(

بـــا توجه بـــه نامحلول بـــودن ترکیبـــات فعـــال در گیاهان 

دارویی در آب  )13-15( لازم اســـت برای افزایش اثربخشـــی 

آنهـــا از روشـــهای بر پایه نانـــوذرات بهره بـــرد. از نانوذرات 

مختلفـــی از جملـــه نانوذرات بـــر پایه فلزاتی چـــون آهن و 

نقـــره، دندریمرها، نانـــوذرات پلیمری و نانو امولســـیون ها 

جهت افزایـــش کارآیی خـــواص ترکیبات گیاهـــی درمانی در 

تحقیقـــات اســـتفاده می شـــود )14(.در ایـــن مطالعه برای 

اولیـــن بار تأثیـــر نانوذرات نقـــره عامل دار شـــده با عصاره 

بـــرگ چوچاق بر بیـــان ژن هـــای acrA، acrB و ompC  در 

جدایـــه های بالینی اشریشـــیا کلی مقاوم به مروپنم بررســـی 

شد

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره4 
رحیمی پور و همکارانهم افزایی Ag2O-چوچاق و مروپنم...

مواد و روش ها

ســـنتز نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با 
چوچاق بـــرگ  عصاره 

برای ســـنتز نانـــوذرات عامـــل  دار شـــده با پودر خشـــک 

بـــرگ گیاه چوچـــاق، حـــدوده 5 گرم پودر خشـــک چوچاق، 

در 400 میلـــی لـــیتر اتانول حل شـــد، به مـــدت 15 دقیقه 

تحت تابـــش امـــواج فراصوت قـــرار گرفت. ســـپس، حدود 

0/5 گـــرم نانوذرات اکســـید نقره )مـــرک، آلمان( در 25 میلی 

لـــیتر کلروفـــرم پراکنده شـــده، کم کـــم به محلـــول عصاره 

گیـــاه اضافه شـــد. مخلـــوط به دســـت آمده بـــه مدت 20 

 pH ،دقیقه تحت تابش امـــواج فراصوت قرار گرفـــت. آنگاه

مخلـــوط واکنش به کمـــک)NaOH (M / 1 بـــه pH خنثی 

رســـانده شـــد و به مـــدت 18-12 ســـاعت در دمـــای اتاق 

همزده شـــد. در نهایت، نانوذره نهایی بـــا 50- 30 میلی لیتر 

آب دیونیزه شســـته شـــد و در دمای 60-50 درجه سانتیگراد 

خشک شـــد )16(
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 FTIR آزمون
 Fourier-transform infrared( طیف ســـنجی زیـــر قرمـــز

spectroscopy( نانوذرات اکســـید نقره، عصاره برگ چوچاق 

و نانـــوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با عصـــاره برگ 

 8400S-Shimadzu FTIR چوچاق با دســـتگاه طیف ســـنج

Shimadzu Europe)( مورد بررســـی قـــرار گرفت )17(

)SEM( میکروسکوپ الکترونی رویشی
مورفولـــوژی نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با برگ 

گیاه چوچاق با اســـتفاده از میکروســـکوپ الکترونی روبشی 

نشر میدانـــی TESCAN (FE-SEM MIRA3( مجهـــز بـــه 

آنالیز پرتو ایکـــس پراکنده انرژیEDX( ( مورد بررســـی قرار 

گرفـــت. علاوه بر ایـــن، FE-SEM برای بررســـی اندازه ذرات 

مورد اســـتفاده قـــرار گرفت. بـــه این منظـــور نمونه بصورت 

یـــک قطـــره 1mg/ml از نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار 

شـــده با برگ گیاه چوچاق در ســـطح اسلایـــد کربنی با یک 

لایـــه طلا به ضخامـــت Å 100 پوشـــانده شـــد و تصاویر با 

ولتاژ فزاینـــده 26 کیلو وات بدســـت آمد )14(

جدا سازی و شناسایی باکتریها
در بازه زمانی بهمن تا اســـفند ســـال 1403 حدود 40 جدایه 

از بیمارســـتان کودکان 17 شـــهریور شهر رشـــت جمع آوری 

گردید. جهت تشـــخیص هویت، کشـــت بر روی محیط های 

مـــک کانکی آگار و EMB و تســـت های بیوشـــیمیایی نظیر 

TSI ، SIM ، اوره و MR/VP  بـــر روی نمونـــه ها انجام شـــد 

.)18(

تعیین پروفایل حساسیت آنتی بیوتیکی
مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه های تهیه شـــده از بیمارســـتان 

کـــودکان، به کمـــک آزمون آنتـــی بیوگرام و طبق اســـتاندارد 

CLSI 2023، بـــا اســـتفاده از دیســـک های آنتـــی بیوتیکی 

مروپنـــم )µg10(، سیپروفلوکساســـین )µg5( و ســـفتازیدیم 

)µg30( )شرکـــت پادتن طب، کـــرج( انجام شـــد. قطر هاله 

عدم رشـــد هر دیســـک پـــس از 18 تا 24 ســـاعت نگهداری 

نمونه هـــا در انکوباتـــور در دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد 

ـــشد گیری  اندازه 

تعییـــن حداقـــل غلظـــت ممانعت کنندگی رشـــد 
)MIC( مروپنـــم و نانـــوذرات عامل دار شـــده با 

ق چا چو
جهـــت تعیین MIC از روش براث میکرودایلوشـــن اســـتفاده 

شـــد. به این منظـــور سوسپانســـیون باکتریایی بـــا کدورت 

معـــادل 0/5 مـــک فارلند تهیه شـــد و در هـــر چاهک، 100 

میکرولیتر از کـــدورت نیم مک فارلند از هـــر جدایه )معادل 

CFU/mL 106 × 1( بـــه رقـــت هـــای متوالـــی مروپنم )در 

محـــدوده غلظـــت  µg/ml1-1024( در میکروپلیـــت استریل 

قـــرار داده شـــد و در دمـــای 37 درجه ســـانتیگراد به مدت 

24 ســـاعت انکوبه شـــد )19(. ســـپس اولین چاهک شفاف 

با کمتریـــن غلظـــت دارو به عنـــوان MIC در نظـــر گرفته 

 1024-µg/ml1 شـــد. ســـپس به همین روش با غلظت هـــای

نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده با برگ گیاه چوچاق، 

گرفت ـــصورت   MIC تعیین 

بررســـی اثر هـــم افزایی بیـــن نانوذرات اکســـید 
نقـــره عامل دار شـــده بـــا عصاره بـــرگ چوچاق و 

مروپنم بیوتیـــک  آنتی 
جهت بررســـی اثر هم افزایـــی نانوذرات اکســـید نقره عامل 

دار شـــده با عصاره برگ چوچـــاق و آنتـــی بیوتیک از روش 

چکـــر بـــورد بهره بـــرده شـــد. به ایـــن منظور رقـــت های 

مختلـــف نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار شـــده با عصاره 

بـــرگ چوچاق و مروپنـــم به صورت ترکیبـــی در چاهک های 

مختلـــف میکروپلیـــت 96 خانه بـــه همراه سوسوپانســـیون 

باکتریایـــی )CFU/mL 105× 5( کشـــت داده شـــد )20( و 

تمامـــی تیمارها به مدت 24 ســـاعت در انکوباتـــور 37 درجه 

شد. داده  قرار  سلـــسیوس 

q-RT-PCR بررسی بیان ژنها به روش
جهت بررســـی بیان ژنهای acrA، acrB و ompC به روش کمی 

Real-Time PCR (q-RT-PCR(، ابتدا از 1( سوسپانســـیون 

باکتریایی بـــا غلظـــت sub-MIC ترکیبی نانوذرات اکســـید 

نقـــره عامل دار شـــده بـــا عصاره بـــرگ چوچـــاق و مروپنم 

sub- گروه تســـت( و 2( سوسپانســـیون باکتریایی با غلظت(

 RNX-PLUS مروپنم )گروه شـــاهد( به کمک کیـــت MIC

)ســـیناکلون، تهران(، اســـتخراج RNA ی تام ســـلولی صورت 

گرفت. لـــذا جهت اطمینـــان از عدم وجـــود ناخالصی هایی 

از جملـــه DNA و پروتئینها، میزان جـــذب RNA ی تخلیص 

شـــده در طـــول مـــوج هـــای 260 و 280 نانـــومتر به کمک 

نانـــودراپ 1000 )ترمو فیشر، امریکا( خوانده شـــد. ســـپس 

ســـنتزcDNA به کمـــک کیـــت cDNA synthesis kit (یکتا 

  q-RT-PCR تجهیزآزما، تهران( انجام شـــد. در ادامـــه، واکنش

بـــه کمـــک کیـــت  2x SYBER Green qPCR Mix )یکتـــا 

تجهیز آزما، تهران( شـــامل پرایمرهای رفـــت )1 میکرولیتر( و 

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره4 
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهـــک بـــرای فوزاریـــوم، قطـــر هاله عدم 

رشـــد به ترتیب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل 

۲(. نتایج آماری نشـــان داد کـــه مقادیر مختلـــف متابولیت 

تاثیـــر متفاوتـــی بر قطـــر هاله 

عدم رشـــد داشـــتند و با افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

در دســـتگاه  Real Time PCR مدل ABI StepOne )امریکا(، 

بـــا برنامه دمایـــی 95 درجه ســـانتیگراد به مـــدت 5 دقیقه و 

40 ســـیکل شـــامل 95 درجه 5 ثانیه، 60 درجه 10 ثانیه، و 72 

درجه 10 ثانیـــه، و برنامه دمایی آنالیز منحنی ذوب شـــامل60 

درجـــه 5 ثانیـــه و 95 درجـــه 10 ثانیه انجام شـــد. پرایمرهاي 

مورد اســـتفاده در این پژوهش ســـاخته شـــده توسط شرکت 

زیســـت فناوری پیشـــگام )تهران( در جدول 1 ذکر شده است.

جدول 1. مشخصات پرایمرهاي )21( مورد استفاده در مطالعه حاضر

تجزیه و تحلیل آماری

جهت بررســـی بیـــان ژن هـــا از آزمون  تســـت بهـــره برده 

شـــد. هر تســـت حداقل دوبار تکرار شـــد. نتایـــچ به صورت 

 P >0.05 میانگین± انحراف معیار ذکر شـــد. ســـطح معناداري

در نظر گرفته ـــشد

یافته ها

آنالیـــز فیزیکوشـــیمی نانـــوذرات اکســـید نقـــره 
بـــرگ چوچـــاق بـــا عصـــاره  شـــده  دار  عامـــل 

طیـــف FT-IR ی اکســـید نقـــره )Ag2O(، عصـــاره بـــرگ 

چوچـــاق و نانـــوذرات اکســـید نقـــره عامـــل دار شـــده با 

 Shimadzu عصاره بـــرگ چوچاق با اســـتفاده از طیف ســـنج

8400S (Shimadzu Europe-FTIR( بـــرای شناســـایی گروه 

ـــهای عامـــلی متصل به نانوذرات ـــسنتز ـــشده انجام ـــشد

ــمد  طیـــف بیـــن 400 و 4000 ـــسانتی متر ـــبه دـــست آـ

 طـــول مـــوج در محـــدوده cm-1 3300-3600 مربـــوط به 

ارتعاشـــات کششـــی پیوند O-H گـــروه های فنلـــی ترکیبات 

موجـــود در عصاره برگ چوچاق و نانوذرات اکســـید نقره عامل 

دار شـــده با عصاره برگ چوچاق اســـت. یک نـــوار در 1615 

ســـانتی متر قابل مشـــاهده اســـت که به ارتعاشـــات کششی 

C=C گـــروه آروماتیک و وینیل اختصـــاص دارد. همچنین، یک 

Ag-O- نوار با مرکزیت حدود 550 ســـانتی متر با ارتعاشـــات

Ag در هســـته نانو-Ag2O همراه اســـت، که وجود Ag2O در 

نانوذرات Ag2O@Eryngium planum را تایید کرد )شـــکل 1(

نانـــومتر   95 تـــا   75 محـــدوده  در  نانـــوذرات  ابعـــاد 

مطابـــق بـــا تصویـــر FE-SEM در شـــکل 2 تعیـــین ـــشد.

آرایـــش  و  ذره  اجـــزای  یکنواختـــی  فـــوق،  نمایـــش 

دـــهد ـــمی  نـــشان  را  ناـــنوذرات  متـــقارن 



6

نوذرات... رسی اثرر ناا  برر
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

انیی و همکاران جهه
ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره4 دانش زیستیی ایرر

رحیمی پور و همکاران هم افزایی Ag2O-چوچاق و مروپنم...

 ،Eryngium( عصاره برگ چوچاق ،)طیف مشکی( )Ag2O( مربوط به اکسید نقره FT-IR شکل 1. نتایج اندازه گیری

طیف قرمز( و نانوذرات اکسید نقره عامل دار شده با عصاره برگ چوچاق )طیف آبی(

شکل 2. تصویر FE-SEM مربوط به نانوذرات اکسید نقره عامل دار شده با عصاره برگ چوچاق

تعیین پروفایـــل مقاومت آنتـــی بیوتیکی به روش 
دیسک  از  انتشار 

در این مطالعـــه، تعداد 40 نمونه در دو ماهه بهمن-اســـفند 

1403 از عفونـــت هـــای ادراری کـــودکان در بیمارســـتان 17 

شـــهریور شـــهر رشـــت جمع آوری گردید. در ایـــن مطالعه 

مشخص شـــد در 20 جدایه اشریشـــیا کلی، به روش انتشار از 

دیســـک طبق جدول CLSI 2023، مقاومت به ســـفتازیدیم 

35%، مروپنم 0% و سیپروفلوکساســـین حدود 20% گزارش شد 

و بیشترین حساســـیت به مروپنم مشاهده شـــد )جدول 2(

جدول 2 .الگوي حساسيت جدايه هاي اشریشیا کولی از نمونه هاي عفونت ادراري به روش انتشار از ديسک
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)MIC ( تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشد
در ایـــن مطالعـــه بـــه روش بـــراث میکرودایلوشـــن، تعیین 

حداقـــل غلظـــت مهارکنندگی رشـــد )MIC( تحـــت تیمار با 

مروپنـــم در 20 جدايـــه E.Coli مورد بررســـی قـــرار گرفت. 

نتایـــج طبق نـــودار نشـــان داد، در این آزمـــون همه جدایه 

هـــا مقاوم بـــه مروپنم گزارش شـــد. بیشتریـــن درصد جدایه 

هـــا، دارای   MIC 4 μg/mL=  بودنـــد )نمودار1(. در حالیکه 

MIC ی نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار شـــده با عصاره 

 1024 μg/mL  برگ چوچـــاق در همه جدایه ها، بیـــشتر از

. د بو

نمودار1 . توزيع ميزان MIC )بصورت درصد( در 20 جدایه E. Coli مقاوم به مروپنم

اثـــر هم افزایی نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار 
شـــده با عصاره برگ چوچـــاق و مروپنم

 جهـــت بررســـی اثـــر هم افزایـــی بیـــن نانوذرات اکســـید 

نقره عامـــل دار شـــده با عصاره بـــرگ چوچـــاق و مروپنم 

در ســـه جدایه بالینـــی ســـودوموناس آئروژینوزا و ســـویه 

اســـتاندارد ATCC8739 از آزمـــون رقیق ســـازی چکر بورد 

بهره برده شـــد.  مطابق فرمـــول ذیل )14(، میـــزان ایندکس 

FIC محاســـبه و مشـــخص شـــد که در ســـویه اســـتاندارد 

ATCC8739 و جدایـــه بیمارســـتانی شماره 4 اثر هم افزایی 

و در جدایـــه های بیمارســـتانی شماره 1 و2، اثـــر هم افزایی 

جزئی مشـــاهده شـــد )جدول 3 و شـــکل 3(

جدول 3. اثر هم افزایی نانوذرات اکسید نقره عامل دار شده با عصاره برگ چوچاق و مروپنم
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شکل 3. بررسی میزان MIC ترکیبی با غلظت های مختلف مروپنم )μg/mL 4تا μg/mL( 128(و نانوذرات اکسید نقره 

عامل دار شده با چوچاق )μg/mL 32تا μg/mL( 1024(در جدایه های بالینی الف( شماره دو و ب( شماره یک بعد از 

24 ساعت.

 تغییـــر بیان ژن هـــای پمپ افلاکـــس و پورین به 
q-RT-PCR روش

 جهت بررســـی بیان ژن های پمپ افلاکـــس acrA و acrB و 

پورین ompC از روش real time-PCR کمی اســـتفاده شـــد. 

کاهش معنـــی دار بیان ژن هـــای پمپ افلاکس

 )P > 0,05*( acrA 1و )P  >0.01**( د acrB در جدایـــه بالینـــی 

شماره 1 و ســـویه اســـتاندارد )ATCC 8739( تحـــت تیمار 

بـــا نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار شـــده بـــا چوچاق و 

مروپنم )2MIC / 1 ( در مقایســـه با جدایـــه های تحت تیمار 

با مروپنم )2MIC / 1 (  مشـــاهده شـــد )نمودار 2(. همچنین 

افزایـــش معنـــی دار بیـــان ژن ompC به عنـــوان یک پورین 

در جدایه بالینی شماره P > 0,05(  1*( و ســـویه اســـتاندارد 

)P  >0.01**( تحـــت تـــیمار با ترکیب دو دارو در مقایســـه با 

گـــروه کنترل )گـــروه تحت تـــیمار بـــا مروپنم بـــه تنهایی( 

)نمودار2( شـــد  مشاهده 

نمودار2.  بیان ژن های acrA، acrB و ompC در جدایه بالینی شماره 1 و سویه استاندارد )ATCC 8739( تحت تیمار 

با نانوذرات اکسید نقره عامل دار شده با چوچاق و مروپنم )2MIC / 1 ( در مقایسه با جدایه های تحت تیمار با 

مروپنم )2MIC / 1 ( به تنهایی )کنترل(. نتایج بصورت میانگین± انحراف معیار نشان داده شده است. P > 0,05* و 

P  >0.01**می باشد.
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چوچاق بـــا نـــام علمـــیEryngium planum  دارای خواص 

ضـــد باکتریایی، ضـــد التهابـــی )12( و ضد سرطانی اســـت. 

بـــا این حـــال بـــه دلیـــل حلالیـــت کـــم ترکیبـــات اصلی 

چوچاق همچـــون ترپن هـــا، کومارین ها، اســـدهای فنولی 

و فلاونوئیدهـــا در آب، لازم اســـت برای افزایش اثربخشـــی 

درمانی آن از راهکارهای مناســـب رهایش دارویی اســـتفاده 

شـــود. در ایـــن مطالعه تلاش شـــد نانـــوذرات اکســـید نقره 

عامل دار شـــده با عصاره برگ چوچاق، ســـنتز شـــده و سپس 

خـــواص ضد باکتریایـــی آن در چندین جدایه بالینی و ســـویه 

اســـتاندارد اشریشـــیا کلی مورد بررســـی قرار گیـــرد. در این 

مطالعه، نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار شـــده با عصاره 

بـــرگ چوچاق اثرات هـــم افزایی با آنتـــی بیوتیک مروپنم در 

جدایه ـــهای مقاوم ـــبه مروپنم نـــشان دادند

در مطالعـــه یکتادوســـت و همکاران در بیمارســـتان رســـول 

اکرم ورامیـــن در بین 50 نمونـــه ادراری از زنـــان و مردان با 

میانگین ســـنی  18/15±43/3، بیشتریـــن مقاومت دارویی به 

کوآموکســـی کلاو و کوتریماکســـازول در جدایـــه های بالینی 

اشریشـــیا کلی گزارش شـــد. در این جدایه ها هـــا، مقاومت 

به ایمی پنم، 10% و به سیپروفلوکساســـین و سفتریاکســـون، 

24% مشـــاهده شـــد )22(. در مطالعه فتاحی و همکاران در 

بین نمونـــه های عفونـــت ادراری در همه گروه های ســـنی 

در گلســـتان اهواز،  مقاومت به مروپنم 11%، به ســـفتازیدیم 

75/05% و بـــه سیپروفلوکساســـین 66/4%  در جدایـــه های 

بالینی اشریشـــیا کلی گـــزارش شـــد )23(. در مطالعه حاضر 

در 20 جدایـــه به روش دیســـک آنتی بیوگـــرام، مقاومت به 

ســـفتازیدیم 35%، مروپنم 0% و سیپروفلوکساسین حدود %20 

گزارش شـــد. در حالـــی که بـــه روش براث میکرودایلوشـــن 

همه جدایه هـــا مقاوم به مروپنم تشـــخیص داده شـــد. در 

تأیید این مـــورد، در مطالعه رجب پور و همکاران مشـــخص 

شـــد که از 31 نمونه ســـودوموناس آئروژینوزا به روش انتشار 

 90/23 ،MIC از دیســـک، 58% جدایه ها و به روش تعییـــن

% جدایه هـــا مقاوم به سپروفلوکساســـین بودنـــد. همچنین 

مقاومـــت به ایمـــی پنم به روش انتشـــار از دیســـک حدود 

9/6 % و بـــه روش تعییـــن MIC، 30/7 % جدایـــه ها گزارش 

شـــد )24(. همچنیـــن کرمی و همـــکاران نشـــان دادند که 

روش انتشـــار از دیســـک دارای حساســـیت و اختصاصیـــت 

کمتری نســـبت به MIC اســـت. لذا با توجه بـــه اینکه روش 

اســـتاندارد طلایـــی، تعیین MIC اســـت، نمی تـــوان بر پایه 

انتشـــار از دیســـک، تجویـــز دارو را انجـــام داد )25(. لذا با 

توجه به اینکـــه روش دیســـک آنتی بیوگرام روش مناســـبی 

برای بررســـی فراوانـــی مقاومت به آنتی بیوتیک ها نیســـت، 

لذا پیشـــنهاد می شـــود در مراکز تشـــخیصی و درمانی برای 

اســـتفاده از آنتی بیوتیـــک ها در عفونت هـــا از روش براث 

شود اـــستفاده  میکرودایلوشن 

در مطالعـــه صفائـــی توچائـــی و همکاران مشـــخص شـــد 

کـــه  نانوکامپوزیت هـــای Fe3O4 عامل دار شـــده با عصاره 

برگ اناریجه و سیپروفلوکساســـین اثر هـــم افزایی در جدایه 

هـــای بالینی و ســـویه اســـتاندارد ســـودوموناس آئروژینوزا 

داشـــتند )26(. در مطالعـــه لـــی و همکاران اثر هـــم افزایی 

نانـــوذرات نقـــره و اگزاســـیلین و یـــا تتراســـایکلین بر علیه 

اشریشـــیا کلی، ســـودوموناس آئروژینوزا و اســـتافیلوکوکوس 

اورئـــوس مشـــاهده شـــد )27(. در مطالعـــه پـــور اصغر و 

همکاران اثـــر هم افزایی نانـــوذرات مغناطیســـی عامل دار 

شـــده با کورکومین بـــا سیپروفلوکساســـین بر علیـــه جدایه 

هـــای بالینی اســـینتو بـــاکتر بومانـــی گزارش شـــد )14(. در 

مطالعـــه فکری کهن و همـــکاران اثر هم افزایی ســـیلیبینین 

انکپســـوله در نانـــوذرات لیپوزومی با سیپروفلوکساســـین در 

جدایـــه های بالینی اشریشـــیا کلی نشـــان داده شـــد )21(. 

در مطالعـــه حـــاضر نیز اثر هـــم افزایی کامـــل و جزئی بین 

نانـــوذرات اکســـید نقـــره عامل دار شـــده با عصـــاره برگ 

چوچاق و مروپنم در جدایه های بالینی و ســـویه اســـتاندارد  

اشریشـــیا کلـــی مقاوم بـــه مروپنم مشـــاهده شـــد، که این 

امر مـــی تواند ایـــن عصاره گیاهـــی را یک مکمـــل دارویی 

مناســـب در جدایه های مقاوم به مروپنـــم، همراه با مصرف 

ایـــن دارو معرفی کند. بطـــوری که انتظار مـــی رود مصرف 

همزمـــان این ترکیـــب گیاهی بـــا مروپنـــم، در جدایه های 

مقـــاوم به مروپنـــم باعث افزایـــش اثربخشـــی مروپنم و به 

عبارتـــی کاهـــش مقاومـــت دارویی بـــه این آنتـــی بیوتیک 

 . د شو

در مطالعه وانگ و همکاران مشـــخص شـــد کـــه مهار بیان 

ژن هـــای پمـــپ خروجی بـــه واســـطه ســـیلیبین )از گیاه 

خارمریم( باعث بازگشـــت حساســـیت به آنتـــی بیوتیک ها 

در اســـتافیلوکوکوس اورئوس می شـــود )28(. مطالعات نشان 

داده کـــه ترکیبـــات گیاهی همچـــون کورکومین، ســـیلیبین، 

لوتئولیـــن و بربریـــن با مهار بیـــان ژن های پمـــپ افلاکس 

همچـــون norA و qacA/B نـــقش مهارکنندـــگی پمپ های

بحث
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افلاکـــس را در جدایه هـــای مقاوم به دارو ایفـــا کردند )28, 

29(. در مطالعـــه پـــور اصغر و همکاران مشـــخص شـــد که 

نانوذرات مغناطیسی عامل دار شـــده با کورکومین در ترکیب 

با سیپروفلوکساســـین، باعث کاهش رشـــد و کاهش بیان ژن 

هـــای پمپ افلاکـــس adeA و adeB در جدایه هـــای بالینی 

اســـینتوباکتر بومانی مقاوم به سیپروفلوکساســـین شدند)14(. 

در مطالعـــه صفائی توچائی و همـــکاران کاهش بیان ژن های 

پمـــپ افلاکـــس mexA،  mexB،  mexX و oprM در جدایه 

های بالینی و اســـتاندارد ســـودوموناس آئروژینـــوزا مقاوم به 

سیپروفلوکساســـین، تحـــت تیمار بـــا نانوذرات مغناطیســـی 

عامل دار شـــده با عصاره برگ اناریجه و سیپروفلوکساســـین 

شـــد )26(. صالح زاده و همکاران نشـــان دادند که آویشـــن 

بـــه عنوان یـــک مهار کننـــده پمپ هـــای افلاکـــس، باعث 

کاهش بیـــان ژن پمپ افلاکـــس norA در جدایه های بالینی 

اســـتافیلوکوکوس اورئوس می شـــود )30(. الزین و همکاران 

نشـــان دادند کـــه مقاومت بـــه آنتی بیوتیک هـــا در جدایه 

هـــای مقاوم اشریشـــیا کلـــی، با کاهـــش بیـــان پورین های 

ompC و  ompF همراه اســـت )31(. حذف، جهش یا کاهش 

بیـــان پورین هایی از جملـــه  ompC و  ompFدر جدایه های 

مقـــاوم به دارو مشـــاهده می شـــود )32(. در مطالعه حاضر 

نیز مشـــخص شـــد که نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شده 

با عصـــاره برگ چوچـــاق توانایـــی مهارکنندگـــی پمپ های 

افلاکـــس را از جمله در ســـطح رونویســـی بـــا کاهش بیان 

ژن های acrA و acrB داشـــته و از ســـوی دیگـــر با افزایش 

پورین هایـــی همچـــون ompC باعث افزایـــش تجمع آنتی 

بیوتیـــک هایی همچـــون مروپنم در جدایه هـــای مقاوم می 

شـــوند. از دلایل مقاومت دارویی در ایـــن جدایه ها، کاهش 

ورود آنتـــی بیوتیـــک و افزایش خروج آنها بـــه محیط خارج 

ســـلولی اســـت. به نظر می رســـد که عصاره چوچاق حداقل 

بـــا افزایش بیـــان پورین هـــا و کاهش بیان ژنهـــای مؤثر در 

پمـــپ افلاکس، باعـــث افزایش ورود آنتـــی بیوتیک و  حبس 

آن در داخل ســـلول به ترتیب شـــده و این امر باعث افزایش 

اثربخشـــی آنتی بیوتیک در ســـلول های مقاوم و مهار رشـــد 

و در نهاـــیت مرگ آنها می ـــشود

نتیجه گیری

در ایـــن مطالعـــه تأثیـــر نانوذرات اکســـید نقـــره عامل دار 

شـــده با عصاره بـــرگ چوچـــاق و مروپنم، بر چنـــد جدایه 

بیمارســـتانی و سویه اســـتاندارد اشریشـــیا کلی بررسی شد. 

نتایـــج فیزیکوشـــیمیایی عامل دار شـــدن نانوذرات اکســـید 

نقـــره با عصاره بـــرگ چوچـــاق را تایید کرد اثر هـــم افزایی 

بین نانوذرات اکســـید نقره عامل دار شـــده بـــا عصاره برگ 

چوچـــاق و مروپنـــم، در جدایـــه هـــای مقاوم بـــه مروپنم 

مشـــاهده شد. همچنین مشـــخص شـــد که نانوذرات اکسید 

نقـــره عامل دار شـــده با عصاره بـــرگ چوچـــاق و مروپنم، 

قـــادر به کاهـــش بیـــان ژنهای مؤثـــر در پمـــپ افلاکس و 

افزایـــش بیـــان پوریـــن ها شـــد و به ایـــن ترتیـــب باعث 

افزایش مقـــدار مروپنم در ســـلول ها و افزایش اثربخشـــی 

آنها در اثـــر محبوس شـــدن مقادیر بالای آنتـــی بیوتیک در 

شدند.  ها  ـــسلول 
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