
854

* Corresponding Author:
Razieh Nazari
Address: Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran.
Tel: +98 (990) 2349712
E-mail: r.nazari1102002@gmail.com

1. Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran.
2. Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Arak Branch, Islamic Azad University, Arak, Iran.

Farangis Ghanipour1 , *Razieh Nazari1 , Seyed Soheil Aghaei1 , Parvaneh Jafari2

Citation
Ghanipour F, Nazari R, Aghaei SS, Jafari P. [Evaluation of the Antimicrobial Ability of Probiotics Against Noso-comial 
Infections by Inhibiting Ompa Gene Expression in Acinetobacter Baumannii (Persian)]. Journal of Arak University of 
Medical Sciences(JAMS). 202 ; 2 ( ):854-867. https://doi.org/10.32598/JAMS.24.6.6662.1

 : https://doi.org/10.32598/JAMS.24.6.6662.1

Use your device to scan 

Background and Aim

Methods & Materials

Results

pression in Acinetobacter baumannii.
Conclusion

Keywords: 
Acinetobacter 

Received:

Accepted: 28 Dec 2021

Available Online: 01  2022

Research Paper
Evaluation of the Antimicrobial Ability of Probiotics Against Nosocomial 

A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

oday, antimicrobial chemotherapy agents 
are used to control various infections; 
however, due to the emergence of antibi-
otic-resistant strains, researchers are look-
ing for new solutions to solve this prob-
lem. In this regard, probiotics, including 
bacillus, have been more common [ ]. 

T
Nosocomial infection is one of the leading causes of death 
caused by antibiotic-resistant strains, including Acineto-
bacter baumannii [6, 7]. This bacterium is resistant to a
wide range of antibiotics due to having properties that 
affect antibiotic resistance, including the ability to form 

[9, 10]. Outer membrane protein (ompA) 
plays an essential role in binding Acinetobacter bauman-

resistance [15, 16]. This study aims to identify the best 
probiotic with the ability to inhibit the growth and form a 
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antibiotic resistance by inhibiting the expression of ompA 
gene associated wit

2. Materials and Methods

-
rium animalis, Pediococcus acidilactici [20-22], Bacil-
lus subtilis, Bacillus coagulans, and Bacillus lichenifor-
mis  isolates to acidic conditions, and bile salts 
were investigated. Then, the antimicrobial properties 
of supernatant of all isolates against Acinetobacter bau-
mannii (A52), Acinetobacter baumannii (ATCC19606), 
Klebsiella pneumoniae (ATCC70063), and Pseudomo-
nas aeruginosa (PAO1) hospital isolates were evaluated 
using the agar well diffusion method [23]. After deter-
mining the minimum inhibitory concentration (MIC) of 
Bacillus licheniformis supernatant against A. baumannii 
ATCC19606 and A52 [33], phenotypic inhibition of bio-

[53, 43]. In the next step, using the polymerase chain re-
action (PCR) technique, the ompA gene effective in bio-

[13]. The expression of ompA gene was examined before 
and after treatment with B. licheniformis supernatant us-
ing the Real-Time PCR technique [73]. Finally, the PCR 
product of ompA gene in A. baumannii A52 isolate was 
sent to Pishgam Company for sequencing.

4. Results

In examining the resistance of isolates, the number
of colonies counted in each isolate was more than 106 

was <0.4. These results showed that all isolates were 
resistant to acids and bile salts. In studying the antimi-
crobial properties of supernatants extracted from all pro-

biotic isolates against pathogens A. baumannii A52, A. 
baumannii ATCC19606, K. pneumonia ATCC70063, and 
P. aeruginosa PAO1, results showed that B. lichenifor-

agents. The MIC of B. licheniformis isolate supernatant
was 32 μg/mL. The B. licheniformis supernatant could

isolate. After performing PCR to investigate the presence
of ompA gene in A. baumannii A52 isolate, a 578bp band
was observed (Figure 1). Blast results showed that the se-

similar to the sequence of ompA in A. baumannii found
in the National Center for Biotechnology and Informa-
tion website. Evaluation of ompA gene expression using
real-time PCR technique in A. baumannii before and after 
treatment with B. licheniformis supernatant showed that

(Figure 2).

5. Discussion and Conclusion

Nowadays, opportunistic pathogens, especially A. bau-
mannii, in the hospital environment cause many health 
problems including nosocomial infections in people with 
weak immune systems due to the high resistance of anti-
biotics [38]
in developing this antibiotic resistance, the present study 
showed that the inhibition of ompA gene expression was 
effe -
ment with B. licheniformis supernatant compared to pre-
treatment phase. In previous studies, researchers have 
used B. licheniformis supernatant to inhibit the growth 

albicans, pseudomonas aeruginosa, and staphylococcus 
aureus [39, 40]. In a similar study, considering the impor-
tant role of ompA protein in creating antibiotic resistance 

1          2          3          4

Figure 1. 
Lane 1: Ladder; lanes 2,3: ompA gene; lane 4: Negative control

Figure 2. Comparison of changes in ompA gene expression before 
and after treatment with B. licheniformis supernatant in A. bauman-
nii ATCC19606 strain (control) and A. baumannii A52 isolate (case)
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in A. baumannii, it was attempted to inhibit ompA gene 
expression by chemical compounds. Finally, three com-
pounds could inhibit the ompA gene expression, lead-

study, researchers used a plant-derived substance called 

including pgaA, ompA, bap, csu A/B. They observed that, 

reduced in A. baumannii [45]. 

Based on the results of this novel study, it can be con-
cluded that B. licheniformis has a good ability to inhibit 

-
tion in A. baumannii as a causative agent of nosocomial 
infections. The production of compounds with antimicro-

-

with antibiotic resistance in therapeutic environments.
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r.nazari1102002@gmail.com :پست الکترونیکی

دارای  پروبیوتیک ها  است.  بالایی  آنتی بیوتیکی  مقاومت  دارای  و  بیمارستانی  عفونت های  انواع  ایجاد  عامل  اسینتوباکتربومانی   
عوامل  علیه  پروبیوتیک ها  ضدمیکروبی  قابلیت  بررسی  هدف  با  پژوهش  این  هستند.  ضدمیکروبی  خاصیت  با  متابولیت ها  تولید  توانایی 

بیماری زای بیمارستانی و توان آن ها در مهار بیان ژن پروتئین غشای خارجی  A مؤثر در تشکیل بیوفیلم در اسینتوباکتر بومانی انجام شد.
واکنش  تکنیک  با  شد.  ارزیابی  فنوتیپی  نظر  از  بیمارستانی  بیماری زای  عوامل  علیه  پروبیوتیک ها  ضدمیکروبی  خاصیت   
سوپرناتانت  با  تیمار  از  پس  شد.  شناسایی  اسینتوباکتربومانی  در  بیوفیلم  تشکیل  در  مؤثر   A  خارجی غشای  پروتئین  ژن  پلیمراز  زنجیره ای 
قبل   A  خارجی غشای  پروتئین  ژن  بیان  شده،  بررسی  پروبیوتیک های  بین  در  ضدمیکروبی  خواص  بیشترین  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس 

و بعد از تیمار با تکنیک    مورد بررسی قرار گرفت.
دانشگاه  علوم پزشکی  دانشکده  اخلاق  کمیته  تصویب  به  اخلاق  کد  با  پژوهش  این   

آزاد اسلامی واحد قم رسید.
خاصیت  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  بررسی،  مورد  پروبیوتیک های  بین  در  داد  نشان  پژوهش  این  نتایج   
پنومونیه   کلبسیلا   ، اسینتوباکتربومانی   ،A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  بیمارستانی  جدایه  علیه  بر  ضدمیکروبی 
بیان  کاهش  و  بیوفیلم  توجه  قابل  مهار  باعث  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  داشت.  آئروژینوزا   سودوموناس  و   

ژن پروتئین غشای خارجی  A مؤثر در تشکیل بیوفیلم در اسینتوباکتربومانی گردید.
و  داراست  را  بیوفیلمی  ضد  و  ضدمیکروبی  خاصیت  با  مواد  تولید  توانایی  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج   

در آینده می تواند یک گزینه  مناسب در کنترل عوامل ایجادکننده  عفونت های بیمارستانی در نظر گرفته شود.

 ۰۳ مهر ۱۴۰۰

۱۷ دی ۱۴۰۰

۱۲ بهمن ۱۴۰۰

برای  وسیعی  طور  به  ضدمیکروبی  درمانی  شیمی  عوامل  امروزه 
حاضر،  حال  در  می شوند.  گرفته  کار  به  مختلف  عفونت های  کنترل 
جانبی  اثرات  و  آنتی بیوتیک ها  به  مقاوم  سویه های  پیدایش  دلیل  به 
همواره  نیست.  رضایت بخش  چندان  داروها  این  از  استفاده  آن ها 
مشکل  این  حل  برای  جدید  راهکارهای  یافتن  دنبال  به  محققین 
برخوردار  خوبی  اقبال  از  پروبیوتیک ها  راستا  این  در  که  هستند 
با  باسیلوس ها  جمله  از  پروبیوتیک  باکتری های   .[۱،  ۲] بوده اند 
گرم  باکتریایی  گونه های  علیه  مهارکننده  ترکیبات  انواع  تولید 
و  می کنند  اعمال  را  خود  ضدمیکروبی  خواص  منفی  گرم  و  مثبت 

استفاده  مورد  بیماری ها  از  برخی  در  درمانی  روش  یک  به  عنوان 
قابل  آینده  در  آن ها  برای  نیز  وسیع تری  وکاربردهای  گرفته  قرار 
خاصیت  مطالعه  یک  در  همکاران  و  گلناری  است.  پیش بینی 
به  مقاوم  پاتوژن های  علیه  بر  را  باسیلوس  سویه های  ضدمیکروبی 
پاتوژن ها  رشد  مهار  شاهد  و  دادند  قرار  بررسی  مورد  آنتی بیوتیک 
عفونت   .[۳-۵] بودند  باسیلوس ها  سوپرناتانت  از  استفاده  با 
نقاهت  دوره  افزایش  و  میر  و  مرگ  اصلی  دلایل  از  یکی  بیمارستانی 
آنتی بیوتیک  به  مقاوم  عوامل  توسط  اغلب  که  است  بیماران  در 
هوازی  منفی،  گرم  باسیل  یک  اسینتوباکتربومانی  می شود.  ایجاد 
به  قادر  که  است  فرصت طلب  بیماری زای  و  تخمیری  غیر  مطلق، 
باکتریمی،  پنومونی،  جمله  از  بیمارستانی  عفونت های  انواع  ایجاد 
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بیمارستان  مختلف  بخش های  در  مننژیت  و  ادراری  مجاری  عفونت 
دارا  علت  به  باکتری  این   .[۶-۸] است  ویژه  مراقبت  بخش  به ویژه 
باکتری ها  در  آنتی بیوتیکی  مقاومت  در  مؤثر  عوامل  از  انواعی  بودن 
تشکیل  توانایی  و  بتالاکتامازی  آنزیم های  افلاکس،  پمپ های  مانند 
نشان  خود  از  آنتی بیوتیکی  بالای  مقاومت های  قوی،  بیوفیلم 
 ،۱۰] می کند  ایجاد  بیماران  در  را  متعددی  مشکلات  و  می دهند 
یكی  به عنوان  بومانی  اسینتوباكتر  در  بیوفیلم  تشكیل  توانایی   .[۹
بر  علاوه  كه  می شود  گرفته  درنظر  ویرولانس  اصلی  فاكتورهای  از 
محیطی  شرایط  و  بالینی  محیط های  از  انواعی  در  رشد  توانایی 
میكروبی  ضد  عوامل  به  باكتری  مقاومت  افزایش  سبب  نامناسب، 
باکتری های .در   [۱۱،  ۱۲] می شود  بیماران  در  عفونت  ایجاد  و 

پروتئین  بیوفیلم۱،  تشکیل  در  مؤثر  فاکتورهای  از  یکی  منفی،  گرم 
در  که  است   ۲ A خارجی  غشای  پروتئین  نام  به  خارجی  غشای 
 .[۱۳،  ۱۴] دارد  مهمی  نقش  باکتری ها  این  ویرولانس  و  سازگاری 
سطوح  به  بومانی  اسینتوباکتر  اتصال  در    A خارجی  غشای  پروتئین 
پایداری  باعث  و  دارد  نقش  بیوفیلم  تشکیل  برای  زنده  غیر  و  زنده 
باباپور   .[۱۵،  ۱۶] می شود  آنتی بیوتیکی  مقاومت  ایجاد  و  بیوفیلم 
حضور  و  آنتی بیوتیکی  مقاومت  بین  ارتباط  بررسی  با  همکاران  و 
این  به  بومانی  باکتر  اسینتو  در    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن 
شده  جدا  اسینتوباکتربومانی  سویه های  تمامی  که  رسیدند  نتیجه 
آنتی بیوتیکی  چندگانه  مقاومت های  دارای  که  بالینی  نمونه های  از 
و  نای   [۱۷] هستند    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  دارای  بودند 
خارجی  غشای  پروتئین  کردند  عنوان  پژوهش  یک  در  همکاران 
سلول های  به  اتصال  مانند  متنوع  بیولوژیکی  فعالیت های  دارای    A
کردن  خارج  در  دخالت  و  سلول  مرگ  القای  میزبان،  تلیال  اپی 
به  بنابراین   .[۱۸،  ۱۹] است  پلاسمی  پری  فضای  از  ترکیبات 
اسینتوباکتربومانی  در  آنتی بیوتیکی  مقاومت های  افزایش  دلیل 
تشکیل  در  مؤثر  ژن های  بیان  مهار  طریق  از  بیوفیلم  تشکیل  مهار 
می تواند  آنتی بیوتیک ها  به  حساسیت  افزایش  متعاقباً  و  بیوفیلم 
شناسایی  هدف  با  پژوهش  این  باشد.  برخوردار  ویژه ای  اهمیت  از 
جدایه   در  بیوفیلم  تشکیل  و  رشد  مهار  توانایی  با  پروبیوتیک  بهترین 
مهار  طریق  از  چندگانه  آنتی بیوتیکی  مقاومت  با  اسینتوباکتربومانی 
در  بیوفیلم  تشکیل  با  مرتبط     A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  بیان 

این جدایه انجام شد. 

جدایه های  شد.  انجام  آزمایشگاهی  به صورت  حاضر  مطالعه 
انیمالیس،  بیفیدوباکتریوم  رامنوسوس،  لاکتوباسیلوس 
باسیلوس  سوبتیلیس،  باسیلوس  لاکتیسی،  اسیدی  پدیوکوکوس 
جعفری  پروانه  دکتر  از  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  و  کواگولانس 

1.
2.

اسلامی  آزاد  دانشگاه  میکروبیولوژی  تحقیقاتی  آزمایشگاه  در 
در  اسیدی  محیط  به  مقاومت  بررسی  برای  شد.  تهیه  اراک  واحد 
انیمالیس،  بیفیدوباکتریوم  رامنوسوس،  لاکتوباسیلوس  جدایه های 
سوبتیلیس،  باسیلوس   ،[۲۰-۲۲] لاکتیسی  اسیدی  پدیوکوکوس 
با  و   [۲۳،  ۲۴] فورمیس  لیکنی  باسیلوس  و  کواگولانس  باسیلوس 
جدایه  هر  از  ابتدا  در  جدایه ها،  این  متفاوت  رشد  شرایط  به  توجه 
تهیه   ۱۰۹ حدود  غلظت  با  میکروبی  سوسپانسیون 
فسفات  بافر  به  میکروبی  سوسپانسیون  از  میلی لیتر   ۱ سپس  شد. 
برای  شد.  اضافه   ۲ با  برابر   pH و  میلی لیتر   ۹ حجم  با  سالین۳ 
منظور  به  شد.  استفاده  نرمال   ۰/۱ غلظت  با  از    pH تنظیم 
(یک  میکروبی  سوسپانسیون  در  موجود  باکتری  تعداد  شمارش 
از  یک  هر  کشت  و  سازی  رقت  صفر،  زمان  در  کلنی)۴  تشکیل  واحد 
حاوی  لوله های  ادامه  در  (کنترل).  شد  گرماگذاری  و  انجام  رقت ها 
 ۳ مدت  به  سانتی گراد  درجه   ۳۷ دمای  در  سالین  فسفات  بافر 
توجه  با  و  داده  انتقال  کشت  محیط  به  سپس  و  گرماگذاری  ساعت 

به شرایط رشد هر جدایه گرماگذاری و کلونی ها شمارش شد.

روش  از  صفراوی  نمک های  به  جدایه ها  مقاومت  بررسی  برای 
ضریب  فرمول  از  استفاده  با  درنهایت  شد.  استفاده  والکر  و  گیلیلند 
رشد  بازدارندگی  است،  شده  ارائه  همکاران  و  گوپال  توسط  که  مهار 

جدایه ها به وسیله  نمک های صفراوی اندازه گیری شد [۲۶ ،۲۵].

بیفیدوباکتریوم  رامنوسوس،  لاکتوباسیلوس  جدایه های 
سوبتیلیس،  باسیلوس  لاکتیسی،  اسیدی  پدیوکوکوس  انیمالیس، 
به  توجه  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  و  کواگولانس  باسیلوس 
آن  سوپرناتانت  و  شده  داده  کشت  خود  اختصاصی  رشد  شرایط 
با  پپتید ها  جداسازی  منظور  به  سپس   .[۲۷-۲۹] شد  استخراج 
شده،  استخراج  سوپرناتانت های  از  یک  هر  ضدمیکروبی  خاصیت 
و  ترکیب   ۱:۱ نسبت  به  استات  اتیل  با  دکانتور  درون  مجزا  به طور 
ضدمیکروبی  خاصیت  با  پپتید ها  و  استات  اتیل  حاوی  که  رویی  فاز 
از  استفاده  با  استات  اتیل  سپس  شد.  جداسازی  بود،  احتمالی 

روتاری۵ خشک شد [۳۰].

استخراج  سوپرناتانت های  ضدمیکروبی  خاصیت  بررسی  برای 
از  روش  این  در  شد.  استفاده  دیفیوژن  ول  آگار  روش  از  شده 
اسینتوباکتربومانی  بیمارستانی  جدایه  نظیر  میکروارگانسیم هایی 
شده  (جداسازی  چندگانه  آنتی بیوتیکی  مقاومت  با   A  ۵۲
 ،[۳۱] قم  بیمارستان های  از  همکاران  و  ساریخانی  توسط 

3.
4.
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پنومونیه   کلبسیلا   ، اسینتوباکتربومانی 
شاخص های  به عنوان  آئروژینوزا   سودوموناس  و   
منظور  این  برای  شد.  استفاده  بیمارستانی  فرصت طلب  بیماری زای 
نیم  سوسپانسیون  مذکور،  میکروارگانسیم های  از  یک  هر  از  ابتدا 
مولر  سطح  روی  بر  آن  از  میکرولیتر   ۶۰ حجم  شد.  تهیه  فارلند  مک 
داده  کشت  سفره ای  به صورت  و  انتقال  آلمان)  (مرک،  آگار  هینتون 
هر  ته  شد،  ایجاد  چاهک  دو  پاستور  پیپت  از  استفاده  با  سپس  شد. 
از  یکی  به  و  شد  پوشیده  آگار  سافت  از  استفاده  با  چاهک ها  از  یک 
چاهک  به  و  کنترل  به عنوان  استات  اتیل  لیتر  میکرو   ۵۰ چاهک ها 
چاهک ها  روی  و  اضافه  جدایه  سوپرناتانت  میکرولیتر   ۵۰ دیگر 
 ۳۷ دمای  در  ساعت   ۲۴ مدت  به  و  شد  پوشیده  آگار  سافت  با  نیز 
عدم  هاله های  بعد  مرحله   در  شد.  گرماگذاری  سانتی گراد  درجه 
صورت  در  آگار  هینتون  مولر  محیط  در  میکروارگانیسم ها  رشد 
احتمال  دلیل  به  کار  روش  از  بخش  این  شد.  اندازه گیری  مشاهده 

خطا برای هر جدایه ۳ بار تکرار شد [۳۲].

رشد  مهار  غلظت  حداقل  تعیین  برای  میکرودایلوشن  روش  از 
اسینتوباکتربومانی  باکتری های  از  روش  این  در  شد.  استفاده 
 ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  و  کنترل  عنوان  به   
به  براث  هینتون  مولر  محیط  میکرولیتر   ۵۰ گردید.  استفاده   A
 ۵۰ اول  چاهک  در  سپس  شد.  اضافه  میکروپلیت  چاهک های  تمام 
غلظت  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  جدایه  سوپرناتانت  میکرولیتر 
اضافه  سوپرناتانت)  خشک  (وزن  میلی لیتر  بر  میکروگرم   ۲۰۴۸
دوم  چاهک  به  برداشته  اول  چاهک  از  میکرولیتر   ۵۰ سپس  شد. 
ریخته  دور  میکرولیتر   ۵۰ که   ۱۰ چاهک  تا  ترتیب  همین  به  و 
چاهک  و  اضافه   ۱۲ چاهک  به  سوپرناتانت  میکرولیتر   ۵۰ شد. 
با  شد.  گرفته  در  منفی  کنترل   ۱۲ چاهک  و  مثبت  کنترل   ۱۱
تهیه  فارلند  مک  نیم  سوسپانسیون  مذکور،  باکتری های  از  استفاده 
سوسپانسیون  از  میکرولیتر   ۵۰ مقدار   ۱۱ ۱تا  چاهک های  به  و 
-۲۵۶-۵۱۲-۱۰۲۴ ترتیب  چاهک هابه  غلظت  شد.  اضافه  میکروبی 

سپس  بود.  میلی لیتر  بر  میکروگرم   ۲-۴-۸-۱۶-۳۲-۶۴-۱۲۸
سانتی گراد  درجه   ۳۷ دمای  در  ساعت   ۲۴ مدت  به  میکروپلیت 
محسوب  رشد  مهار  غلظت  حداقل  از  قبل  چاهک  شد.  گرماگذاری 

می شود [۳۳].

استفاده  با  بیوفیلم  مهار  فنوتیپی  بررسی  برای  بعد  مرحله   در 
کنترل  به عنوان  اسینتوباکتربومانی   باکتری های  از 
فارلند  مک  نیم  سوسپانسیون   A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  و 
میکرولیتر   ۱۰۰ خانه   ۹۶ میکروپلیت  از  چاهک  هر  درون  به  و  تهیه 
حداقل  ساب  غلظت  اساس  بر  و  اضافه  میکروبی  سوسپانسیون 
سوپرناتانت  چاهک  هر  درون  به  آمده  دست  به  رشد  مهار  غلظت 
ساعت   ۲۴ مدت  به  و  شد  اضافه  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  جدایه 
به  بعد  مرحله  در  شد.  گرماگذاری  سانتی گراد  درجه   ۳۷ دمای  در 
دقیقه   ۲۰ از  بعد  و  شد  اضافه  درصد   ۱ ویوله  کریستال  چاهک  هر 
چاهک ها  جذب  سپس  شد.  داده  شستشو  اتانول  الکل  با  چاهک ها 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد  ریدر  الایزا۷  دستگاه  از  استفاده  با 
شد  محاسبه   ۱ شماره  فرمول  طبق  بیوفیلم  مهار  میزان  درنهایت، 
میدانی۸  نشر  رویشی  الکترونی  میکروسکوپ  از  استفاده  با   .[۳۴]
مهار  و   A  ۵۲ بومانی  اسینتوباکتر  جدایه  در  بیوفیلم  تشکیل  توانایی 
مهار  غلظت  حداقل  با  تیمار  از  بعد  جدایه  این  در  بیوفیلم  تشکیل 
قرار  بررسی  مورد  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  کنندگی 

گرفت [۳۵]. 

.۱
کنترل  _ نمونهمهار بیوفیلم=×۱۰۰

 کنترل

A 

استخراج ژنوم

جدایه  ژنوم  ابتدا  در    A خارجی  غشای  پروتئین  شناسایی  برای 
استخراج  جوشاندن  روش  از  استفاده  با   A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی 

شد [۳۱].

پروتئین  ژن  شناسایی  برای  مورد استفاده  اختصاصی  پرایمر 
غشای خارجی A  در جدول شماره ۱ ارائه شده است.

7. 
8.

جدول۱.

` `

 bp
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حاوی  میکرولیتر   ۲۵ نهایی  حجم  با  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش 
فوروارد،  پرایمر  میکرولیتر   ۱  ،2X میکس  مستر  میکرولیتر   ۱۳/۵
اسینتوباکتربومانی  ژنوم  نانوگرم   ۱۰۰ ریورس،  پرایمر  میکرولیتر   ۱
استفاده  با  سپس  شد.  انجام  استریل  مقطر  آب  میکرولیتر   ۴/۵ و 
اولیه  دناتوراسیون  شامل  دمایی  برنامه  ترموسایکلر۹  دستگاه  از 
دقیقه   ۱ دناتوراسیون  سانتی گراد،  درجه   ۹۴ دمای  در  دقیقه   ۴
ژن  اختصاصی  پرایمر  اتصال  سانتی گراد،  درجه   ۹۴ دمای  در 
درجه   ۵۳ دمای  در  دقیقه   ۱ مدت  به    A خارجی  غشای  پروتئین 
سانتی گراد درجه   ۷۲ دمای  در  دقیقه   ۱ مدت  به  تکثیر  سانتی گراد، 

 ۷۲ دمای  در  دقیقه   ۷ مدت  به  نهایی  تکثیر  و  سیکل   ۳۵ برای 
واکنش  از  حاصل  محصول  ادامه  در  شد.  انجام  سانتی گراد  درجه 
روی  بر  بروماید،  اتیدیوم  با  رنگ آمیزی  از  پس  پلیمراز  زنجیره ای 
استفاده  با  و  منفی)  کنترل   ۴ (چاهک  شد  الکتروفورز  ۱درصد  آگارز 
درنهایت،   .[۳۱] گرفت  قرار  بررسی  داک۱۰مورد  ژل  دستگاه  از 
غشای  پروتئین  ژن  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  از  حاصل  محصول 
توالی  تعیین  برای   A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  در    A خارجی 

به شرکت پیشگام ارسال شد.

 A 

غشای  پروتئین  ژن  حضور  ابتدا  در  ژن  بیان  بررسی  برای 
تکنیک  از  استفاده  با   A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  در    A خارجی 
ژن  بیان  سپس  گرفت.  قرار  تأیید  مورد  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش 
اسینتوباکتربومانی  باکتری های  در    A خارجی  غشای  پروتئین 
 A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  و  کنترل  به عنوان   
گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  تکنیک     از  استفاده  با 
این   ،A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  سوسپانسیون  تیمار  برای 
از  بیوفیلم  مهارکنندگی  غلظت  حداقل  با  همراه  سوسپانسیون 
 ۲۴ و  شده  ترکیب  هم  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت 

9.
10.

ساعت در دمای ۳۷ درجه سانتی گراد گرماگذاری شد.

A RNA
cDNA

اسینتوباکتربومانی   ازباکتری های  منظور  این  برای 
از  بعد  و  قبل   ،A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی  جدایه  و  کنترل  به عنوان 
با  استخراج   فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  با  تیمار 
شرکت  دستورالعمل  مطابق  استخراج۱۲   کیت  از  استفاده 
از  جلوگیری  (برای  نانودراپ۱۳  دستگاه  با  و  شد  انجام  سازنده، 
اتمام  و  حس گر  روی  نمونه  هر  دادن  قرار  از  پس  احتمالی  خطای 
قرار  بررسی  مورد  شد)  تمیز  صافی  کاغذ  با  حس گر  سنجش، 
جنوبی)  کره  کشور   ) کیت  از  سنتز   برای  گرفت. 
در  مرحله  این  شد.  استفاده  سازنده،  شرکت  دستورالعمل  مطابق 
و  معکوس  کریپتاز  ترانس  آنزیم  پرایمر،  هگزامر  رندوم  حضور 
دمایی  برنامه  طبق  بر  و  تری فسفات  نوکلئوزید  دئوکسی  مخلوط 
 ۴۲ دمای  در  دقیقه   ۶۰ سانتی گراد،  درجه   ۲۵ دمای  در  دقیقه   ۵
انجام  سانتی گراد  درجه   ۷۵ دمای  در  دقیقه   ۵ سانتی گراد،  درجه 

شد.

Real Time PCR

 ۶ سایبرگرین،  روش  با  انجام     منظور  به 
میکس  2Xسایبر  مستر  میکرولیتر   ۱۲/  ۵  ، میکرولیتر 
ریورس  پرایمر  میکرولیتر   ۱ و  فوروارد  پرایمر  ۱میکرولیتر 
شماره  جدول  در  که    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  اختصاصی 
 .[۳۶] شد  وارد  واکنش   در  است،  شده  ارائه   ۲
کشور   ) تایم۱۴  ریل  دستگاه  حرارتی  برنامه  با  واکنش 
 ۹۵ دمای  در  دقیقه   ۴ مدت  به  اولیه  دناتوراسیون  شامل  آلمان) 
 ۹۴ دمای  در  ثانیه   ۱۰ مدت  به  دناتوراسیون  سانتی گراد،  درجه 
در  ثانیه   ۲۰ مدت  به  اختصاصی  پرایمر  اتصال  سانتی گراد،  درجه 
دمای  در  ثانیه   ۲۵ مدت  به  تکثیر  سانتی گراد،  درجه   ۵۵ دمای 

11.
12. (کشور کره جنوبی)
13.
14.

جدول۲.

` `
 bp

bp[۱۱]
[۱۱]
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احتمال  دلیل  (به  شد  انجام  سیکل   ۴۵ برای  سانتی گراد  درجه   ۷۲
خطا، این بخش از روش کار برای هر نمونه دوبار تکرار شد).

 

رامنوسوس،  لاکتوباسیلوس  جدایه های  مقاومت  بررسی  در 
لاکتیسی،  اسیدی  پدیوکوکوس  انیمالیس،  بیفیدوباکتریوم 
لیکنی  باسیلوس  و  کواگولانس  باسیلوس  سوبتیلیس،  باسیلوس 

از  بیشتر  جدایه  هر  شده   شمارش  کلونی های  تعداد  فورمیس 
بود.   ۰/۴ از  کمتر  جدایه ها  تمام  بازدارندگی  ضریب  و  بود   ml ۱۰۶

صفراوی  نمک های  و  اسید  به  جدایه ها  تمامی  داد  نشان  نتایج  این 
مرحله  در  هستند.  پروبیوتیکی  ویژگی های  این  دارای  و  بوده  مقاوم 
استخراج  سوپرناتانت های  ضدمیکروبی  خاصیت  بررسی  بعد، 
بیفیدوباکتریوم  رامنوسوس،  لاکتوباسیلوس  جدایه های  از  شده 

سوبتیلیس،  باسیلوس  لاکتیسی،  اسیدی  پدیوکوکوس  انیمالیس، 
روی  بر  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  و  کواگولانس  باسیلوس 
جدایه  نظیر  بیمارستانی  طلب  فرصت  بیماری زای  عوامل  رشد 
آنتی بیوتیکی  مقاومت  با   A اسیتوباکتربومانی   بیمارستانی 
از  همکاران  و  ساریخانی  توسط  شده  (جداسازی  چندگانه 
کلبسیلا   ، اسینتوباکتربومانی  قم)،  بیمارستان های 
نشان  آئروژینوزا   سودوموناس  و  پنومونیه  
استخراج  سوپرناتانت  دارای  چاهک  اطراف  در  عوامل  این  رشد  داد 
مورد  جدایه های  سایر  از  بیش  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  از  شده 
قابل  طور  به  استات)  (اتیل  کنترل  چاهک  با  مقایسه  در  بررسی، 
شده  ارائه   ۳ شماره  جدول  در  آن  نتایج  که  است  شده  مهار  توجهی 

است (تصویر شماره ۱).
غلظت  حداقل  داد  نشان  رشد  مهار  غلظت  حداقل  از  حاصل  نتایج 

Agar well  diffusion .۳ جدول

A

تصویر۱.

A ۲۵استاندارداسینتوباکتربومانی پنومونیهاسینتوباکتربومانی آئروژینوزاکلبسیلا سودوموناس

A تصویر2
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غلظت  فورمیس،  لیکنی  باسیلوس  جدایه  سوپرناتانت  مهارکنندگی 
مهار  بررسی  نتایج  همچنین  است.  میلی لیتر  بر  میکروگرم   ۳۲
فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  داد  نشان  بیوفیلم  فنوتیپی 
را   A بومانی۵۲  اسینتوباکتر  جدایه  در  بیوفیلم  تشکیل  است  قادر 
در  بیوفیلم  تشکیل  بررسی  نتایج  دهد.  کاهش  درصد   ۷۰ میزان  به 
سوپرناتانت  با  تیمار  از  بعد  و  قبل   A اسینتوباکتربومانی۵۲  جدایه 
تفاوت  الکترونی،  میکروسکوپ  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس 
سوپرناتانت  با  تیمار  از  بعد  بیوفیلم  تشکیل  مهار  در  چشمگیری 

باسیلوس لیکنی فورمیس را نشان داد (تصویر شماره ۲).

حضور  بررسی  برای  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  از  حاصل  نتایج  در 
اسینتوباکتربومانی۵۲  جدایه  در    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن 
توالی   .(۳ شماره  (تصویر  شد  مشاهده   bp باند یک   A
زنجیره ای  واکنش  محصول  به  مربوط  شده  خوانده  نوکلئوتیدی 
آنالیز  تحت  اطلاعات۱۵  و  بیوتکنولوژی  ملی  مرکز  سایت  در  پلیمراز 
محصول  توالی  داد  نشان  بلاست  از  حاصل  نتایج  گرفت.  قرار  بلاست 
خارجی  غشای  پروتئین  ژن  به  مربوط  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش 
سویه   در    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  توالی  با  درصد   ۹۹/۶۳  ، A
و  بیوتکنولوژی  ملی  مرکز  سایت  در  موجود  اسینتوباکتربومانی 

اطلاعات تشابه دارد (تصویر شماره ۴).

تکنیک  از  استفاده  با    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  بیان  ارزیابی 
با  تیمار  از  بعد  و  قبل  اسینتوباکتربومانی  در     
ژن  بیان  داد  نشان  فورمیس،  لیکنی  باسیلوس  جدایه  سوپرناتانت 
استاندارد  اسینتوباکتربومانی  سویه   در    A خارجی  غشای  پروتئین 
در  و   <۰/۰۰۰۱ با  درصد   ۷۴/۷۱ میزان  به  (کنترل)   ۱۹۶۰۶

 ۶۹/۷۲ میزان  به  (آزمایش)   A  ۵۲ بومانی  اسینتوباکتر  جدایه 
شماره  (تصویر  است  داشته  معناداری  کاهش   <۰/۰۰۰۱ با  درصد 

 .(۵

فاسیوم،  (انتروکوکوس  طلب   فرصت   پاتوژن های  امروزه 
اسینتوباکتربومانی،  پنومونیه،  کلبسیلا  اورئوس،  استافیلوکوکوس 
افراد  در  بیمارستان  محیط  در  انتروباکتر)  آئروژینوزا،  سودوموناس 
بیمارستانی،  عفونت های  انواع  ایجاد  با  ضعیف  ایمنی  سیستم  با 
این  میان  در  می کنند.  ایجاد  سلامت  حوزه   در  را  متعددی  مشکلات 
آنتی بیوتیکی  بالای  مقاومت  دلیل  به  اسینتوباکتربومانی  پاتوژن ها، 
مهار  حاضر  مطالعه   در   .[۳۷] است  برخوردار  ویژه ای  اهمیت  از 
نظیر  بیمارستانی  فرصت طلب  بیماری زای  عوامل  رشد  چشمگیر 
 ، اسینتوباکتربومانی  � اسینتوباکتربومانی
مهار  و  آئروژینوزا  سودوموناس   ، پنومونیه  کلبسیلا 
استفاده  با  اسینتوباکتربومانی  در  بیوفیلم  تشکیل  درصدی   ۷۰
یک  در  شد.  مشاهده  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  از 
 ،[۳۸] شد  انجام  همکاران  و  کارلی  توسط  که  مشابه  مطالعه  
بر  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  بیوفیلمی  ضد  خاصیت 
آئروژینوزا  سودوموناس  و  اورئوس  استافیلوکوکوس  جدایه های  روی 
باکتری  دو  این  در  بیوفیلم  تشکیل  مهار  و  گرفت  قرار  بررسی  مورد 
که  شد  گزارش  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  حضور  در 
در   [۵] همکاران  و  دوسان  دارد.  هم خوانی  حاضر  تحقیق  نتایج  با 
در  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  از  استفاده  با  کردند  تلاش  پژوهشی 
آن ها  کنند.  ایجاد  اختلال  بیماری زا  باکتری های  بیوفیلم  تشکیل 
تشکیل  کاهش  به  قادر  که  شدند  پروتئینی  جداسازی  به  موفق 

 ، A  خارجی غشای  پروتئین  .۵ تصویر 
آزمایش A کنترل  
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آئروژینوزا  سودوموناس  و  آلبیکانس  کاندیدا  جدایه های  در  بیوفیلم 
دادند  نشان  مطالعه  یک  در  همکاران  و  ابوسایم  همچنین  شد. 
از  شده  سازی  خالص  ساکارید  اگزوپلی  از  استفاده  با  که   [۳۹]
باکتری های  در  بیوفیلم  مهار  فورمیس،  لیکنی  باسیلوس  جدایه 
بالای  پتانسیل  شده،  ذکر  مطالعات  نتایج  است.  داده  رخ  بیماری زا 
را  بیماری زا  عوامل  بیوفیلم  مهار  در  فورمیس  لیکنی  باسیلوس 
بالای  مهار  بر  مبنی  حاضر  تحقیق  از  حاصل  نتایج  با  می دهد  نشان 
سوپرناتانت  از  استفاده  با  اسینتوباکتربومانی  در  بیوفیلم  تشکیل 
مطالعه   در  سپس  دارد.  مطابقت  فورمیس  لیکنی  باسیلوس 
بیمارستانی  جدایه  در   ، A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  حاضر 
با  چندگانه  آنتی بیوتیکی  مقاومت  با   A  ۵۲ اسینتوباکتربومانی 
یک  در  شد.  شناسایی  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  روش  از  استفاده 
پروتئین  ژن  حضور  بررسی  با   [۱۰] همکاران  و  الشامیری  مطالعه  
با  اسینتوباکتربومانی  بالینی  جدایه    های  در    A خارجی  غشای 
واکنش  روش  از  استفاده  با  و   آنتی بیوتیکی   مقاومت 
جدایه ها  این  میان  در  ژن         این  کردند  مشاهده  پلیمراز،  زنجیره ای 
موش  ایمنی  سیستم  پاسخ  همکاران  و  اسکرنیسکیت  دارد.  حضور 
پروتئین  ژن  فاقد  و  واجد  اسینتوباکتربومانی  سویه های  علیه   ۷۷۴
مشاهده  و   [۴۰] دادند  قرار  بررسی  مورد  را    A خارجی  غشای 
ژن،  این  فاقد  سویه های  علیه  بر  موش  ایمنی  سیستم  که  کردند 
ذکر  مطالعات  به  توجه  با  می کند.  ایجاد  کمتری  التهابی  پاسخ 
بیماری زایی  در    A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  اهمیت  شده، 
مهار  حاضر،  مطالعه  در  این رو،  از  می شود.  تأیید  اسینتوباکتربومانی 
بررسی  مورد  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  با  ژن  این  بیان 
از  بعد  و  خارجی  Aقبل  غشای  ژن پروتئین  بیان  بررسی  گرفت.  قرار 
تکنیک  از  استفاده  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  با  تیمار 
  A خارجی  غشای  پروتئین  ژن  بیان  داد  نشان     
سوپرناتانت  با  تیمار  از  پس   A  ۵۲ بومانی  اسینتوباکتر  جدایه  در 
تیمار،  از  قبل  ژن  این  بیان  با  مقایسه  در  فورمیس  لیکنی  باسیلوس 
همکاران  و  نا  پژوهش  یک  در  است.  یافته  کاهش  درصد   ۶۹/۷۲
در    A خارجی  غشای  پروتئین  مهم  نقش  گرفتن  نظر  در  با   [۴۱]
کردند  تلاش  بومانی،  اسینتوباکتر  در  آنتی بیوتیکی  مقاومت  ایجاد 
خارجی  غشای  پروتئین  ژن  بیان  شیمیایی  ترکیبات  از  استفاده  با 
به  موفق  مختلف  ترکیبات  میان  از  نهایت  در  کنند.  مهار  را    A
پروتئین  ژن  بیان  مهار  با  که  شدند  شیمیایی  ترکیب   ۳ شناسایی 
باکتری  این  در  بیوفیلم  تشکیل  کاهش  به  منجر    A خارجی  غشای 
ماده   از  استفاده  با   [۴۲] همکاران  و  سلواراج  دیگر  مطالعه ای  در  شد. 
با  مرتبط  ژن های  توانستند  میرتنول،  نام  به  گیاه  از  شده  استخراج 
مهار  را   pgaA ،ompA, bap ، جمله  از  بیوفیلم  تشکیل 
ژن ها  این  سرکوب  با  که  کردند  مشاهده  دانشمندان  این  کنند. 
نتایج  است.  شده  ایجاد  بومانی  اسینتوباکتر  در  نازک      تری  بیوفیلم 
خارجی  غشای  پروتئین  ژن  بیان  کاهش  بر  مبنی  کنونی  تحقیق 
لیکنی  باسیلوس  سوپرناتانت  کمک  با  بومانی  اسینتوباکتر  در    A
باکتری  این  در  بیوفیلم  تشکیل  کاهش  در  آن  تأثیر  و  فورمیس 

دهنده  نشان  دارد،  همخوانی  نیز  شده  ذکر  مطالعات  نتایج  با  که 
برای  ترکیباتی  یا  ترکیب  به  دستیابی  با  که  است  حقیقت  این 
اهمیت  دلیل  به  بیوفیلم  تشکیل  در  مؤثر  ژن های  بیان  کاهش 
موفق  می توان  بیماری زا،  باکتری های  آنتی بیوتیکی  مقاومت  در  آن 
مشخص  حاضر،  مطالعه  در  بنابراین  شد.  عوامل  این  کنترل  به 
غشای  پروتئین  ژن  بیان  کاهش  با  فورمیس  لیکنی  باسیلوس  شد 
تشکیل  در  مؤثر  ژن های  سایر  بیان  کاهش  احتمالاً  و    A خارجی 
خاصیت  دارند،  بررسی  به  نیاز  که  بومانی  اسینتوباکتر  در  بیوفیلم 

ضدمیکروبی و ضد بیوفیلمی خود را اعمال کرده است. 

لیکنی  باسیلوس  داد  نشان  دنیا  در  بار  اولین  برای  مطالعه   این  نتایج 
تشکیل  در  مؤثر  ژن   بیان  مهار  جهت  در  مناسبی  توانایی  فورمیس 
کننده    ایجاد  عامل  یک  به عنوان  بومانی،  اسینتوباکتر  در  بیوفیلم 
باسیلوس  بالای  پتانسیل  به  توجه  با  دارد.  را  بیمارستانی  عفونت های 
و  ضدمیکروبی  خاصیت  با  ترکیبات  تولید  در  فورمیس  لیکنی 
ترکیبات  این  آینده  تحقیقات  در  می شود  پیشنهاد  ضدبیوفیلمی 
کم خطر  زیستی  مواد  به عنوان  و  گرفته  قرار  بیشتر  شناسایی  مورد 
آنتی بیوتیکی  مقاومت  دارای  بیماری زای  عوامل  بیوفیلم  کاهش  برای 

در محیط های درمانی مورد استفاده قرار گیرد.

به  اخلاق   کد  با  پژوهش  این 
اسلامی  آزاد  دانشگاه  علوم پزشکی  دانشکده  اخلاق  کمیته  تصویب 

واحد قم رسید.

در  اول  نویسنده  تخصصی  دکتری  رساله  از  برگرفته  مقاله  این 
اسلامی  آزاد  دانشگاه  علوم پایه،  دانشکده  میکروبیولوژی،  گروه 

واحد قم است.

مقاله  این  آماده سازی  و  پژوهش  در  نویسندگان  اعضای  تمامی 
مشارکت داشته اند.

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

دانشگاه  میکروبیولوژی  تحقیقاتی  آزمایشگاه  محترم  پرسنل  از 
آزاد اسلامی واحد قم تشکر و قدردانی می شود.
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