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Abstract 

Background: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic nosocomial pathogen that 
using several classes of antibiotics to treat has been led to the emergence of multiple drug 
resistance. One of the drug resistance mechanisms in Pseudomonas aeruginosa is 
overexpression of mexXY-oprM efflux pump system. Silybin as main flavonolignan of 
silymarin extracted from Silybum marianum is a hepatoprotective agent that its anti-bacterial 
properties was studied, recently. In this study, the effect of combination of silybin and 
ciprofloxacin on oprM gene expression in clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa was 
evaluated. 

Materials and Methods: In this study, seven ciprofloxacin resistant isolates of 
Pseudomonas aeruginosa were treated by ciprofloxacin (1/2MIC) only (control sample) and in 
the combination with silybin-encapsulated micelle (nanoparticles) (test sample). After 24h, 
RNA extraction and cDNA synthesis were performed in silybin treated and un-treated cells and 
oprM gene expression was quantitatively investigated by realtime PCR method. 

Results: Results of this study showed that a silybin encapsulated in nanoparticles 
(400µg/ml) induces death up to 50% in resistant isolates treated by ciprofloxacin (1/2MIC) 
during 24h. Also, quantitative Real-Time PCR analysis revealed that silybin encapsulated in 
nanoparticles decreases the expression of oprM gene compared to silybin untreated cells. 

Conclusion: It seems that Decrease of oprM expression in resistant isolates lead to 
decrease of mexAB-oprM and mexXY-oprM in cell surface, subsequently decrease of antibiotic 
withdrawal to extracellular environment and increase of sensitivity to antibiotics.   

Keywords: Ciprofloxacin, Nanoparticles, oprM, Pseudomonas aeruginosa, Quantitative 
Real-Time PCR, Silybin. 
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 هايجدایه در oprM ژن بیان بر نانوذرات اثر سیلیبین انکپسوله در
  مقاوم به داروآئروژینوزاي  سودوموناس
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 29/4/96تاریخ پذیرش:  10/2/96تاریخ دریافت: 

  

  چکیده
آنتی  چندین گروه از با استفاده ازسودوموناس آئروژینوزا یک پاتوژن فرصت طلب بیمارستانی است که  زمینه و هدف:

هاي مقاومت دارویی در سودوموناس یکی از مکانیسم .ها در درمان باعث ظهور مقاومت چند دارویی شده استبیوتیک
باشد. سیلیبین به عنوان فلاونولیگنان اصلی می MexXY-oprMآئروژینوزا ،افزایش بیان سیستم افلاکس پمپ 

ن ثرات ضد باکتریایی آن مطالعه شده است. در ایا اکننده کبدي است که اخیرًسیلیمارین مستخرج از خارمریم، یک محافظت
هاي بالینی سودوموناس آئروژینوزا مورد ارزیابی در جدایه oprMمطالعه، اثر ترکیب سیلیبین و سیپروفلوکساسین بر بیان ژن 

  قرار گرفت.
در این مطالعه، هفت جدایه سودوموناس آئروژینوزاي مقاوم به سیپروفلوکساسین تحت تیمار با  ها:مواد و روش

مونه تست) (نانوذرات) (نبه تنهایی(نمونه کنترل) و در ترکیب با سیلیبین انکپسوله در میسل )1/2MIC(سیپروفلوکساسین
هاي تیمار شده و تیمار نشده با سیلیبین صورت از سلول cDNAو سنتز  RNAساعت، استخراج  24قرار گرفت. بعد از 
  صورت کمی بررسی شد.ه ب time PCR-ealRبه روش oprMگرفت و بیان ژن 

ساعت،  24) در طول میکروگرم بر میلی لیتر 400نتایج این مطالعه نشان داد که سیلیبین انکپسوله در نانوذرات ( ها:یافته
 time PCR-Realچنین آنالیزکند. همتحت تیمار با سیپروفلوکساسین القاء میهاي مقاوم در جدایه درصد 50مرگ را تا 

هاي بدون تیمار با سیلیبین را در مقایسه با سلول oprMکمی آشکار کرد که سیلیبین انکپسوله در نانوذرات، بیان ژن 
  دهد.کاهش می

 و oprM-mexAB به کاهشهاي مقاوم منجر در جدایه oprMکاهش بیان رسد به نظر می گیري:نتیجه
oprM-mexXYها در سطح سلول، متعاقباً کاهش خروج دارو به محیط خارج سلولی و افزایش حساسیت به آنتی بیوتیک

  شود. می
 ، سیلیبین oprMکمی ،  time PCR-Real سیپروفلوکساسین، نانوذرات، سودوموناس آئروژینوزا، واژگان کلیدي:
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  مقدمه 
سودوموناس آئروژینوزا یک باکتري گرم منفی و 

 طلب بیمارستانی استزاي فرصتعوامل بیماريترین از مهم
هاي ادراري، هاي مختلفی چون عفونتکه موجب عفونت

هاي ونتو عف پنومونی مزمن در بیماران سیستیک فیبروزیس
. )1(رددگحاصل از سوختگی با مقاومت آنتی بیوتیکی می

هاي بیمارستانی مربوط به مقاومت عفونت درصد 30حدود 
. که به علت مقاومت )2 ،1(آنتی بیوتیکی در این باکتري است

. از )3(شودذاتی و اکتسابی سودوموناس آئروژینوزا ایجاد می
هاي خروج دارو از سلول، پمپ ترین سیستمجمله مهم

 oprM -mexXYو  oprM-mexABافلاکس 
ایی ههاي افلاکس در پمپاژ آنتی بیوتیک. پمپ)4(هستند

ن و ها، آمینوگلیکوزیدازها، تتراسایکلیچون فلوروکوئینولون
ها مانع .این پمپ )7-5(کل به خارج سلول نقش داردکلرامفنی

ها شوند. افلاکس پمپدسترسی دارو به سلول هدف می
توانند در طول درمان با بیان بیش از اندازه باعث ایجاد می

هاي شکست درمانی با آنتی بیوتیک شوند و اگر از مهار کننده
تواند سبب اختلال در عملکرد این استفاده شود می مناسب

  . )3(ها شودپمپ
هاي امروزه توجه محققان براي درمان عفونت

یاهان ها، به گباکتریایی و قارچی مقاوم به آنتی بیوتیک
. گیاه خارمریم با نام علمی )8(دارویی جلب شده است

)Silybum marianum ن ) از خانواده کاسنی به عنوا
محافظت کننده کبدي از قدیم الایام شناخته شده است. 

هاي این گیاه حاوي ترکیبات فلاونولیگنانی هستند که دانه
شود و شامل سیلی بین، اصطلاحاً سیلیمارین نامیده می

باشند. اخیراً ایزوسیلی بین، سیلی کریستین و سیلی دیانین می
و ضدسرطانی سیلی مارین و سیلیبین  )9(اثرات ضد باکتریایی

گزارش شده و به عنوان یک آنتی اکسیدان قوي در درمان 
. با توجه به )10(هاي مختلف از آن استفاده شده استبیماري

هاي تها در عفونافزایش روز افزون مقاومت به آنتی بیوتیک
ز اي براي درمان این گروه ابیمارستانی لازم است تدابیر ویژه

خاطر نداشتن ه ها اندیشیده شود. داروهاي گیاهی ببیماري

ه تواند آنها را بمی مصرف، عوارض جانبی طی سالیان طولانی
عنوان مکمل یا جایگزین مناسبی براي داروهاي شیمیایی 
معرفی کند. سیلیبین به عنوان بخش فعال سیلیمارین در 

، و (DMSO)هاي آلی نظیر دي متیل سولفوکسایدحلال
اما در آب حلالیت کم دارد. از  )12 ،11(شود اتانول حل می

ها جمله ناقلین مناسب براي رهایش بهتر سیلیبین به درون سلول
کوپلیمیري با ساختار کروي (نانوذرات میسلی نسل ناقلین 
ي این گروه جهت باشد که در تحقیقات گذشته) می0400

  in vivoهاي یوکاریوتی به صورت انتقال ژن به درون سلول
مورد استفاده قرار گرفته است و خصوصیاتی   in vitroو 

چون پایداري در شرایط محیط، عدم سمیت و زیست تخریب 
باشد. در مطالعه با میکروسکوپ اتمی برخوردار می پذیري را

(Atomic Force Microscopy)  نشان داده شده که این
و  )13(نانومتر هستند 100تا  10ناقلین ، نانوذراتی با ابعاد 

لین ها نسبت به ناقي برتري آنهاي سمیت نشان دهندهبررسی
. در این مطالعه با استفاده از نانوذرات )14(باشدتامین میلیپوفک

هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین تحت تیمار با میسلی، جدایه
به عنوان یکی از اجزاي  oprMسیلیبین قرار گرفت و بیان ژن 

و هاي تیمار شده با این دارکمپلکس افلاکس پمپ، در سلول
ا هاي تیمار شده بو سیپروفلوکساسین نسبت به سلول

  سیپروفلوکساسین به تنهایی مورد مطالعه قرار گرفت.
  

  ها مواد و روش
  جداسازي و تعیین هویت سودوموناس آئروژینوزا

ها آئروژینوزا از بیمارستانجدایه سودوموناس  67
هاي سطح استان گیلان (بیمارستان ولایت، قائم و آزمایشگاه

هاي مهر و رازي لاهیجان، و رازي و آزمایشگاه
آوري گردید. ابتدا هاي رازي، آشتیانی) جمعآزمایشگاه

ها بر روي محیط مولرهینتون آگار (شرکت نمونه
Quelabساعت در  24 ،کانادا) کشت داده شدند و به مدت

گراد انکوبه گردیدند. سپس شناسایی درجه سانتی 37دماي 
باکتري براساس مورفولوژي کلنی، تشکیل رنگدانه سبز 
رنگ، مثبت بودن تست اکسیداز، مشاهده میکروسکوپی، 
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عدم تخمیر قندها ،تجزیه اوره، استفاده از منبع کربن در محیط 
 42دماي  ،کانادا) و رشد درQuelabسیتریماید (شرکت 

گراد بر روي آگار مغذي انجام گرفت. و تعداد درجه سانتی
سویه به عنوان سودوموناس آئروژینوزا تشخیص داده  69

  ).8شدند(
  ک تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی به روش انتشار دیس

مقاومت آنتی بیوتیکی با انجام تست آنتی بیوگرام 
) و طبق Disk diffusionاز طریق انتشار دیسک (

). 9به صورت زیر انجام گرفت( CLSI 2013 ستانداردا
آزمایش ضدمیکروبی توسط روش انتشار دیسک بر روي 

کشت داده  Qlab) شرکت MHAمحیط مولر هینتون آگار(
، HiMedia) (شرکت g 5شد. دیسک سیپروفلوکساسین(

 24-18هند) بر روي محیط مورد نظر قرار داده شد. بعد از 
گراد، فعالیــت درجه سانتی 37اي ساعت انکوباسیون در دم

گیري هاله ممانعت از رشـد ضدمیکروبی ازطریق اندازه
  اطراف هر دیسک تعیـین گردید.

  تعیین حداقل میزان مهارکنندگی آنتی بیوتیک 
تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی براي 

 MIC ،Minimum Inhibitory(رشد

Concentration   از آنتی بیوتیک تزریقی (
) (شرکت روناك دارو، 200mg/20mlسیپروفلوکساسین (

 100تهران) به روش براث دایلویشن استفاده شد. به این منظور،
میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی (با غلظت معادل نیم مک 

هاي متوالی ) تهیه و به همراه رقت5/1×810فارلند
)  mg/ml 1- 2048ظت سیپروفلوکساسین (در محدوده غل

ساعت میزان  24اي استریل قرار داده شد. بعد از در لوله شیشه
MIC    .تعیین گردید  

  تهیه سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلی  
در این تحقیق نانو ذرات میسلی (ترکیب اولئیک 
اسید و پلی اتیلن گلایکول در ابعاد نانو) توسط گروه 

هیه و دکتر مجید صادقی زاده ت تحقیقاتی دکتر فرهود نجفی
. )15(هاي استاندارد بررسی گردیدشده و ازنظر آزمایش

، آلمان) و نانومیسل Sigma aldrichسپس پودر سیلیبین (

در دماي  magnetic stirrerمخلوط و در 6به  1با نسبت 
ساعت انکوبه گردید. بعد از  1گراد به مدت درجه سانتی 80

انکپسوله شدن سیلیبین در نانومیسل، محلول حاصل از فیلتر 
  . نانومتر عبور داده شد 22/0

هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین با تیمار جدایه
  سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلی  

ترین غلظت بـراي انتخـاب بهتـرین و مناسب
میکروگرم در  400و  200، 100، 50، 0هـاي سیلیبین، غلظـت

لیتـر از سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلی به همراه میلی
ي سیپروفلوکساسین (که قدرت مهار رشد 1/2MICغلظت 

 96هاي مقاوم در میکروپلیت باکتري را نداشت) بـر جدایه
گراد تــأثیر درجه سانتی 37ساعت در دماي  24مدت ه خانه ب

ي 1/2MICداده شــد. علت استفاده از غلظت 
ي دارو اثر MICکساسین این بود که غلظت معادل سیپروفلو

مهار کنندگی کامل رشد باکتري داشته و براي مهار رشد 
ها لازم بود از یک غلظت درصدي باکتري 50حداکثر 

) استفاده شود. براي تأیید MIC )1/2MICتر از پایین
 ها توسط سیلیبین، مقدار درصد باکتري 50کشندگی حداکثر 

l/ml 20 ار هر چاهک به محیط کشت مولر هینتون از تیم
ساعت  24آگار منتقل و کشت داده شد. نتایج بعد از 

هاي تیمار گراد در نمونهدرجه سانتی 37انکوباسیون در دماي 
ن دارو هاي تیمار نشده با ایشده با سیلیبین در مقایسه با جدایه

  (تیمار شده با سیپوفلوکساسین به تنهایی)، بررسی گردید.
  RNAاستخراج 

بعد از تعیین بهترین غلظت کشندگی سیلیبین (در 
) که توان MIC 1/2ترکیب با سیپروفلوکساسین با غلظت 

هاي تیمار ها را داشت، از باکتريدرصد سلول 50کشندگی 
) و نانو ذرات میسلی MIC 1/2شده با سیپروفلوکساسین (

با  هاي تیمار نشدهحاوي سیلیبین (نمونه تست) و باکتري
) (نمونه MIC 1/2سیلیبین (تحت تیمار با سیپروفلوکساسین (

 Total RNA Extractionکنترل)) به کمک کیـت 
mini Kit   (یکتا تجهیز آزما، ایران) استخراجRNA 
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ز ي استخراج شده اRNAصورت گرفت. براي تعیین غلظت 
 مریکا) استفاده شد. آ( 2000cنانودراپ 

به روش  oprMبررسی بیان ژن  و cDNAسنتز 
Real-time PCR کمی  

از کیت  cDNAدر این مطالعه جهت سنتز 
cDNA Synthesis Kit  (یکتا تجهیز آزما، تهران)
و آب  dT، اولیگو RNAاستفاده شد. به این منظور 

RNase free  دقیقه در دماي  5با هم مخلوط شده، بـه مـدت
C°70  قرار داده شد. سپس آنزیم و دیگر اجزاي واکنش به

(بـراي انجـام واکـنش)  C°42مخلوط اضافه شده و در دماي 
دقیقــه 10بــه مــدت  C°70دقیقه و در دماي  60بـه مـدت 

) در دستگاه ترموسایکلر RTسازي آنـزیم (بــراي غیرفعال
Analaytik Jena  قرار داده شد. در ادامه تفاوت سطح بیـان

در دو گروه سلولی قبل و پس از تیمار دارویـی  ،opr Mژن 
کمی و بـا اسـتفاده از  Real-time PCRبـه کمـک روش  

(به عنوان ژن مرجع) به کمک کیت   Rpslژن 
SYBR Premix Ex Taq II (Tli RNase H Plus) 

)Takara  ژاپن) بررسـی شد. واکنش در دستگاه ،Rotor 

Gene Q )USA طبق برنامه زیر انجام شد: یک مرحله (
گراد به مدت درجه سانتی 95واسرشت شدن ابتدایی در دماي 

 5گراد به مدت سانتیدرجه  95سیکل در دماي  40ثانیه،  30
ثانیه. پرایمرهاي مورد  30گراد به مدت درجه سانتی 60ثانیه و 

کره جنوبی سنتز  Bioneerاستفاده توسط شرکت 
هاي تیمار شده و ). آنالیز بیان ژن در نمونه1گردید(جدول 

  انجام گرفت. ΔΔCt-2 کنترل به کمک معادله 

  
  . مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده1جدول 

طول محصول  رفرنس

PCR 

 نام ژن پرایمر توالی پرایمر

 

)16(  

 

228 bp 

5'- GATCCCCGACTACCAGCGCCCCG -3' F oprM 

5'- ATGCGGTACTGCGCCCGGAAGGC -3' R oprM 

 

 این مطالعه

 

249bp 

5'- GCTGCAAAACTGCCCGCAAC-3' F Rpsl 

5'- CCCGAGGTGTCCAGCGAACC-3' R Rpsl 

 
 

  آزمون آماري
نشان داده شده است.  SD  ±نتایج بیان ژن به صورت میانگین

براي مقایسه اختلاف بین دو گروه استفاده   t-testاز آزمون 
  شد.

  
  
  

  هایافته
هاي سودوموناس بررسی میزان مقاومت جدایه

  آئروژینوزا
جدایه سودوموناس آئروژینوزا  67 در این مطالعه

به ترتیب نشان  MICدیسک و  جداسازي شد. نتایج انتشار از 
ها مقاوم ) جدایه ~% 43مورد ( 29) و ~% 31مورد ( 21داد که 

  ). 2به سیپروفلوکساسین بودند (جدول
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  CLSIهاي سودوموناس آئروژینوزا بر اساس روش رفرانس در جدایه  MIC. قطر هاله عدم رشد و تعیین 2جدول 
 سیپروفلوکساسین )mmقطر هاله ( تعداد جدایه ها (درصد)

 حساس نیمه حساس مقاوم حساس نیمه حساس مقاوم

 انتشار از دیسک ≤21 16-20 ≥15 )44(   67/65% )2(  98/2% )21( 34/31%

28/43% )29(  47/4 %  )3(  23/52%   )35(  4≥  2  1≤  MIC 

 
تیمار جدایه ها با سیلیبین انکپسوله در نانوذرات 

  میسلی و سیپروفلوکساسین
ها درصدي سلول 50بهترین غلظت کشندگی 

رکیب با در ت سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلیتوسط 
 24بعد از  g/ml µ 400سیپروفلوکساسین، 1/2MICغلظت 

جدایه تعیین شد. بهترین غلظت در این گروه از  7ساعت در 
درصد  50ها، غلظتی است که توان کشندگی حدود آزمایش

اند ها که زنده ماندهها را داشته باشد تا با مابقی سلولسلول
دگی پیش برد. براي تأیید کشنبتوان مطالعات مولکولی را به

اده شد که در همه جدایه استف MBCدرصدي از تست  50
سیلیبین انکپسوله در   g/ml µ 400هاي تحت تیمار غلظت 

اوم هاي مقنانوذرات میسلی توانست باعث کاهش رشد جدایه
قاوم هاي مکه در جدایه در حالی شود. سیپروفلوکساسین به

) به تنهایی، عدم 1/2MICتحت تیمار با سیپروفلوکساسین (
  رشد مشاهده نشد.

ها با بعد از تیمار جدایه oprMژن  کاهش بیان
  سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلی

، بعد  oprMبراي مقایسه تأثیر سیلیبین بر بیان ژن 
صورت کمی ه بیان ژن ب cDNAو سنتز  RNAاز استخراج 

جدایه دو گروه سلولی تیمار شده با  4در 
) به تنهایی و در ترکیب با 1/2MICسیپروفلوکساسین(

 g/mlµمناسب سیلیبین انکپسوله در نانوذرات میسلی (غلظت 
جدایه  تیمار  4در هر  oprM) بررسی شد. میزان بیان ژن 400

هاي شده با سیلیبین انکپسوله در نانوذرات نسبت به جدایه
  ).1کنترل کاهش نشان داد (نمودار 

  

 

) در مقایسه با tتحت تیمار با سیپروفلوکساسین و نانو ذرات حاوي سیلیبین( 64و  45، 23، 4هاينمونه در oprM میزان بیان ژن.1نمودار 
 SD  ±سازي نتایج استفاده شد. نتایج به صورت میانگین براي نرمال Rpslاز ژن  .)cهاي تحت تیمار با سیپروفلوکساسین به تنهایی (نمونه
  نشان داده شده است.  ***0.001P>و  **0.01P>و  *0.05P>ایج تست و کنترل به صورتشده است. تفاوت معنی دار بین نت ارائه
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  بحث
ب طلسودوموناس آئروژینوزا یک پاتوژن فرصت

بیمارستانی است که قابلیت کسب مقاومت به انواع 
. )17(ها را به طور ذاتی و اکتسابی داردبیوتیکآنتی

هاي مورد بیوتیککلاس مهم از آنتی ها یکفلوروکوئینولون
هاي حاصل از این باکتري استفاده در درمان عفونت

ها در درمان، که به علت مصرف بی رویه آن )18(هستند
که . با توجه به این)19(ها در حال افزایش استمقاومت به آن

راد با اي در افطلب باعث مشکلات عدیدهاین باکتري فرصت
ها و هاي شدید، سرطانر سوختگینقص سیستم ایمنی نظی

، لازم است راهکارهاي )4(شودسیسیتیک فایبروزیز می
ها در مراکز درمانی مناسبی جهت درمان این گروه از عفونت

اومت ي مقکار برده شود. امروزه مطالعه درزمینهه اندیشیده و ب
بیوتیک یکی از موضوعات مهم در ها به انواع آنتیباکتري

شود. افزایش درمانی محسوب می–تحقیقات پزشکی 
دنبال داروهاي ه هاي دارویی، باعث شده محققان بمقاومت

هار رشد ها براي مبیوتیکگیاهی جایگزین یا مکمل اثر آنتی
و  Karamanزا باشند. در مطالعه این عوامل بیماري

اثر سینرژیک کورکومین (ترکیب  2013همکاران در سال 
فعال گیاه زردچوبه) با ایمی پنم و توبرامایسین بر مهار تشکیل 

. در )20(بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزا گزارش گردید
اثرات ضدمیکروبی  2013و همکاران در سال  Radji مطالعه

هاي ) بر جدایهCamellia sinensis عصاره چاي سبز (
کلینیکی مقاوم به داروي استافیلوکوك اورئوس و 

در  2008. در سال )21(سودوموناس آئروژینوزا نشان داده شد
و همکاران اثرات ضدباکتریایی گیاه  Al-Rubiayمطالعه 

حنا بر روي جندین گونه باکتریایی از جمله سودوموناس 
و همکاران  کاظمیان. در مطالعه )22(آئروژینوزا نشان داده شد

 Chamaemelumبا تأثیر عصاره گیاه بابونه ( 2015در سال 
nobileهاي سودوموناس آئروژینوزا در شیراز، ) بر جدایه

. در مطالعه )23(اثرات ضد باکتریایی این گیاه گزارش شد
اثرات ضدباکتریایی  2016سیدعلی پور و همکاران در سال 

بر چندین گونه   Ballota platylomaعصاره متانولی گیاه 
وکوس ترین تأثیر آن بر استافیلوکباکتریایی بررسی بیش

ثیر آن بر سودوموناس مشاهده اترین میزان تاورئوس و کم

ي حاضر نیز اثر مهاري سیلیبن . در مطالعه)24(گردید
کساسین یب با سیپروفلوانکپسوله در نانوذرات میسلی در ترک

ان داده بیوتیک نشهاي کلینیکی مقاوم به این آنتیدر جدایه
 شد.

اثرات  2003و همکارن در سال  Leeدر مطالعه 
ضدباکتریایی سیلیبین بر چندین گونه باکتریایی از جمله 

E.coli چنین در مطالعه. هم)25(بررسی شدJung   و
صورت  هاثر ضدباکتریایی سیلیبین ب 2008همکاران در سال 
دي سیکلوهگزیل کربودیماید  N',Nسینرژیک با 

 (DCCD) هاي بالینی سودوموناس آئروژینوزا در جدایه
و همکاران در سال  Leeچنین در مطالعه . هم)26(مشاهده شد

ژیک با آمپی سینرصورت ه اثر ضدباکتریایی سیلیبین ب 2012
هاي استاندارد حساس سیلین و جنتامایسین در جدایه

مطالعه حاضر استفاده  . در)9(هاي دهانی گزارش شدباکتري
همزمان از سیلیبین و سیپروفلوکساسین باعث افزایش اثربخشی 

ا هاي مقاوم به این دارو گردید. بسیپروفلوکساسین در جدایه
) به MIC 1/2توجه به اینکه سیپروفلوکساسین (با غلظت 

هاي مورد مطالعه نبود و در تنهایی قادر به مهار رشد جدایه
ین بر مهار تأثیر همان غلظت سیپروفلوکساسترکیب با سیلیبین 

ها افزایش یافت، فرض شد که سیلیبین از طریق رشد جدایه
کاهش پمپاژ سیپروفلوکساسین به خارج سلول باعث افزایش 

هاي مقاوم شده است. در مطالعه اثربخشی آن بر جدایه
Lianes   جدایه  12بر روي 2004و همکاران در سال

 وي سودوموناس آئروژینوزا افزایش بیانکلینیکی مقاوم به دار
در چندین جدایه به  oprM ژنهاي پمپ افلاکس از جمله

چنین در . هم)27(تأیید گردید Real time-PCRروش 
در چندین  2016و همکاران در سال Pourakbari مطالعه 

جدایه کلینیکی سودوموناس آئروژینوزا در ایران افزایش بیان 
. در )28(مشاهده شد mexBو  oprM ،mexAهاي ژن

 2008و همکاران در سال  Laohavaleesonمطالعه 
را در  MexXY-OprMافزایش بیان سیستم افلاکس 

هاي سودوموناس آئروژینوزا با مقاومت چند دارویی جدایه
رود در بعضی از نابراین انتظار می. ب)29(شدگزارش 

 هاي سیستم افلاکسهاي مقاوم به دارو افزایش بیان ژنجدایه
ذرات رپمپ رخ دهد. در این مطالعه براي اولین بار از نانو
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میسلی حاوي سیلیبین جهت بررسی اثر کشندگی بر 
هاي بالینی سودوموناس آئروژینوزا استفاده شد و جدایه

 g/ml 400ߤها ، درصدي جدایه 50غلظت مناسب کشندگی 
ن باعث بیوتیک سیپروفلوکساسیتعیین شد که به همراه آنتی

و  Negiجدایه شد. در مطالعه  4در oprMکاهش بیان ژن 
مشخص شد که کورکومین به عنوان  2014همکاران در سال 

یک ترکیب گیاهی مستخرج از زردچوبه قادر به کاهش 
MIC هاي مقاوم بود. در ایني سیپروفلوکساسین در جدایه 

) به نام EPIهاي افلاکس(مطالعه اثر یک مهار کننده پمپ
) به همراه PAβNفنیل آلانین آرژنیل بتا نفتیل آمید (

هاي مقاوم به دارو بررسی شد و کورکومین بر روي جدایه
مشخص شد که کورکومین نیز قادر است اثر مشابه با این دارو 

کورکومین به عنوان یک مهار داشته باشد و از این لحاظ 
هاي افلاکس در سودوموناس آئروژینوزا عمل کننده پمپ

و همکاران در سال  Lomovskaya. در مطالعه )30(کندمی
 MC-207,110یک مهار کننده پمپ افلاکس به نام  2001

هاي مقاوم به لووفلوکساسین باعث کاهش بیان در جدایه
برابري  64هاي سیستم افلاکس پمپ و در نتیجه افزایش ژن

هاي . مهار کننده)31(حساسیت به لووفلوکساسین شد
) قادر به کاهش میزان خروج EPIهاي افلاکس(پمپ

سوبستراهاي پمپ افلاکس از سلول هستند. در مطالعه 
Ohene-Agyei  با بررسی  2014و همکاران در سال

(از گیاه  Plumbaginچندین ترکیب گیاهی چون 
Plumbago indica و(mangiferin  یکی از ترکیبات)

. )32(مشخص شد E.coliدر  EPIانبه) تأثیر آن ها به عنوان 
بر اساس مطالعات پیشین و نتایج مطالعه حاضر قابل تصور 

یبین هاي فعالیت ضدباکتریایی سیلاست که یکی از مکانیسم
در نتیجه کاهش تعداد  و oprMاز طریق کاهش بیان ژن 

ه طوري که هاي افلاکس فعال در سطح سلول باشد. بپمپ
کاهش سطح این افلاکس پمپ در کاهش خروج 

بیوتیک از سلول نقش داشته  و به این ترتیب باعث شود آنتی
  ل باشد. بیوتیک قادر به کشندگی سلوتري از آنتیغلظت پایین

قابل  ب غیریک ترکی که سیلیبیناز سوي دیگر با توجه به این
ا ههاي آلی اثر کشندگی بر سلولحل در آب بوده و حلال

ها، از نانوذرات دارند، لذا جهت کاهش عوارض این حلال

میسلی در این مطالعه استفاده شد که باعث افزایش حلالیت 
شود. استفاده از هاي زیستی میسیلیبین در آب و محیط

باعث افزایش کارآیی دارو  نانومتر 100 10نانوذرات با ابعاد 
حین رسانش به سلول و در نتیجه افزایش اثربخشی آن بر سلول 

 تري از سیلیبین در زمانکه غلظت پایین طوريه شود. بمی
  تر قادر به کشندگی باکتري خواهد بود.کم

  

  گیرينتیجه
در این مطالعه مشخص شد که سیلیبین انکپسوله در 

ین را کشندگی سیپروفلوکساس نانوذرات میسلی قادر است اثر
هاي سودوموناس آئروژینوزاي مقاوم به این دارو در جدایه

افزایش دهد. مکانیسم عمل سیلیبین در افزایش اثربخشی 
ر هاي دخیل دسیپروفلوکساسین، از طریق کاهش بیان ژن

و درنتیجه کاهش خروج  oprMپمپ افلاکس ازجمله 
شتري از غلظت بیسیپروفلوکساسین از سلول و محبوس شدن 

  بیوتیک در سلول است.آنتی
 

  تشکر و قدردانی
دانشجویی  نامهپایان حاصل تحقیقاتی مقاله این

نویسندگان  .باشدمی بیوتکنولوژي میکروبی ارشد کارشناسی
فناوري دانشگاه آزاد  و پژوهشی محترم معاونت از مقاله

 .را دارند همکاري، نهایت تشکر خاطر به اسلامی واحد رشت
چنین از جناب آقاي دکتر مجید صادقی زاده، جناب آقاي هم

دکتر فرهود نجفی و جناب آقاي دکتر علی ناظمی کمال 
  تشکر را داریم.
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