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 در سویه های( bap)بیوفیلمکننده  ایجادنانوذرات نقره بر بیان ژن  مهاری اتاثر

 با استفاده مقاوم به آنتی بیوتیک بومانیاسینتوباکتر 

 Real Time PCR از روش 
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 چکیده
اسینتوباکتر بومانی یکی از عوامل پاتوژن شایع بیمارستانی است که به دلیل تولید بیوفیلم به بسیاری از آنتی بیوتیک ها مقاوم شده و  مقدمه:

های گسترده ای دارد. و فیزیکی مناسب، در پزشکی کاربردی های شیمیایی نانوذرات نقره به دلیل داشتن ویژگ امروزه، است. ساختهمشکل را درمان آن 
 . می باشد اسینتوباکتر بومانی آنتی بیوتیکنقره بر روی ایزوله های مقاوم به  اتهدف از این مطالعه بررسی اثرات ضدبیوفیلمی نانوذر

از شناسایی سویه های . بعد ندنمونه بالینی جداسازی شد 100بومانی از اسینتوباکتراین مطالعه تجربی، سویه های در  :هامواد و روش 

درجه سانتی گراد به  37در دمای  آگار کشت کنگو رد روش کمکسویه ها با توانایی تشکیل بیوفیلم ، ها بومانی و تعیین مقاومت میکروبی آناسینتوباکتر
، تیمار سویه ها تعیین شد نقره اتسویه ها علیه نانوذرMIC(Minimum Inhibitory Concentration ). میزان مورد ارزیابی قرار گرفتساعت  24مدت 

با  Bap بیوفیلمتشکیل بیان ژن گرفت. در نهایت، ارزیابی انجام  cDNAو سنتز  RNAو استخراج  شدانجام  (SubMICبا غلظت زیر حدمهارکنندگی)
 مورد بررسی قرار گرفت.  Real Time PCRاستفاده از روش 

جز کلیستین مقاوم ه نمونه مربوط به اسینتوباکتربومانی بودند که به تمامی آنتی بیوتیک ها ب 12نمونه بالینی،  100از میان  :ژوهشیافته های پ

نشان داد که به دنبال تیمار سویه ها با  Real Time PCRبودند. نتایج  Bapبیوفیلم  تشکیل سویه دارای ژن 12نشان داد که تمامی  PCRبودند. نتایج 
 بودند. نسبت به ژن کنترل  Bap (P<0.05)نقره، تمامی سویه ها دارای کاهش بیان معناداری در ژن  اتنانوذر SubMICغلظت 

نقره می تواند به عنوان یک کاندید دارویی در  اترسد نانوذر بیوفیلمی نانوذرات نقره، به نظر می با توجه به اثرات ضد :بحث و نتیجه گیری

 رد استفاده قرار گیرد.صنایع داروسازی مو
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 مقدمه
باکتربومانی پاتوژن فرصت طلبی است که ینتواس

 همواره به عنوان یکی از مهم ترین عوامل بیماری زای
 یکی .(1،2)عفونت های بیمارستانی شناسایی شده است

 از گیریـــپیشو  ناـــمدر در هعمد تمشکلااز 
 طـــــتوس هدــش داـــــیجا یاــه تــــفونـــع

تی بیوتیکی ایجاد مقاومت های آن ،اسینتوباکتربومانی
شده در آن می باشد. اسینتوباکتربومانی مقاومت چند 
دارویی ایجاد می کند که این پدیده توسط انواع 
مقاومت های آنتی بیوتیکی مختلف ثابت شده است از 
جمله فعال سازی پمپ های افلاکس، تولید آنزیم های 
بتالاکتاماز، کاهش نفوذپذیری غشای خارجی، سنتز 

فرازها و استیل ـــفریل ترانســـایی مثل فســآنزیم ه
کوزیدها ــترانسفرازها که باعث مقاومت به آمینو گلی

مکانیسم دیگری در می شود. علاوه بر موارد ذکر شده 
تحت عنوان  اومت آنتی بیوتیکی اسینتوباکتربومانیمق

ه پیچیدت جتماعاالم ها ـــبیوفی. (3بیوفیلم وجود دارد)
هستند که توسط یک ح سطوباکتریایی متصل به 

ها ی توسط باکتره سلولی تولید شدرج ماتریکس خا
 DNAایجاد می شوند. این ماتریکس از پلی ساکاریدها،

ی بیوفیلم ها (.4)ده استــین ها تشکیل شئو پروت 
، مینه پزشکیری را در زاــــبسیت باکتریایی مشکلا

ها ی باکترن دمی کنند. چسبید یجاامحیطی و صنعتی 
ژی، بیوتکنولوژی، کولودر ا مسئله مهمیح طوبه س

ین های ئپروت. (5)ستب افاضلار تیماو ی یستزگی دلوآ
د که از این مختلفی در ایجاد این مقاومت تاثیر گذارن

ین های ایجادکننده و تقویت ئبین می توان به پروت
اولین عضو این گروه  کننده ساختار بیوفیلم اشاره کرد.

 تریـــــدر باکBAP  وانـــنها با ع ینــــئپروت از
 این پروتئین در یی شده است.شناسا سینتوباکتربومانیا

دارند. شامل هسته قرار  ها سطح خارجی باکتری
مرکزی متشکل از تکرارهای متوالی از توالی های 

وفیلم ـــت تشکیل بیــمشابه هستند. به باکتری قابلی
می دهند به این ترتیب نقش مهمی در عفونت زایی 

امروزه محققان در حال جستجوی  .(6)ها دارند اتوژنپ
راه حل های جدید برای درمان باکتری های مقاوم به 

 ردیــــای کاربـــه نهــــیکی از زمی .تندـــسدارو ه

فاده از نانوذرات در درمان ــــولوژی استـــنانوبیوتکن
از زمان باستان . (7)می باشد های میکروبی عفونت

 اخیراًاست ولی وبی نقره شناخته شده میکرضدخواص 
به صورت نانوذرات، سطح  نقرهبه دلیل ساخته شدن 

تماس افزایش یافته و خاصیت ضد میکروبی آن تا 
د بعاه در انقر .(8)درصد افزایش یافته است 99بیش از 

لی دارد، و هی کمیدکنش واخاصیت ی گتر فلزربز
ر تبدیل تـــحد نانومدر  کوچک ترد بعاامانی که به ز

آن افزایش می یابد، کشی وب خاصیت میکرد، شو می
به همین دلیل در پزشکی به بررسی اثرات آن اهمیت 

بار  . نانوذرات نقره به علت داشتن(9)داده می شود
، آنزیم ها و خودبالای سطحی و نسبت سطح به حجم 

DNA عادل الکترون بین ـــسم ها را با تــمیکروارگانی
لکترون مثل تیول، کربوکسیلات، گروه های دهنده ا

ال ـــر فعـــآمید، ایمیدازول، اندول و هیدروکسیل غی
. تغییرات ضد میکروبی که از رشد باکتری سازندمی 

بیماریزا ممانعت می کنند، یک هدف مطلوب محسوب 
 جا که در زمان تشکیل بیوفیلم . از آن(10)می شود
ودن هزینه های درمان بالا رفته و گران ب باکتری
چنین  و هم آنهای فعلی برای درمان بیوفیلم  درمان

استفاده از  های موجود، درمان عدم کارایی کافی
تواند راهکار مناسبی  نانوذرات نقره برای درمان می

به دلیل مقاومت های آنتی بیوتیکی . گرددتلقی 
اسینتوباکتربومانی، کلاس های کمی از آنتی بیوتیک ها 

عفونت های ناشی از این باکتری  می توانند برای درمان
مورد استفاده قرار گیرند. به همین دلیل ایمی پنم ها و 
کارباپنم ها یکی از مهم ترین آنتی بیوتیک های مورد 

د. این آنتی بیوتیک ها آخرین خط ناستفاده می باش
های ناشی از باکتری های درمانی در درمان عفونت 

از این نی می باشند. جمله اسینتوباکتر بوما ، ازگرم منفی
م ها را می توان ـــقاومت به کارباپنـــرو اصلی ترین م

. (11)ردـــجو کـــجست Bapای ـــیان ژن هـــدر ب
اهش ـــب کـــسب Bapبا بیان ژن  اسینتوباکتربومانی

م ها ــنتیجه ایجاد مقاومت به کارباپن ری و درینفوذپذ
که با سطح و علاوه بر آن با چسبندگی بالایی  می شود

زنده و غیرزنده ایجاد می کند موجب پایداری بالای 
 بررسیهدف از این مطالعه  .(12)عامل بیماریزا می شود
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می باشد  BAPتاثیر نانوذرات نقره بر میزان بیان ژن  
 مقاوم به دارویکه در ایجاد بیوفیلم در سویه های 

 اسینتوباکتربومانی می باشد.

 هاو روش  ادمو
خریداری شده از  نقرهنانوذره  :ات نقرهتهیه نانوذر

مواد ایرانیان دارای متوسط اندازه  شرکت پیشگامان نانو
خلوص و از شرکت درصد  99/99انومتر، ن  20

 .بودUS Nano آمریکایی 
در این پژوهش  :ی باکتریاییها لهویزا جمع آوری

 ،، طی مدت پنج ماه1396تا  1395طی سال های 
ی مشکوک به اسینتوباکتر از نمونه بالین 100تعداد 

بیمارستان شهید چمران شهر تهران جمع آوری شد و 
در محیط کشت مولر هینتون آگار کشت داده شد. 

روی محیط های کشت اسینتوباکتر  ینمونه ها سپس
سپس  .ندبلاد آگار و مک کانکی آگار کشت داده شد

درجه  37ساعت در  24محیط های کشت به مدت 
 ایرـب .دندـــهداری شــوباتور نگــکسانتی گراد در ان

 شتـک یطــمحرا در آن ها  ،اـه یاکترــب اریدـنگه
 -70 یاـمدر د پسـسو  یحـتلق ولگلیسر ویحا ایعــم
 .شدند ارینگهد ادرـگ سانتیرجه د

جهت انجام کشت  :تست حسایت آنتی بیوتیکی
 روشبیوگرام یا تست حساسیت میکروبی از  آنتی

 Clinical and)یوژنــک دیفـــسدی تانداردـــاس

Laboratory Standard Institute)  CLSI استفاده
. دیسک های آنتی بیوتیکی مورد استفاده در این شد

 شاملکه  دـــیه شـــته MASTمطالعه از شرکت 

(، µg 10)ینـــنتامایســـج(، µg 10)نمـــپ یــایم
 (،µg 30)دینـــفتازیـــس (،µg 5)سازینـــسیپروفلوک
و  امــــیلین تازوباکتــپرســـپی (،µg 30)ایمیکاسین

 .ود( بµg 10)کولیسین
در این تست از  :تست فنوتیپی تشخیص بیوفیلم
و همکاران  فریمنروش مورد استفاده در تست فنوتیپی 

انجام محیط کشت کونگو رد آگار  با استفاده از
 BHI (g/Lمحیط کشت حاوی محیط این  .(13)گرفت

و رنگ کونگو  (g/L 50)سوکروز (،g/L 10)آگار  (،37
نی ــــای بالیـــویه هـــس می باشد. (g/L 8/0)رد

اسنیتوباکتربومانی در پلیت حاوی محیط کشت کنگو رد 
ساعت  24به مدت درجه سانتی گراد  37در دمای 

ده بیوفیلم ــباکتری های تولیدکنن .کشت داده شدند
لنی های کلنی های مشکی رنگ و سایر باکتری ها ک

 قرمز رنگ تشکیل می دهند.
آزمون میکرودایلوشن براث برای تعیین حداقل 

 از روشMIC  برای تعیین (:MICغلظت بازدارندگی)
 محیط رقت گیری سریالی به صورت سه تکرار در

انجام شد. بدین صورت که رقت های مختلف از   کشت
 میکرولیتر بر میلی لیتر از نانوذرات نقره 100تا   125/3

خانه ای اضافه شد. سپس  96به چاهک های پلیت 
چاهک  میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی به هر 100

اد به گر درجه سانتی 37اضافه شد و پلیت ها در دمای 
ه شدند. یک چاهک ب مدت یک شب در گرمخانه تیمار

الی و باکتری ــشت خـــیط کـــوان بلانک)محــعن
شد. ( استفاده راتنانوذبا  تیماراسینتوباکتربومانی بدون 

با استفاده از دستگاه ، کدورت تمام چاهک ها نهایتاً
نانومتر خوانش  630قرائت گر الایزا در طول موج 

 .ندشد
 :نقره اتاثرات ضدبیوفیلمی نانوذر کمی بررسی

 با استفاده از نقره اتبیوفیلمی نانوذرضدکمی اثرات 
زیرحد ر میکرولیت 50 با غلظت و روش میکروتیترپلیت

ه سنجش کمی بیوفیلم ب استفاده شد.ات نانوذرکشندگی 
 درصد 33تر اسید استیک یمیکرول 200 افزودنوسیله 

به هر چاهک صورت گرفت و جذب آن در طول موج 
خوانده  ELISA Readerنانومتر توسط دستگاه  492
 شد.

 Real-Time به کمک bap بررسی بیان ژن

PCR: استخراج  RNA ینتوباکتربومانیاسباکتری از 
-AB-16Sژن های  ناـبی یــسربر روـمنظ هــب

rRNA  وBAP  غلظت پس از تیمار باsubMIC 
توسط  RNAاستخراج  صورت گرفت. نقره اتنانوذر

 ریکا()کیاژن، آمکیاژنتهیه شده از شرکت  دستورالعمل
 2تا  1مورد استفاده حدود  RNAغلظت  انجام گرفت.

، جذب برای این منظور میکروگرم در نظر گرفته شد.
نانومتر اندازه گیری شد.  260نوری آن در طول موج 

نانومتر  280/260چنین جذب نوری در طول موج  هم
برای اطمینان از عدم آلودگی پروتئینی و جذب نوری در 

نانومتر برای اطمینان از عدم  230/260طول موج 
آلودگی نمک و سایر مواد آلی سنجیده شد که برای 
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RNA ، بودول ــــقب 2این نسبت جذب برابر با. 
خراج شده، ـــاست RNAاز روی  cDNAساخت 

حاصل از  RNAس از تعیین مقدار و غلظت ـــپ
 تربومانیـــیوفیلم مثبت اسنیتوباکـــهای ب لولـــس

ودراپ، ـــگاه نانـــده توسط دستـــش مارـــتی
 Revert AidTM)تازــــفرمن تــابق با کیـــمط

First Strand cDNA Synthesis Kit )جام ـــان
.گرفت

 

 PCRدر  دهستفاا ردمو یها. توالی پرایمر1 شماره جدول
 ژن هدف توالی ها )جفت باز(محصول دمای اتصال

61 127 F 5’-TAGACGCAATGGATAACG-3’ 

R 5’-TTAGAACCGATAACGATACC-3’ 
BAP 

 

60 110 F 5’TATCAGGACCATCTGGAGTAGG-3’ 

R 5’-CATCAACTTCACCTTCACGC-3’ 

16S rRNA 

 
 RealTimeست ـــانجام ت برایدر این پژوهش 

PCR  ایبر گرین ـــس مسترمیکس حاویازSYBER 

green (Applied Biosystem )انجام ، انگلستان
به عنوان ژن مرجع)کنترل  16s rRNA ژن گرفت و
باکتری های  در bapجهت بررسی بیان ژن داخلی(

طراحی  ی شد.ـــنقره بررس اتذروـــتیمار شده با نان
 Primerنرم افزار هایپرایمرهای این تحقیق با 

Express  وGene Runner .به  سپس انجام گرفت
منظور تایید پرایمرها، با استفاده از توالی های موجود در 

، صحت BLASTزار آنلاین ـــای ژنی و ابـــبانک ه
ت جفتوالی  1 شماره در جدول پرایمرها انجام شد.

و  bap تی دو ژنـــلوبر و برگشــــمرهای جـــپرای
16s rRNA  شده است.مشخص 

 و اـیمرهاپر ،سترمیکسـم ،دستورالعمل طبق بر
cDNA و  هدـش طوـمخل بیـمناس حجمدر  هشد سنتز

 Bioneerexieycler 96 Real-timeهتگاـسد  طـتوس

PCR 25جم واکنش ـــردید. حـــنش انجام گــواک 
پیکومول  cDNA ،10 میکرولیتر 2 شامل میکرولیتر و

و  bapبرای هر دو ژن  جلوبر و برگشتی هاییمراپراز 
16s rRNA، 10  مسترمیکسمیکرولیتر از Bioneer 

 بود.تریل ـسا رـتقطی ربادو مقطرآب  میکرولیتر 11 و

درجه  95چرخه دمایی شامل دناتوراسیون اولیه در 
سیکل  40ل آن دقیقه و به دنبا 10سانتی گراد به مدت 

درجه  58ثانیه،  20درجه سانتی گراد به مدت  95در 
مرحله نهایی جهت بود.  ثانیه 40سانتی گراد به مدت 
 95 به صورت( Melting Curve)ترسیم منحنی ذوب

درجه سانتی  60ثانیه، 15به مدت  درجه سانتی گراد
به مدت  درجه سانتی گراد 95 ثانیه و 30به مدت  گراد
 ATCC25923چنین از سویه  هم جام شد.ثانیه ان 15

. به عنوان کنترل مثبت استفاده گردیداسینتوباکتربومانی 
و  گرفته منجاا هـمرتب دو نشـکوا ،نمونه هر ایبر

 کمیت()اردـمق انوـعن به همدآ ستد به یردمقا میانگین
 لوـفرماز . شد گرفته نظردر  نمونهآن  ایبرژن  نبیا

رای تعیین بیان ژن مورد ب ΔΔCtن اـبی سبیـن عـمرج
نمونه  ΔCtتوسط تفریق  ΔΔCtنظر استفاده گردید. 
نمونه تیمار نشده  ΔCtنقره از  اتتیمار شده با نانوذر

به ژن  (Bap)هدف نسبت ژناستاندارد به دست آمد. 
 .(17)محاسبه شد CtΔΔ– 2( از طریق s rRNA16مرجع)
محاسبه آماری با  در این پژوهش :ریماآ نالیزآ

و  فتانجام گر 16نسخه  SPSSتفاده از نرم افزار اس
 One wayنتایج با آنالیز واریانس یک طرفه)

ANOVAتفاوت بیان  .رفتـــرار گـــ( مورد بررسی ق
های کنترل و تیمار شده با  های هدف، بین نمونه ژن

 Tukey‘s HSD post-hoc testروش آماری 
 mean±standardمحاسبه گردید. اطلاعات به صورت 

deviation (SD) مرز معناداری  نمایش داده شده اند و
 گرفته شد. قرار P<0.05 روی

 ی پژوهشها یافته
و نتایج آنتی بیوگرام  هشد بنتخاا یها لهویزا

نمونه  12نمونه جمع آوری شده  100از  :باکتری ها
 اسینتوباکتربومانی از بیماران بستری به دست آمد که بر

 1نمونه زخم،  3ب شد و شامل: اساس نوع نمونه انتخا
نمونه  2نمونه ادرار و  2نمونه پوست و  4نمونه خون، 

 تراشه بود.
مطابق  نتایج حاصل از تست حساسیت میکروبی

های جداسازی نشان داد که اسینتوباکتر 2 شماره جدول
جنتامایسین، ، پنم ایمی شده به تمام آنتی بیوتیک های

پیپرسیلین،  ،یمیکاسینتازیدین، اــسف، سیپروفلوکسازین
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 .کولیستین بودد بین رفتن باکتری ها شباعث از مقاوم بودند و تنها آنتی بیوتیکی که  تازوباکتام
 

 

 . نتایج حاصل از تست حساسیت میکروبی2 شماره ولجد
 اسینتوباکتربومانی

 مقاوم حساسیت بینابینی حساس ()میکروگرمغلظت عامل ضد میکروبی علامت اختصاری

IMI 10 ایمی پنم 

16 
15-14 

13 

GEN 10 جنتامایسین 

15 
14-13 

12 

CIR 5 سیپروفلوکسازین 

21 

20-16 

15 

CAZ 30 سفتازیدین 
18 

17-15 

14 

AMI 30 آمیکاسین 

16 

15-14 

14 

PTZ تازوباکتام-پپراسیلین - 

21 

20-18 

17 

CO 10 کولستین - -  
 

 
 

 
 سویه های حساسیت و مقاومت . میزانتست آنتی بیوگرام اسینتوباکتربومانی  .1شماره  شکل

 ت.مختلف نشان داده شده اس های بیوتیک آنتی به اسینتوباکتربومانی 

 
علیه سویه های بیوفیلم  ات نقرهنانوذر MICنتایج 

سویه های بیوفیلم مثبت تحت تاثیر غلظت های   :مثبت
نقره  اتاز نانوذرمیکروگرم در میلی لیتر  100تا   125/3

ساعت قرار گرفتند. نتایج نشان داد  24در مدت زمان 
 MICکه سویه های مختلف دارای محدوده ای از 

 (.3ه شمار بودند)جدول
 

 اسینتوباکتربومانی نانوذره نقره در سویه های مختلف MICتعیین  .3 شماره جدول
 MIC (µg/ml) شماره سویه

4 25/6 

9 5/12 

13 50 

19 5/12 

24 25 

29 5/12 

30 25/6 

32 125/3 

36 25 

37 
41 

46 

ATCC 

25923 

25/6 
25/6 

25 

500 
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 :نقره اتاثرات ضد بیوفیلمی نانوذر کمیبررسی 
با نقره  اتکمی اثرات ضد بیوفیلمی نانوذر ارزیابی
. نتایج این انجام گرفتروش میکروتیترپلیت  کمک
تمامی در توانایی تشکیل بیوفیلم نشان داد که  روش

از دست  نقره اتنانوذر SubMICسویه ها در غلظت 
شده است.  مشخص 1 شماره در نمودارکه   رفته است

ن داده است میزان جذب در جدول نشا همان طور که
در تمامی سویه ها بعد تیمار با نانوذرات نقره کاهش 

کاهش توانایی نشان دهنده  نشان داد کهزیادی را 
تشکیل بیوفیلم سلول های باکتریایی و کاهش جذب 
نوری در نتیجه توانایی کم اتصال به کف میکروپلیت 

 بوده است.  
 

 
 ات نقرهوفیلم در سویه های تحت تاثیر نانوذربررسی کمی تولید بی .1شماره  نمودار

 
در سویه های بیوفیلم  bapبررسی بیان ژننتایج 

توسط ات از نانوذر subMICمثبت در غلظت های 
بیان  نسبتنتایج حاصل از  :Real Time PCRروش 

در سویه های بیوفیلم نسبت به ژن مرجع  bapن ژ
ن داد که نتایج نشاآمده است.  2 شماره نمودارمثبت در 

های مختلف،  MIC با دارا بودنسویه های مختلف 
تلفی را ــان مخـــیر بیـــنقره تغی اتتحت تاثیر نانوذر

داری در اوت معناـــاشتند و از نظر آماری تفد
 ود نشانـــاز خ 16S rRNAن ان ژـــقایسه با بیـــم
 (. P<0.05)دنددا

 
 

 

 
در  bapطور که مشاهده می شود بیان ژن  نقره. همان اتویه های تیمار شده با نانوذردر س bapمیزان بیان ژن  .2 شماره نمودار

 نقره در مقایسه با ژن کنترل کاهش معناداری داشته اند.ات سویه های تیمار شده با نانوذر
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منحنی ذوب تعیین کننده عدم جفت شدن 
آغازگرها، تکثیر اختصاصی قطعات ژنی مورد نظر و 

غیر اختصاصی برای هر ژن را در  عدم تکثیر قطعات
  .نشان می دهد 3 شماره نمودار

 
 

 

 9/84با دمای  bapن الگوی منحنی ذوب ژ ب( .8/85با دمای  16SrRNAالگوی منحنی ذوب ژن الف(  .3شماره  نمودار

 
 

 و نتیجه گیری بحث
اسینتوباکتربومانی شایع ترین عامل بیماریزای 

می باشد و به عنوان یکی  ی در جنس اسینتوباکترانسان
ترین عوامل عفونت های بیمارستانی به شمار  از مهم

می آید. یکی از مشکلات عمده در درمان و پیشگیری 
 ،مانیواز عفونت های ایجاد شده توسط اسینتوباکترب

مقاومت های آنتی بیوتیکی ایجاد شده در آن می باشد 
 هایعفونت در و کارباپنم ها به آخرین خط درمان 

 جمله ، ازفیــــرم منـــری های گـــی از باکتــناش
اسینتوباکتربومانی می باشند. اصلی ترین عامل مقاومت 

در  .(14)به کارباپنم را می توان تولید بیوفیلم دانست
خصوص مقاومت اسینتوباکتر مطالعات زیادی صورت 

برحسب زمان و مکان متفاوت  ها نتایج آنگرفته که 
این از اهداف مهم این تحقیق، بررسی  بر بنابوده است. 

ی ـــویه های بالینـــوفیلم در ســـمیزان تشکیل بی
قام به آنتی بیوتیک بوده است. ـــاسینتوباکتربومانی م

کیل بیوفیلم و ـــال، تشـــروی توانایی اتص رپژوهش ب
ژن های مداخله گر در تشکیل بیوفیلم در سویه های 

انی می تواند اطلاعات ـــربومـــنتوباکتـــمختلف اسی
امیدوارکننده ای در مورد درک بهتر روند پیچیده ایجاد 
بیوفیلم و عفونت های ناشی از این ارگانیسم ها فراهم 

 نماید. 

ایجــاد و بــه دنبــال مقاومــت در ســال هــای اخیــر 
دلیـل مناسـبی    ، پایداری باکتری ها به آنتی بیوتیک ها

( Bapبیوفیلم)برای تحقیق در خصوص ژن بیان کننده 
 بــرای مثــال،در بــاکتری هــای مختلــف بــوده اســت. 

میلادی مطالعه ای  2015و همکاران در سال گریگوریو
وباکتر تهای مربوط به بیوفیلم اسین در خصوص پروتئین

که پروتئین بزرگی بـه   نمودندها اعلام  انجام دادند. آن
ــام  ــبیدن   BAPنــ ــوفیلم و چســ ــکیل بیــ در تشــ

این  نتایجسلول میزبان نقش دارد.  به اسینتوباکتربومانی
که به نظر مـی رسـد چنـدین پـروتئین     نشان داد گروه 

در تشــکیل بیــوفیلم دخیــل  Ig-likeدارای تکرارهــای 
قین بسـیاری وجـود   ــ ـمی توان گفـت محق  (.15)باشند

بررســی مقاومــت بــاکتری داشــته انــد کــه علاقــه بــه 
ک هـای مختلـف   ـــتی بیوتیــبومانی به آناسنیتوباکتر
مـیلادی   2016و همکاران در سال  لیهائو کیبوده اند. 

ارتباط بین مقاومت آنتـی بیـوتیکی،   مطالعه ای مبنی بر 
ــوفیلم در    ــژه بیـ ــت ویـ ــوفیلم و مقاومـ ــکیل بیـ تشـ

ارتبـاط   ها آن انجام دادند. در مطالعه اسینتوباکتربومانی
بین مقاومت آنتی بیوتیکی، تشکیل بیـوفیلم و مقاومـت   

 اسـینتوباکتربومانی بیوفیلم در ایزوله هـای بـالینی    ویژه
 .(16)بررسی گردید

16SrRNA Bap 
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ــال   ــاران در س ــزی و همک ـــم 2016عزی یلادی ــ
 در BAPمطالعه ای با عنوان آنالیز مولکولی و بیان ژن 

تشکیل دهنـده بیـوفیلم و مقـاوم بـه      اسینتوباکتربومانی
نشان داد که بیـان   ها آنچند دارو انجام دادند. دستاورد 

در تشکیل بیوفیلم در حضور غلظـت   BAPبیش از حد 
 .(17)کم آهن تاثیرگذار است

مـیلادی   2016در سـال   و همکـاران  ریچا سـینگ 
مطالعه ای مبنی بر نانوذرات برای کنترل عفونت ناشـی  

در گزارش  انجام دادند.اسینتوباکتر از بیوفیلم گونه های 
اهمیـت نقـش نـانوذرات مختلـف بـه عنـوان        به ها آن
، مـواد پوشـاننده   ی در اسـنیتو بـاکتر  وامل ضد بیوفیلمع

 توباکترنسطح برای کنترل و درمان بیـوفیلم هـای اسـی   
و نتیجه مثبت تـاثیر نـانوذرات بـر کـاهش      پرداخته شد

 .(18)نمودندتولید بیوفیلم را گزارش 

شمسـی الگـوی    1390اسلامی و همکاران در سال 
ی حساســیت و مقاومــت آنتــی بیــوتیکی در ســویه هــا

اسینتوباکتر جدا شده از نمونه هـای بـالینی  بیمارسـتان    
آراد تهران را مورد مطالعه قرار دادند. نتایج مطالعه ایـن  
گروه نشان از افزایش مقاومت سویه هـای اسـنیتوباکتر   
نسبت به آنتی بیوتیک های جنتامایسـین و آمیکاسـین   
بود که علت آن را به مصرف بی رویه آنتی بیوتیک هـا  

 (.19)ادندنسبت د

محققان دیگری در صدد بودند تا تاثیر بیوفیلم را در 
 ــ  ــیط ب ــاکتری در مح ــای ب ــات و بق ــوص در ه ثب خص

بیمارستان ها کـه عـاملی بـرای ایجـاد عفونـت هـای       
و همکـاران در  ویدالبیمارستانی می باشد را نشان دهند. 

میلادی در خصوص ساختار بیـوفیلم ثابـت    1996سال 
سـلول هـای    سـینتوباکتربومانی اکه در بـاکتری   نمودند

یده ــ ـاگونی پوشـــچسبنده ای که با روکش های گون
می شوند به شکل حد واسـط در شـرایط کمبـود مـواد     

د. ــ ـلم و پایـدار مـی ده  ــغذایی تشکیل ساختار بیوفی
ش سـریع در شـمار و تعـداد    ـــ ـیافته ها حاکی از افزای

م و افـزایش نسـبی در شـمار    ــ ـوفیلـــسلول هـای بی 
لول های حاوی مقاومت وجود دارد. این تحقیق ثابت س

از ایـن   اسـینتوباکتر بومـانی  کرد که وجـود بیـوفیلم در   
ــد   ــاگون ض ــای گون ــر فاکتوره میکروارگانیســم در براب

 .(20)باکتریایی محافظت می کند

توانایی فوق العاده ی نقره بـه عنـوان عامـل ضـد     
ــانوذرات ایــن مــاده در   میکروبــی مســبب اســتفاده از ن

 تحقیقـات تحقیقات بسـیاری از محققـان بـوده اسـت.     
در  چشمگیریمختلفی نشان دادند که نانوذرات توانایی 

مهــار بیمــاری هــای عفــونی باکتریــایی دارنــد. طبــق  
مـیلادی   2015و همکاران در سـال  هندیانی تحقیقات 

درخصوص سنتز نانوذرات نقره و اثرات سینرژیک آن ها 
کشـنده زیسـتی(   )وسایدو دو بی ایمـی پـنم  در ترکیب با 

بومانی اسـینتوباکتر  علیه بیـوفیلم تشـکیل شـده توسـط    
اثرات نانوذرات نقره به تنهایی و در ترکیب با بیوسایدها 

و  اسـینتوباکتربومانی بر ضد بیـوفیلم هـای    ایمی پنمو 
نتیجــه و دســتاورد فــرم پلانکتــونی آن انجــام گردیــد. 

ذرات نقـره  تحقیق این گروه بیانگر این نکته بود که نانو
به تنهایی می توانند سبب مهار تشکیل بیـوفیلم شـوند   

بـر ضـد اشـکال     ایمـی پـنم  ها در ترکیب با  اما اثر آن
مـوثرتر  اسینتوباکتربومانی بیوفیلم ها و شکل پلانکتونی 

ــدیایی و هم .(21)اســت ـــهن ـــکاران در سـ  1391ال ـ
ــوص   ــه ای در خص مقایسه فعالیت ضد بیوفیلمی مطالع

یگر بر علیه دبی وچند ترکیب ضد میکرو  هنقرذره نانو
نتـایج   انجام دادنـد. مولد بیوفیلم اسینتوباکتر سویه های 

یی با اروت دترکیباده از ستفامطالعه اخیر این بـود کـه ا  
اد ترکیب با موه در نقرذرات سیع تر مانند نانووطیف 

ند باعث کاهش تشکیل ابی مناسب می تووضد میکر
موثر دوز کاهش ، بالغی ابیوفیلم هف حذو بیوفیلم 

تشکیل ی از جلوگیرن و مادریی رآیش کاافز، اهادارو
 (.  22)دشووم مقای سویه ها

اثـرات   بررسـی  حاضـر،  تحقیـق  اهـداف  از یکـی 
 دهنـده  تشـکیل   Bapروی بیان ژن  بر نانوذرات نقره

 اسـینتوباکتربومانی بـود.   بـالینی  هـای  سویه در بیوفیلم
 SubMIC  های غلظت که داد نشان مطالعه این نتایج

 تشـکیل  روی بـر  بازدارنـدگی  اثراز نانوذرات می تواند 

 هـای  سویه در را  Bapبیان ژن  و باشد داشته بیوفیلم

نـانوذرات  به نظر مـی رسـد    .دهد کاهش مثبت بیوفیلم
سلول باکتریایی با مداخله  غشای ساختمان روی نقره بر
 ولیسـل  تنفس چنین هم یون ها و انتقال یندهایدر فرآ
 چنین نتایج هم. می شود بیوفیلم تولید به کاهش منجر

 در ذابــکردی جـــروی تواند می مطالعه این از حاصل
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 ریـــــباکت از ناشــی هــای عفونــت درمــان موفــق
 Real Time PCRنتــایج ســینتوباکتربومانی باشــد. ا

نشـان داد کـه بــه دنبـال تیمـار ســویه هـا بـا غلظــت       
SubMIC سویه ها دارای کاهشنقره، تمامی  اتنانوذر 

نسـبت بـه ژن    Bap (P<0.05)بیان معنـاداری در ژن  
 بودند.کنترل 

ات جایی که نانوذرات نقره بـه عنـوان نـانوذر    از آن
فلزی اثرات خوبی را روی سـویه هـای مـورد آزمـایش     

 ستردهگاسینتوباکتر دارند می توان از این ماده به شکل 
  ی وـرستاندر ضدعفونی کردن محیط و پسماندهای بیما

اسـتفاده   چنین به شکل خوراکی یا تماسی در بـدن  هم
طالعه م، نتی بیوتیکیآمت وهمیت مقاابا توجه به  .نمــود
وروم ژن های ویرولانس مرتبط با بیوفیلم مانند ک ـسایر 

د نهاشـــ ـپیلم ــــط آن با تولید بیوفیتباسنسینگ و ار
 دد.می گر

 سپاسگزاری
ده از داده های ـــش نتاجـــاضر استــــاله حـــمق

لامی واحد ـــشگاه آزاد اســـوب دانــــپایان نامه مص
 28330560952008 مارهــــــرق با شـــران شـــته

 می باشد.
 

References 
1.Abdiali A, Hendiani S, Mohammadi, P, 

Gharavi S. Assessment of biofilm 

formation and resistance to imipenem and 

ciprofloxacin among clinical isolates of 

acinetobacterbaumannii in Tehran. 

Jundishapour J Microbiol 2014; 7: 8606. 

doi:  10.5812/jjm.8606. 

2.Amro NA, Kotra LP, Wadumesthrige K, 

Bulychev A, Mobashery SL. High 

resolution atomic force microscopy studies 

of the Escherichia coli outer membrane 

structural basis for permeability. Langmuir 

2000; 16: 2789-96. doi: 10.1021/la991013x 

3.Pourhajibagher M, Hashemi FB, 

Pourakbari B, Aziemzadeh M, Bahador A. 

Antimicrobial resistance of acinetobacter 

baumannii to imipenem in Iran a systematic 

review and meta-analysis. Open Microbiol J 

2016; 10: 32-42. doi: 

10.2174/1874285801610010032.  

4.Aliakbarzade K, Farajnia S, Kariminik A. 

Prevalence of aminoglycoside resistance 

genes in Acinetobacter baumannii isolates 

from patients in Tabriz city. Jundishapour J 

Microbiol 2013; 6: 219-27. doi:  

10.5812/jjm.11924 

5.Sharma BK, Saha A, Rahaman L, 

Bhattacharjee S, Tribedi P. Silver Inhibits 

the biofilm formation of Pseudomonas 
aeruginosa. Adv Microbiol 2015; 5: 677-

85.doi: 10.4236/aim.2015.510070. 

6.Brossard KA, Campagnari AA. The 

Acinetobacter baumannii biofilm associated 

protein plays a role in adherence to human 

epithelial cells. Infect Immun2012; 80: 228-

33. doi: 10.1128/IAI.05913-11.  

7.Donelli G, Vuotto C. Biofilm based 

infections in long term care facilities. 

Future Microbiol 2014; 9: 175-88. doi: 

10.2217/fmb.13.149. 

8.Doughari HJ, Ndakidemi PA, Human IS, 

Benade S. The ecology biology and 

pathogenesis of Acinetobacter spp. 

Microbes Environ 2011; 26: 101-12. doi: 

https://doi.org/10.1264/jsme2.ME10179. 

9.Franci G, Falanga A, Galdiero S, 

Palomba L,  Rai M, Morelli  G, Galdiero M. 
Silver nanoparticles as potential 

antibacterial agents. Molecules 2015; 20: 

8856-74. doi: 10.3390/molecules20058856. 

10.Humberto HL, Garzatrevino EN, 

Ixtepanturrent L, Singh DK. Silver 

nanoparticles are broad spectrum 

bactericidal and virucidal compounds. J 

Nanobiotechnol 2011; 9: 1-8. doi: 

10.1186/1477-3155-9-30. 

11.Hwang ET, Lee JH, Chae YJ, Kim YS, 

Kim BC, Sang B, et al. Analysis of the 

toxic mode of action of silver nanoparticles 

using stress specific bioluminescent 

bacteria. Small 2008; 4: 746-50. doi: 

10.1002/smll.200700954. 

12.Jalali M, Rasuli I, Jahangiri A, 

Jalalinadushan M, Alipoor SH. 

Immunogenicity of amino acid region 

7601-8140 in biofilm associated protein of 

Acinetobacter baumannii. Pathobiol 2014; 

4: 15-26. 

13.Freeman J, Falkiner FR, Keane CT. New 

method for detecting slime production by 

coagulase negative staphylococci. J Clin 

Pathol1989; 42: 872-4. 

14.Fishbain J, Peleg AY. Treatment of 

Acinetobacter infections. Clin Infect Dis 

2010; 51: 79-84. doi: 

https://doi.org/10.1086/653120. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.4

.1
75

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

5-
18

 ]
 

                             9 / 11

https://dx.doi.org/10.5812%2Fjjm.8606
https://dx.doi.org/10.5812%2Fjjm.11924
http://dx.doi.org/10.4236/aim.2015.510070
https://doi.org/10.1264/jsme2.ME10179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25993417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20504234
https://doi.org/10.1086/653120
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.4.175
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4977-fa.html


 سیدعطااله سادات شاندیز و همکاران-(...bap)بیوفیلمکننده نانوذرات نقره بر بیان ژن ایجاد اثرات مهاری

184 
 

15.Gregorio ED, Del Franco M, Martinucci 

M, Roscetto E, Zarrilli R, Di Nocera PP. 
Biofilm associated proteins news from 

Acinetobacter. BMC Genom2015;16: 933. 

doi: 10.1186/s12864-015-2136-6. 

16.Qi L, Li H, Zhang C, Liang B, Li J, 

Wang L, et al. Relationship between 

Antibiotic resistance biofilm formation and 

biofilm specific resistance in Acinetobacter 

baumannii. Front Microbiol2016; 10: 483. 

doi:  10.3389/fmicb.2016.00483. 

17.Azizi O, Shahcheraghi F, Salimizand H,  

Modarresi F, Shakibaie MR, Mansouri S, 

Ramazanzadeh R, et al. Molecular analysis 

and expression of bap gene in biofilm 

forming multi drug-resistant Acinetobacter 

baumannii. Rep Biochem Mol Biol 2016; 5: 

68-74. 

18.Singh R, Nadhe S, Wadhwani S, 

Shedbalkar U, Chopade B. A nanoparticles 

for control of biofilms of Acinetobacter 

species. Mate Basel 2016; 9: 383. doi:  

10.3390/ma9050383. 

19.Eslami K, Molaabbaszade H, Hamidi M, 

Bahmanabadi R. Antibiotic resistance 

pattern in Acinetobacter strains isolated 

from clinical specimens of Tehran arad 

hospital. Front Microbiol 2013; 19: 1-5. 

20.Longo F, Vuotto, Donelli G. Biofilm 

formation by Acinetobacter baumannii. 

New Microbiol 2014; 37:119-27. 

21.Hendiani S. Abdiali A, Mohammadi P, 

Kharrazi S. Synthesis of silver 

nanoparticles and its synergistic effects in 

combination with imipenem and two 

biocides against biofilm producing 

Acinetobacter baumannii. Nanomed J 2015; 

2: 291-8. doi: 10.7508/nmj.2015.04.007. 

22.Hendiani S, Abdiali A, Mohammadi P. 

Comparison of two methods for 

quantification of Acinetobacter baumannii 

biofilm formation. Biol J Microorganism 

2014; 2: 51-6. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.4

.1
75

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

5-
18

 ]
 

                            10 / 11

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26572057
https://dx.doi.org/10.3389%2Ffmicb.2016.00483
https://dx.doi.org/10.3390%2Fma9050383
http://www.sid.ir/En/Journal/JournalList.aspx?ID=20278
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.4.175
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4977-fa.html


 97دوره بیست و شش، شماره چهارم، مهر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

185 
 

The Inhibitory Effects of Silver Nanoparticles on Bap Gene 

 Expression in Antibiotic-Resistant Acientobacter 

 bumanni Isolates using Real-Time PCR  
 

Pirigharaghie T1, Sadatshandiz A2* 
 

 
(Received: May 26, 2018      Accepted: September 12, 2018) 

 

 

Abstract 

Introduction: Acinetobacter bomanni is one 

of the most common opportunistic 

pathogens in hospitals that are resistant to 

many antibiotics due to biofilm production. 

Nowadays, silver nanoparticles(AgNPs) 

have received wide attention in medicine 

due to their physical and chemical 

properties. This study aimed to evaluate the 

anti-biofilm activity of silver nanoparticles 
on antibiotic-resistant A. bumanni strains. 

 

Materials & Methods: In this experimental 

study, A. bumanni was isolates from 100 

clinical samples. After identification of A. 
bummani strains and determination of 

antibiotic resistant profiles, biofilm-

producing isolates were determined using 

Congo red agar at 37°C after 24 hours. The 

minimum inhibitory concentration (MIC) of 

the strains against AgNPs was determined. 

After 24 hours of exposure of the strains to 

sub-MIC concentration of AgNPs, RNA 

extraction and cDNA synthesis were 

performed. Finally, Bap gene expression 

was measured using real time PCR method.  

 

Finding: Out of 100 clinical isolates, 12 

belonged to A. bummani, and all the strains 

were resistant to antibiotics, except for 

colistin. Real-time PCR results show that 

all the strains had a significant down-

regulation in Bap gene expression 

compared to the control gene (P<0.05).  

 

Discussion & Conclusions: According to 

the anti-biofilm effects of AgNPs, it seems 

that AgNPs can be used as drug candidates 

in pharmaceutical industries.  

 

Keywords: Acientobacter bummani, 

Biofilm, Bap, Silver nanoparticle 
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