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Introduction: Acinetobacter baumannii (A. baumannii) is a non-fermentative gram-

negative coccobacillus that shows high resistance to antimicrobial compounds. 

Biofilm formation is one of the essential features of many Acinetobacter species that 

leads to high antibiotic resistance. This study aimed to evaluate the ability of biofilm 

formation and determine the antibiofilm activity of chitosan nanoparticles in clinical 

isolates of A. baumannii. 

Material & Methods: This descriptive cross-sectional study was conducted in 2021 

and investigated 100 isolates collected from different hospitals. Microscopic, 

biochemical, and molecular tests were performed to identify the bacteria. The 

antibiotic resistance pattern of the isolates was evaluated by the disk diffusion method 

against 10 antibiotics, and the ability to produce biofilm was evaluated by microtiter 

plate method. Subsequently, 16SrRNA and CsuA genes were identified by multiplex-

PCR molecular methods. After the preparation of chitosan nanoparticles and 

determination of MIC concentration, antibiofilm activity was measured by plate 

microtiter, and Real-Time PCR was used to examine the expression of the CsuA gene 

involved in biofilm. 

Findings: In this study, out of 100 isolates examined, 29 isolates were confirmed as A. 

baumannii. Among 29 isolates, ceftazidime had the highest drug resistance 

(75.86%). The CsuA gene was detected in 51.72% of the isolates. Moreover, using a 

microtiter plate and Real-Time PCR, the level of antibiotic activity of chitosan 

nanoparticles was determined at a significant level of P<0.01. 

Discussion & Conclusion: Considering the anti-biofilm effects found in the present 

study, it seems that chitosan nanoparticles can be used as a pharmaceutical candidate 

in the pharmaceutical industry. 
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 نتوباکتریاس های هیسو هیعل لمیوفیب یعنوان عامل آنت: به توسانینانوذرات ک

 MDR ییمقاومت چند دارو پینشان دهنده فنوت یبومان
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نشان  یکروبیضد م باتیبه ترک ییاست که مقاومت بالا یریرتخمیغ یگرم منف لیکوکوباس ،یبومان نتوباکتریاس مقدمه:

 یاست که منجر به مقاومت بالا به آنت نتوباکتریاس هایاز گونه یاریمهم بس های یژگیاز و یکی لمیوفیب لی. تشکدهد یم

 توسانینانوذرات ک لمیوفیب یآنت تیفعال نییو تع لمیوفیب لیتشک ییتوانا یحاضر با هدف بررس. مطالعه شودیم ها کیوتبی

 انجام شد. یبومان نتوباکتریاس ینیبال هایهیدر جدا

مختلف جمع  هایمارستانیاز ب زولهیا 100،تعداد 1399در سال  یمقطع -یفیمطالعه توص نیدر ا :هاو روش  مواد

مقاومت  یالگو یانجام شد. بررس یباکتر ییبه منظور شناسا یو مولکول ییایمیوشیب ،یکروسکوپیم شاتیو آزما یآور

به روش  لمیوفیب دیتول ییتوانا نینو همچ کیوتبییآنت 10در مقابل سکیبا روش انتشار د هازولهیا یکیوتبییآنت

 ییشناسا CsuAو  16SrRNA های، ژنMultiplex-PCR یمولکول هایشد. سپس با روش یبررس تیترپلیکروتیم

 دهیسنج تیپل تریکروتیتوسط روش م لمیوفیب یآنت تی، فعالMICغلظت  نییو تع توسانینانوذرات ک هیشدند. پس از ته

 .قرار گرفت یمورد بررس Real Time PCRبا روش  لمیوفیل در بیدخ CsuAژن  انیب زانیشده و م

 زولهیا 29 نیشدند. از ب دییتأ یبومان نتوباکتریبه عنوان اس زولهیا 29شده  یبررس زولهیا 100 نیمطالعه از ب نیدر ا ها:یافته

با  نیشد. همچن یابیرد هازولهیا %72/51در  CsuA( بود. ژن%86/75) میدیمتعلق به سفتاز ییمقاومت دارو نیشتریب

 دارییبا سطح معن توسانینانوذرات ک یلمیوفیب یآنت تیفعال زانیم Real Time PCRو  تیترپلیکروتیاستفاده از روش م

P<0.01 .مشخص شد 

به عنوان  تواندیم توسانینانوذره ک رسدیمطالعه حاضر، به نظر م یلمیوفیبا توجه به اثرات ضدب :یگیرنتیجهبحث و 

 .ردیمورد استفاده قرار گ یداروساز عیدر صنا ییدارو دیکاند کی
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  مقدمه

در مراکز  یمشککککل جد کی یمارسکککتانیب هایعفونت

شت شندیم یو درمان یبهدا ساله هز با را به  یادیز هاینهیو هر

هداشکککت مارانیب مان یو مراکز ب ندیم لیتحم یو در (. 1) کن

رشد روزافزون  لیهای بیمارستانی به دلامروزه کنترل عفونت

 و یصیجمعیت و در نتیجه تراکم و شلوغی بیشتر مراکز تشخ

ستم یدرمان سی های ایمنی و بیماری ، افزایش بیماران با نقص 

های نوپدید و مقاوم در برابر مزمن و ظهور میکروارگانیسکککم

ستم اتیحی هایها از اولویتبیوتیکآنتی شتی هایسی  و بهدا

شور هر درمانی سوب ک سی(. 2) شودمی مح  یبومان نتوباکترا

به عن طلبیپاتوژن فرصکککت که همواره  از  یکی واناسکککت 

 ییشناسا یمارستانیب هایعفونت زاییماریعوامل ب نتریمهم

 یریشگیو پ نمادر در هعمد تمشکلااز  یکی(. 3شده است )

 ،یبومان نتوباکتریاس طککتوس هدککش داککیجا یاککتهککعفوناز

(. 3) باشکککدیشکککده در آن م جادیا یکیوتبییآنت هایمقاومت

 نیکه ا کندیم جادیا ییارومقاومت چند د یبومان نتوباکتریاس

مختلف ثابت  یکیوتبییآنت هایتوسکککط انواق مقاومت دهیپد

افلاکس، سککنتز  هایپمپ سککازیشککده اسککت؛ از جمله فعال

سفر هاییمیآنز ست لیمثل ف سفرازها و ا سفرازها که  لیتران تران

. علاوه بر موارد شککودیم هادیکوزیگل نویباعث مقاومت به آم

 یکیوتبییدر مقککاومککت آنت یگرید سکککمیذکر شککککده مکککان

(. 4وجود دارد ) لمیوفیتحککت عنوان ب یبومککان نتوبککاکتریاسککک

به عنوان  لم،یوفیب حاضکککر  حال  م مه باتیاز ترک یکیدر 

شکککناخته  یکیوتبییآنت هایبه اکثر کلاس هایمقاومت باکتر

 یکروبیم هاییاز کلن ایدهیچیتجمع پ هالمیوفیشککده اسککت. ب

 کیکه از  یسککلول کسیماتر کی لیکهسککتند و منجر به تشکک

(. 5) شوندیشده است، م لیتشک یدیساکار یمحافظ پل هیلا

 یخارج سلول کسیماتر کیدرون  لمیوفیسلول چسبنده در ب

است.  (EPS) یخارج سلول یمریمواد پل یقرار دارد که حاو

صل یاجزا یکروبیم هایسلول ستند که هالمیوفیب یا  EPS ه

 یدرصکککد کل کربن آل 90تا  50 لکه شکککام کنندیم دیتول

 یعامل اصل لمیوفیب لی(. لذا تشک6است ) هالمیوفیموجود در ب

نشان  ،یی(. از سو7است ) ییایدر بقاء و مقاومت باکتر لیدخ

 اءیاشکک مارسککتانیب طیپاتوژن در مح نیداده شککده اسککت که ا

شک زاتیاز جمله تجه یمختلف ستانیو ابزار، مبلمان ب یپز  مار

شت-و دستکش ارائه شروپو یو حت  یدهندگان خدمات بهدا

 نیدر چن A. baumannii لمیوفیب لی(. تشک6) کندیرا آلوده م

مجموعه  نی. اشودیانجام م Csu pili زنده توسط ریسطوح غ

 یسککتالیشککده اسککت که سککاختار کر لیتشککک رواحدیز 4از 

CsuA-CsuC / B مجموعه  نیا سکککازشیبه عنوان چاپرون پ

اختلال  جادیاسککت. لذا ا برخوردارییبالا تیهمو از ا باشککدیم

باعث اختلال در تشکککک نیاز ا یکیدر   کمپلکس لیاجزاء 

CsuA-CsuC/B یریجلوگ لمیوفیب لیمتعاقباً از تشک شده، که 

  (.7، 6)کندیم

CsuA یدر سکککطح خارج نیپروتئ کی A. baumannii 

ته باشکککدیم با انواق  یمرکز یکه شکککامل هسککک باط  در ارت

به  نیپروتئ نیاسککت. ا ییدر مقاومت دارو لیدخ هاینیپروتئ

و  دهدیو اتصال به سطوح را م لمیوفیب لیتشک تیقابل یباکتر

 و 8) دارد هاپاتوژن زاییدر عفونت ینقش مهم بیترت نیبه ا

 دیجد هایراه حل جسکککتجوی حال در محققان امروزه(. 27

باکتر یبرا مان  ند.  هاییدر به دارو هسکککت قاوم  از  یکیم

و اسکککتفاده از نانوذرات  یوتکنولوژینانوب ؛یکاربرد یهانهیزم

(. اسکککتفاده از 9) باشکککدیم یکروبیم یهادر درمان عفونت

 لیتشککک یبرا رپذیبیتخر سککتیز یدسککارکارییپل باتیترک

مورد توجه قرار گرفته  اریدر حال حاضر بس ییذرات دارو نانو

 توسکککانیاسکککت. ک توسکککانیک باتیترک نیاز ا یکیاسکککت. 

 کیبا  نیگلوکزآم - لیاسکککت-Nو  نیاز گلوکزآم یمریکوپل

حد  یآزاد برا لیدروکسکککیو دو گروه ه نویآم مریپرا هر وا

 جادیآزاد به ا ینویآم هایگروه نی. اباشککدیم C6 یسککاختار

که امکان واکنش با  کنندیکمک م توسکککانیمثبت در ک بار

را فراهم  یونیآن یمرهایو پل هایمثل باکتر یسکطوح با بار منف

انجام شکککده  قاتیاز تحق یتعداد نکهی(. با وجود ا10) کندیم

 اما اندرا گزارش کرده توسکککانیک الباکترییآنت تیعدم فعال

 هاوهیم اتیح ظحف یبرا توسککانیک ییتوانا یمتعدد قاتتحقی

سبز ساد م یریو جلوگ جاتیو  . اندرا ثابت کرده یکروبیاز ف

 ی-در تنوق گسترده توسانیک یکروبیضدم تیرو فعال نای از

باکتر یقارچ ته اسککککت. برا ییایو  جه قرار گرف  یمورد تو
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 توسانیاحتمالاً ک توسان،یک الباکترییآنت تیبه خاص یابیدست

(. 11داشکککته باشکککد ) تیحدرصکککد ارج 50با غلظت بالاتر از 

توسط  توسانیک یکروبیضد م تیمشاهده شده است که فعال

شککده  تیتقو ط،یدر مح دیاسکک کیلاکت ای کیفرم ک،یاسککت

آنها  یکروبیضدم تیو فعال هاتوسانیدرآب ک تیاست. حلال

 چیقابل حل در آب ه هایتوسککانی(. ک12بهم وابسککته اسککت )

 ن،یا لاف. برخدهنککدینشککککان نم یکروبیضککککد م تیککفعککال

بلیغ هایتوسکککانیک قا  یدیاسککک طیحل و محلول در مح ر

عال ندینشکککان م کشکککیکروبیم هایتیف  نی. واکنش بده

 یکروبیم یسلول یبا بار مثبت و غشاها توسانیک هایمولکول

ندیم یبار منف به تخر توا ها و کمبود ترک بیمنجر   باتیآن

 لی(. از آنجا که در زمان تشک13شود ) یضرور یداخل سلول

ته و گران هاینهیهز لمیوفیب بالا رف مان  مان بودندر  هایدر

موجود،  هککایدرمککان یکککاف ییعککدم کککارا نیو همچن یفعل

راهکار  تواندیدرمان م یبرا توسکککانیاسکککتفاده از نانوذرات ک

 هایعفونت یبالا وقی(. با توجه به شکک14شککود ) یتلق یمناسککب

گسککترش  نیمچنو ه یبومان نتوباکتریاز اسکک یناشکک یمارسککتانیب

مل افزا ندهشیعوا ند ب ده مان مت  قاو و نقش آن در  لمیوفیم

(، مطالعه حاضر با MDR) ییمقاومت چند دارو پیفنوت جادیا

لهیدر ا CsuAحضکککور ژن  یفراوان یهدف بررسککک  هایزو

س شده از عفونت یبومان نتوباکتریا ستانیب هایجدا  انجام  یمار

 گرفت

 

 ها و روش مواد
 نیا در ی:باکتر هایزولهیا ییو شککناسککا آوریجمع

 1399تا آبان ماه  بهشتیاز ارد یمقطع- یفیمطالعه توص

لهیا 100،  از خون، ادرار، تراشککککه، خلط، چر  و  زو

مختلف با در  هایمارسکککتانیدر ب یبسکککتر مارانیزخم ب

 5 یخطا زانیدرصککد و م 95 نانینظر گرفتن سککطح اطم

 زولهیهر ا شکککگاهی. در آزمادیگرد آوریدرصکککد جمع

آگار و بلاد آگار کشکککت  یانککمک هایطیمح یرو

شد و به مدت  سانت 37ساعت در  24داده   رادگیدرجه 

 میمسکککتق شی. سکککپس، بککا آزمککادنککدیککانکوبککه گرد

 یگرم منف هایلیگرم( وجود کوکوباسککک یزآمی)رنگ

 یشکککد. برا دییتأ یکروسککککوپیبه روش م نتوباکتریاسککک

 هایتسکککت نتوباکتریمختلف اسککک هایگونه صیتشکککخ

شیب س لازکاتا ییایمیو ،  SIM ،VP ،OF ،TSIداز،یو اک

شد و آزاوره شد.  گرادسانتی درجه 42 و 37 در ر انجام 

کاتالاز  ،یمنف دازیمتحر ، اکسککک ریکه غ هاییزولهیا

 ،منفی آزاوره ،یمنف گمککانیپ ،یمثبککت، انککدول منف

بودند به عنوان  یمنفVP و یمنف S2Hمثبت،  تراتیسککک

 دییتأ یبرا نیهمچنشدند.  یجداساز یبومان باکترنتویاس

ها لهیا یین به صکککورت ذات 16SrRNAژن  ها،زو  یکه 

 مریوجود دارد توسکککط پرا یبومککان نتوبککاکتریدراسککک

 یدر تمام  مرازیپل رهیبه روش واکنش زنج یاختصککاصکک

 .(1)جدول شماره دیگرد ییشناسا هازولهیا

 پیفنوت نییتع یبرا یکیوتبییآنت تیحساس سنجش

MDR :لهیا یکیوتبییآنت تیحسککککاسککک نییتع  هایزو

و بککا روش  وگرامبییشککککده بککا آزمون آنت آوریجمع

 یکیوتبییآنت هایسکیبا استفاده از د وژنیفید سکید

مولر  طیمح یبر رو Padtanteb, Iran) (ساخت شرکت

و بککر طککبککق  ( Merck Germany) آگککار نککتککونیککهکک

تسککت  نی. در ادیانجام گرد CLSI2019 دسککتورالعمل

به ب هاییزولهیا مقاوم  یکیوتبییکلاس آنت 3از  شیکه 

(. 15) شککوندیشککناخته م MDR پیباشککند به عنوان فنوت

 10) نیسکیآزمون شکده شکامل: توبراما هایکیوتبییآنت

 10) پنمیمی(، اکروگرمیم 30) می(، سکککفپکروگرمیم

 30) نیکاسکککی(، آمکروگرمیم 10(، مروپنم )کروگرمیم

گرمیم نتککامککاکرو ج گرمیم 10) نیسککککی(،  (، کرو

 30) می(، سککفوتاکسکککروگرمیم 5) نیپروفلوکسککاسککیسکک

تازکروگرمیم ند. اکروگرمیم 30) میدی(، سکککف  نی( بود

 CLSI2019 روش مککطککابککق بککا دسکککککتککورالککعککمککل

(https://clsi.org/media/3062/clsi-update-

2019_21819_final_fullsizedhandouts.pdf)  جام ان

 .شد

 CsuA :حضور ژن یپیژنوت یابیارز

 Boiling به روش DNA ( استخراجالف

 یاز باکتر ترلییلیم 1، مقدار DNA اسککتخراج یبرا

شده و  وپیکروتیبراث به م طمحی در شدهکشت منتقل 
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شککد.  وژیفیسککانتر rpm 12000 با دور قهیدق 1به مدت 

 یشده و رسوب حاصل از باکتر ختهیسوپرناتانت دور ر

 15حل شککده و به مدت  لیآب اسککتر تریکرولیم 100در 

 از انجام مراحل استخراج س(. پ16جوشانده شد ) قهیدق

DNA ،نه ما تا هانمو جامز جه  -20در  PCR ن ان در

ند. تع ینگهدار گرادیسککککانت  DNA تیکم نییشککککد

-Thermo) اسککتخراج شککده توسککط دسککتگاه نانودراپ

2000c) شدند یبررس. 

جب ن نش ز ک ل ایرهی( وا ت مرازیپ ل کسیمو ل  پ

(Multiplex-PCR) 
از  16SrRNAو  CsuAحضور ژن  یمنظور بررس به

منظور از  نیاسککتفاده شککد. بد مرازیپل ایرهیواکنش زنج

 یبرا یاختصککاصکک مریپرا یدیگونوکلئوتیاول هاییتوال

ماره  هایژن جدول شککک فاده شککککد ) (. 1مذکور اسکککت

و نرم  primer3توسکککط برنامه  یاختصکککاصککک یمرهایپرا

که  ییمرهایپرا تیشدند و در نها یطراح Oligo7افزار 

هدف  یمرهایاتصککال مشککابه داشککتند به عنوان پرا یدما

پژوهش از مخلوط  نیمورد اسکککتفاده قرار گرفتند. در ا

فاده گردMaster mix_ YTAواکنش ) که  دی( اسکککت

مل   12، (CinnaGen) مریاز هر پرا تریکرولیم 5/0شککککا

آب مقطر تریکرولیم 8مخلوط واکنش،  تریکرولیم

بار تقط  فه و  DNAاز  تریکرولیم 3و  ریدو الگو اضککککا

رسکککانده شکککد و  تریکرولیم 25به  باتیترک ییحجم نها

 Techne, United) کلریمخلوط در دسکککتگاه ترموسکککا

Kingdom; 5PRIMEG /0.2 برنککامککه قرار گرفککت.   )

بود:  ریز بیبه ترت CsuAژن  PCR هایکلیسککک ییاجرا

شتگ سر س 95 یدر دما هیاول یوا سل به مدت  وسیدرجه 

سپس  قهیدق 5 شتگ یحرارت کلیس 30و  سر  یشامل وا

اتصککال  ه،یثان 45به مدت  وسیدرجه سککلسکک 94 یدر دما

به مدت  وسیدرجه سکککلسککک 57الگو در  DNAبه  مریپرا

شته الگو در  لیطو ه،یثان 45 س 72شدن ر سل  وسیدرجه 

درجه  72در  ییشدن نها لیطو یو دما هیثان 60به مدت 

انجام شکککد. الکتروفورز  قهیدق 10به مدت  وسیسکککلسککک

رنگ  یدرصکککد حاو 1توسکککط ژل  PCRمحصکککولات 

ولت به مدت  120[ در ولتاژ CinnaGen] ووریو-نیگر

زمان باندها  نیشککده و پس از گذشککت ا میتنظ قهیدق 30

( E-BOX_VX5)  ناتوریتوسککط دسککتگاه ژل ترنس لوم

 .Aکنترل مثبککت از ( ) یشککککدنککد. برا یعکس بردار

baumannii ATCC19606 برا ترلک یو  ف ن ن از  یم

الگو  DNAمواد واکنش بککدون  یحککاو وبیکروتیم

 .دیاستفاده گرد

 PCRدر  دهستفاا ردمو یهامریپرا یتوال .1 شماره جدول

 هدف ژن یدسترس کد هایتوال (bp)محصول صالات یدما

57 809 ’3-TCAAGCAACCCATGATGGTA  -F: 5’ 
’3-AAATACCCGAATTTGCACCA  -R: 5’ 

AY241696.1 CsuA 
 

57 198 ’3-ATTAAAGCAGGCGAGAAGCA  -F: 5’ 
’3-CTGCCAATTCCTTTCCCATA  -R: 5’ 

AY241696.1 -CsuA/RT
PCR 

57 118 F: 5’- CAGCTCGTGTCGTGAGATGT -3’ 

R: 5’- GCCTTCCTCCAGTTTGTCAC -3’ 

LN611374.1 16S rRNA 

 

از  هاهیسکککو لمیوفیب لیتشکککک ییتوانا یبه منظور بررسککک

( اسککتفاده شککد. TCPکشککت بافت ) ۀصککفح یروش کمّ

 طیمک فارلند در مح میمعادل ن یباکتر ونیسککوسککپانسکک

شد و مقدار  نتینوتر در هر  تریکرولیم 200براث آماده 

هک ر تهیچا مدت  هاتیپل تریکروتیشککککد. م خ  24به 

شدند.  یگرماگذار گرادیدرجه سانت 37 یساعت در دما

هر چککاهککک  یمحتوا ،یدوره گرمککاگککذار یپس از ط

 نسکککالی فسکککفات بافر با بار 5 هاشکککد و چاهک رهیآسکککپ

 هایشکککسکککتشکککو داده شکککدند تا همه سکککلول لیاسکککتر

شک کیپلانکتون شوند. پس از خ چاهک شدنخارج 

له در ها، عد مرح تالیکر تریکرولمی 200 ب لهیو سککک  2 و

از  قهیدق 5و پس از  دشککک اضکککافه هادرصکککد به چاهک
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شده و توسط آب شسته شدند. پس از  رهآسپی هاچاهک

به مقدار  بری رنگ منظور به ها،خشککک شککدن چاهک

 اضککافه هابه چاهک %33 دیاسکک کیاسککت تریکرولیم 160

در  ELISA plate readerتوسط دستگاه  تنهای در. شد

نانومترخوانده شکککد. سکککپس طبق جدول  570طول موج 

( OD) ینور بجذ 2شماره 

و به صکککورت  سکککهیکنترل مقا یبا جذب نور هاهیجدا

ضع ،یقو هایلمیوفیب شد.  یو منف فیمتوسط،  گزارش 

Pseudomonas aeruginosaPA01  ترل ن ک نوان  ع بککه 

اسککتفاده  لمیوفیب لیتشککک یبررسکک هایشیمثبت در آزما

(.28و 4 ،2) شد

 لمیوفیب لیتشک ییبراساس توانا هایباکتر بندیطبقه .2جدول شماره 

  یلمیوفیفرمول محاسبه کلاس ب    مطالعه نیا جینتا جینتا

 OD > 0.2 OD > 4×ODcنمونه یقو لمیوفیب

 OD ≤ 0.2 2×ODc ˂ OD ≤ 4×ODcنمونه  >0.1 متوسط لمیوفیب

 OD ≤ 0.1 ODc ˂ OD ≤ 2×ODc هنمون > 0.05 فیضع لمیوفیب

 OD ≤ 0.05 OD ≤ ODc نمونه  یمنف لمیوفیب

ODc= 0.05                    2×ODc= 0.1                   4×ODc= 0.2 

 :توسانیرات کنانوذ یسازمحلول

نانومتر و خلوص  50با اندازه  توسانیک نانوذرات

شد.  هیته انیرانینانومواد ا شگامانیاز شرکت پ 99/99%

ابتدا محلول  توسان،یپودر نانوذرات ک سازیجهت محلول

فالکون  کیکه در  بیترت نیشد. به ا هیته %1 دیاس کیاست

 کیاست تریل یلیم 1آب مقطر و  تریل یلیم 99 تر،یل یلیم 100

 یغلظت بالا هیخالص اضافه شد. سپس جهت ته دیاس

گرم از پودر نانوذره  یلیم 400مقدار  توسان،ینانوذرات ک

 بیترت نیاضافه شد. به ا دیاس کیبه محلول است توسانیک

 یبعد هاییبررس یآماده شده و برا توسانیک 1:40غلظت 

 .(4و 2مورد استفاده قرار گرفت )

حداقل غلظت  نییتع یبراث برا لوشنیکرودایم آزمون

 :توسانیک (MIC) یبازدارندگ

به  یالیسر یرگیاز روش رقت MIC تعیین برای

صورت  نیکشت انجام شد. بد طیصورت سه تکرار در مح

( تا تریل یلیم بر مگر یلیم 4% ) 100مختلف  هایکه رقت

 توسانی( از نانوذرات کتریل یلیگرم بر م یلیم %25/0 ) 25/6

 100اضافه شد. سپس  ایخانه 96 تیپل هایبه چاهک

به هر چاهک اضافه شد  یکروبیم ونیسپانساز سو تریکرولیم

شب  کیبه مدت  گرادیدرجه سانت 37 یدر دما هاتیو پل

چاهک بعنوان بلانک  کیشدند.  یگذاریدر گرمخانه جا

کدورت تمام  تی( استفاده شد. در نهایکشت خال طی)مح

در طول موج  زاالای گرقرائت دستگاه از استفاده با هاچاهک

 .دنانومتر خوانش ش 630

 :توسانینانوذره ک یلمیوفیاثرات ضد ب یکم یبررس

با استفاده  توسانینانوذرات ک یلمیوفیضد ب یکم اثرات

نانوذره  subMIC و با غلظت تیترپلیکروتیاز روش م

 100براث به مقدار  نتیکشت نوتر طیاستفاده شد. مح

 یباکتر ونیشد. سوسپانس ختهیدر هر چاهک ر تریکرولیم

براث آماده شد و  نتینوتر طیمک فارلند در مح میمعادل ن

 100اضافه شد.  5/1 وپیکروتیبه م تریکرولیم 100مقدار 

 وپیکروتیبه م توسانینانوذره ک MIC از غلظت تریکرولیم

 ونیاز سوسپانس تریکرولیم 100شد.  پتاژیاضافه شده و پ

ساعت  24شد و به مدت  ختهیدر هر چاهک ر وپیکروتیم

شدند. پس از  یگرماگذار گرادیدرجه سانت 37 یدر دما

شد و  رهیهر چاهک آسپ یمحتوا ،یدوره گرماگذار یط

شستشو داده  لیاستر نسالی فسفات بافر با بار 5 هاچاهک

خارج شوند. پس از  کیپلانکتون هایشدند تا همه سلول

 تریکرولمی 200 بعد مرحله در ها،چاهک شدنخشک

 5 از پس و اضافه هادرصد به چاهک 2 ولهیو ستالیکر

شسته شدند.  آبو توسط  شدهرهآسپی هااز چاهک قهدقی

به مقدار  بریرنگ منظور به ها،چاهک شدنپس از خشک

. شد اضافه هابه چاهک %33 دیاس کیاست تریکرولیم 160

در طول  ELISA plate reader توسط دستگاه تیدر نها
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 2 شماره جدول طبق سپس. شدنانومترخوانده 570موج 

 سهیکنترل مقا یبا جذب نور هاهیجدا (OD) نوری جذب

با نانوذره  شدهماریت هیهر سو لمیوفیب لیو قدرت تشک

  .شد سهیمقا نشدهماریت هایهینسبت به سو توسانیک

 :Real-Time PCR به کمکCsuA ژن انیب یبررس

 هککب یبومان نتوباکتریاس یاز باکتر RNA استخراج

 CsuA و AB-16S-rRNA هایژن ناکبی یککسربر روکمنظ

صورت  توسانینانوذرات ک subMIC با غلظت ماریپس از ت

شده  هیته RNX plus تیتوسط ک RNA گرفت. استخراج

 از روی cDNA انجام گرفت. ساخت ناژنیاز شرکت س

RNA مقدار و غلظت یینتع از پس شده،استخراج RNA 

 ماریت ینتوباکتربومایمثبت اسن لمیوفیهای بحاصل از سلول

 شده توسط دستگاه نانودراپ، مطابق با کیت فرمنتاز

(YTA cDNA Synthesis Kit, IRAN) انجام گرفت.  

از  RealTime PCR انجام تست یپژوهش برا نیا در

 (YTA) آزما زیکتاتجهیشرکت  SYBER green تیک

به عنوان  16s rRNAژن با هاداده ونیزاسیاستفاده شد و نرمال

 انیب ی[ انجام شد که جهت بررسیژن مرجع ]کنترل داخل

 توسانیشده با نانوذرات ک ماریت یها-یدر باکتر CsuA ژن

 و اکیمرهاپر ،سترمیکسکم لکتکوپر طبق برشد.  یبررس

cDNA  و  هدکش طوکمخل بیکمناس حجمدر  هشدسنتز

انجام  Corbet Real-time PCR هتگاکسد طکتوسواکنش 

، cDNA و شامل تریکرولیم 15. حجم واکنش دیگرد

 16sو  CsuA هر دو ژن یبرا یجلوبر و برگشت یمراپر

rRNA ،بود.  تریلکسا رکتقطی ربادو مقطرو آب  مسترمیکس

یدرجه سانت 95در  هیاول ونیشامل دناتوراس ییچرخه دما

درجه 95در  کلیس 40و به دنبال آن  قهیدق 10به مدت  گراد

به مدت  گرادیدرجه سانت 57 ه،یثان 20به مدت  گرادسانتی

 نتوباکتریاس ATCC19606 هیاز سو نیبود. همچن هیثان 40

  .دیردگبه عنوان کنترل مثبت استفاده  یبومان

 :ریماآ نالیزآ

با استفاده از نرم افزار  یپژوهش محاسبه آمار نیدر ا 

SPSS  کی انسیوار زیبا آنال جیو نتا دیانجام گرد 19نسخه

قرار گرفت.  ی( مورد بررسOne way ANOVA) طرفه

ماریکنترل و ت هاینمونه نیهدف، ب یهاژن انیتفاوت ب

 Tukey‘s HSD post-hoc test یبا روش آمار شده

 mean±standard. اطلاعات به صورت دیمحاسبه گرد

deviation (M±SD) دارییداده شده و مرز معن شینما 

 قرار گرفته شد. P<0.01و  P<0.05 یرو

 

 یافته ها

 :هشدبنتخاا یلههاویزا

 هایشده با توجه به تست ینمونه جمع آور 100 از

ژن  یمولکول ییو شناسا ییایمیوشیب ،یکروسکوپیم

16SrRNA  نمارایاز ب یبومان نتوباکترینمونه اس 29تعداد 

به دست آمد که براساس نوق نمونه انتخاب شدکه  یبستر

ه با توجه به نوق نمونه در جدول شمار هاهیمشخصات جدا

 .تشده اس هیارا 3

 

 

 یبومان نتوباکتریاس هایزولهیا نیب. مشخصات مربوط به تعداد و پراکنش نوق نمونه در 3جدول شماره

 یبومان نتوباکتریاس یهازولهیعداد ات مارانیجدا شده از ب یهازولهیعداد ات نمونه یحل جداسازم

 9 31 خون

 7 19 ادرار

 5 17 خلط

 4 13 زخم

 2 11 چرک

 2 9 تراشه

 

  



8 

 
/
 
م
لا
ی
ا
 
ی
ک
ش
ز
پ
 
م
و
ل
ع
 
ه
ا
گ
ش
ن
ا
د
 
ه
ل
ج
م

 
د
ا
د
ر
خ

1
4
0
2

 

 

 :یکیوتیبیمقاومت آنت یالگو یپیفنوت یابیرزا

-هیسو یکیوتیبیمقاومت آنت یالگو یپیفنوت یابیارز 

مقاومت  نیشترینشان داد که ب یبومان نتوباکتریاس یها

-یمی( و ا%86/75) میدیسفتاز یهاکیوتیب یمربوط به آنت

 کیوتیبیمقاومت نسبت به آنت نی( و کمتر%41/72پنم )

 یکیوتیبیمقاومت آنت ی( بود. الگو%48/34) نیکاسیآم

 دهدیم نشان  4در جدول شماره  یباکتر بوماننتویاس زولهیا

مقاوم بوده و  یکیوتیبیآنتکلاس  3حداقل به  هاهیسو تمام

.دهندیمرا نشان  MDR پیفنوت

 یبومان نتوباکتریاس یهازولهیا یکیوتیبیآنت تیحساس یالگو .4دول شماره ج

 (Rمقاوم ) یهاهیدرصد سو/یفراوان (Iحد واسط ) یهاهیدرصد سو/یفراوان (Sحساس ) یهاهیسودرصد /یفراوان کیوتیبیآنت

 (%96/68) 20 (%46/3) 1 (%58/27) 8 میسفپ

 (%17/55) 16 (%89/6) 2 (%94/37) 11 نیسیتوبراما

 (%63/58) 17 (%89/6) 2 (%48/34) 10 مروپنم

 (%41/72) 21 (%24/17) 5 (%35/10) 3 پنمیمیا

 (%48/34) 10 (%94/37) 11 (%58/27) 8 نیکاسیآم

 (%51/65) 19 (%79/13) 4 (%24/17) 5 نیسیجنتاما

 (%63/58) 17 (%35/10) 3 (%02/31) 9 میسفوتاکس

 (%72/51) 15 (%35/10) 3 (%94/37) 11 نیپروفلوکساسیس

 (%86/75) 22 (%35/10) 3 (%79/13) 4 میدیسفتاز

 MDR --- --- پیفنوت

 یهاژن  یبرا مرازیپل یارهیآزمون واکنش زنج جینتا

CsuA  16وSrRNA: 

 ینشان داد که فراوان مرازیپل یارهیواکنش زنج جینتا

 یابیدرصد( رد 100نمونه )  29 یدر تمام 16SrRNAژن 

 ییشناسا یبومان نتوباکتریاس زولهیبه عنوان ا هانمونه نیشد. ا

 زولهیا 15برابر با  CsuAژن  یفراوان نی. همچنشدند

 (1 شماره شکل) بود(  72/51%)

 

 CsuAنشان دهنده حضور ژن  Multiplex-PCR جینتا .1شماره  شکل

 DNA( نشان دهنده Bو  A. )بود یبومان نتوباکتریاس یهازولهیا %72/51در 

Ladder 100bp است. 
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 دیتول ییتواناو  CsuAحضور ژن  نیب یرابطه یبررس

 :لمیوفیب

 لمیوفیب دیتول ییتواناو  CsuAحضور ژن  نیب یرابطه

 8شده،  یبررس زولهیا 29 نیاز ب یبررس نیا درشد.  یبررس

 لمیوفیب لیتشک ییتوانا ییبا مقاومت چندگانه دارو زولهیا

نمونه  2و  متوسط لمیوفیب لیتشک یینمونه توانا 5 ،یقو

 لمیوفیب زولهیا 14را داشتند.  فیضع لمیوفیب لیتشک ییتوانا

 شبا رو مطابق. نداشتند لمیوفیب لیتشک ییبوده و توانا یمنف

PCR، 100% (زولهیا 15) لمیوفیدهنده ب لیتشک یهازولهیا، 

 .(5بودند )جدول شماره  CsuA ژن یدارا
 لمیوفیب دیو قدرت تول ییتواناو  CsuAحضور ژن  نیب یرابطه .5دول شماره ج

 CsuAژن  حضور زولهیا تعداد TCPپس از آزمون  هازولهیا یجذب نور دامنه یپیفنوت مشخصه

 یمنف OD 14 0.05 ≥ یمنف لمیوفیب

 مثبت OD ≤ 0.1 2 > 0.05 فیضع لمیوفیب

 مثبت OD ≤ 0.2 5 > 0.1 متوسط لمیوفیب

 مثبت OD > 0.2 8 یقو لمیوفیب

 یهاهیسو هیعل توسانیک اتنانوذر MIC نییتع جینتا

 :مثبت لمیوفیب

 تا 25/6 یهاغلظت ریمثبت تحت تاث لمیوفیب یهاهیسو

ساعت  24در مدت زمان  توسانیک اتدرصد از نانوذر 100

 یمختلف دارا یهاهینشان داد که سو جیقرار گرفتند. نتا

(. 6 ارهبودند )جدول شم MICاز  یامحدوده
 مثبت لمیوفیب یهاهیسو هیعل توسانیک اتنانوذر MIC نییتع جینتا .6شماره  جدول

 لمیوفیب لیتشک قدرت MIC درصد (تریل یلیم بر گرمیلیم) MIC غلظت هیسو شماره
A1 4:1 100% یقو 
A2 1:1 25% فیضع 
A4 4:1 100% یقو 
A6 2:1 %50 متوسط 
A7 4:1 100% یقو 
A8 4:1 100% یقو 
A11 2:1 %50 متوسط 
A14 4:1 100% یقو 
A17 2:1 %50 متوسط 
A18 2:1 %50 متوسط 
A22 1:1 25% فیضع 
A23 4:1 100% یقو 
A24 4:1 100% یقو 
A25 2:1 %50 متوسط 
A26 4:1 100% یقو 

ATCC19606 1:1 25% فیضع 

با روش  توسانیکنانوذره  یلمیوفیاثرات ضد ب یکم یبررس

 : تیترپلیکروتیتست م

 توسانیک اتنانوذر یلمیوفیاثرات ضد ب یکم یابیارز

 نیا جی. نتاگرفت انجام تیترپلیکروتیروش م کمک با
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ها هیسو یتمام در لمیوفیب لیتشک یینشان داد که توانا روش

 کاهش توسانیک اتنانوذر SubMICبا غلظت  ماریاز ت پس

-همانشده است.  مشخص 2شماره  شکلکه در  است افتهی

-هیسو یجذب در تمام زانیکه نشان داده شده است، م طور

 داشته یادیکاهش ز توسانیبا نانوذرات ک ماریبعد از ت ها

 لمیوفیب لیتشک ییکاهش توانا دهندهنشان نیاست که ا

 جهینت در ینور جذب کاهش و ییایباکتر یهاسلول

.است بوده تیکروپلیم کف به اتصال کم ییتوانا

 لمیوفیب لیتشک ییتوانا داریمعنکاهش  دهندهنشان توسانیک اتنانوذر با ماریت از پس یبومان نتوباکتریاس یهاهیدر سو لمیوفیب دیتول یکم یبررس .2شماره  شکل

.P<0.05  ،**P<0.01*شد.  لمیوفیو قدرت ب

 با شدهماریت یهاهیسو درCsuA ژن انیب یبررس جینتا

 : qReal-Time PCRروش  از استفاده با نانوذره

 MIC بودن دارا با متفاوت یها هینشان داد که سو جینتا

 انیب رییتغ توسانیک اتنانوذر ریمختلف، تحت تاث یها

در  یداریمعنتفاوت  یداشتند و از نظر آمار یمختلف

 حاصل جی(. نتاP<0.01داشتند ) نشدهماریت گروهبا  سهیمقا

 شکلمثبت در  لمیوفیب یهاهیدر سو CsuA ژن انیب رییتغ از

است. شده داده نشان 3شماره 

 

شده با نانوذرات  ماریت هایهیدر سو CsuAژن  انیب شودی. همانطور که مشاهده متوسانیبا نانوذرات ک شدهماریت هایهیدر سو CsuAژن  انیب زانیم .3شکل  شماره 

استفاده شد. ونیزاسینرمال یبه عنوان رفرنس برا 16SrRNA(. از ژن P<0.01)** اندداشته دارییبا گروه کنترل کاهش معن سهیدر مقا توسانیک
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 یریگجهیو نت بحث

نسبت به  ییروزافزون مقاومت دارو شیبه علت افزا

شاهد حضور  ر،یاخ یهامختلف در سال یهاکیوتیبیآنت

 ییمقاومت دارو یبا الگو یبومان نتوباکتریاز اس ییهازولهیا

که از نقاط مختلف جهان گزارش  میهست (MDR) چندگانه

مقاومت نسبت به عوامل  شی(. افزا17شوند )یم

ت مشکلا ،یدرمان یهانهیو محدود بودن گز یکروبیضدم

 ژهیو یهادر بخش مراقبت ژهیبه و یدر مراکز درمان یجد

دهد یقرار م ریمت و اقتصاد کشور را تحت تأثلااست که س

 و مخاط یرو لمیوفیب لیتشک و دنیچسب یی(. توانا18)

نس و رولایو یاصل یفاکتورها از یکی یپزشک لیوسا

 لمیوفیاست. ب نتوباکتریاس یهادر گونه ییمقاومت دارو

چون  یدر برابر عوامل یشود تا باکتریباعث م ییایباکتر

 عوامل زبان،یم یمنیها، پاسخ اکیوتیب یحضور آنت

(. 19) کند مقاومت یطیمح یهااسترس و کننده تیفاگوس

 یهاو مشخص کردن ژن لمیوفیب لیتشک ییمطالعه توانا

تواند به یم نتوباکتریمختلف اس یهازولهیدر آن در ا لیدخ

از  نیکمک کند. بنابرا لمیوفیب لیتشک ندیفهم بهتر فرا

در  لمیوفیب لیتشک زانیم یبررس ق،یتحق نیااهداف مهم 

 کیوتیبیمقام به آنت یبومان نتوباکتریاس ینیبال یهاهیسو

 یهازولهیا تی. مطالعه حاضر نشان داد که اکثرتبوده اس

چندگانه دارند.  ییمقاومت دارو یالگو یبومان نتوباکتریاس

 یهاکیوتیبیمقاومت مربوط به آنت نیشتریکه ب یطوربه

 نی( و کمتر%41/72پنم )یمی( و ا%86/75) میدیسفتاز

( %48/34) نیکاسیآم کیوتیب یمقاومت نسبت به آنت

 یبا الگو یبومان نتوباکتریاس یهازولهیشد. حضور ا یابیارز

 در شده انجام مطالعات گریچندگانه در د ییمقاومت دارو

 یحاتم مطالعه در که یطوربه. است شده گزارش زین رانیا

 یهازولهیدرصد از ا 84، 2018و همکاران در سال 

چندگانه را نشان دادند  ییمقاومت دارو یبومان نتوباکتریاس

 یفراوان 2018در سال  گرید یاو در مطالعه ؛(20)

(. 14درصد بود ) 76به چند دارو  مقاوم یبومان نتوباکتریاس

انجام  2013همکاران در سال و  یگودرز که یادر مطالعه

پنم  یمیدرصد و ا 99و مروپنم  دمیدادند مقاومت به سفتاز

همکاران در سال  و یکوتهمطالع ( و در 21درصد ) 5/91

-یمیدرصد و ا 99/ 5و مروپنم  دمیمقاومت به سفتاز 2015

نشان  مطالعات نیا تمام(. 22درصد گزارش شد ) 98/ 5پنم 

 فیط به نسبت یباکتر نیا یلابا اریدهنده مقاومت بس

مختلف است که با مطالعه ما  یهاکیوتیبیآنت از یعیوس

-یآنت به نسبت مقاومت زانیم یطورکل. بهباشدیهمسو م

ت الیا نسبت به ییاروپا و ییایآس یها در کشورهاکیوتیب

 سطح در نیتلا یکایآمر یو کشورها کایمتحده آمر

 اریبس رانیدر ا ییمقاومت دارو زانیم نیاست که ا یتربالا

از مطالعات نشانگر قدرت  یاریسب(. 21کننده است )نگران

سخت و  یطیمح طیدر شرا یبومان نتوباکتریاس یبقا

 یمختلف ناش یهاکیوتیبیدر برابر آنت لابا اریمقاومت بس

-از جمله مهم CsuA (. ژن23، 14هستند ) لمیوفیب لیاز تشک

در  لمیوفیب یکننده تیتقو و هکنند جادیا یهاژن نیتر

 بالا یمولکول وزن با نیپروتئ نیاست. ا یبومان نتوباکتریاس

 یمرکز تهها قرار دارد و شامل هسیباکتر یدر سطح خارج

. است مشابه یهایتوال از یمتوال یتکرارها از متشکل

CsuA یدر سطح خارج نیپروتئ کی A. baumannii یم-

-نیپروتئ انواق با ارتباط در یمرکز یشامل هسته که باشد

 یبه باکتر نیپروتئ نیا. باشدیم مقاومت در لیدخ یها

 نیبه ا و دهدیو اتصال به سطوح را م لمیوفیب لیتشک تیقابل

(. در 6ها دارند )پاتوژن ییزادر عفونت ینقش مهم بیترت

 نیارتباط ب یبه بررس یاریمحققان بس ریاخ یهاسال

 لیدخ یهاو ژن یبومان نتوباکتریاس یکیوتیبیمقاومت آنت

و همکاران در  ویپرداختندالک یباکتر نیا لمیوفیب دیتول در

-یآنت مقاومت نیبر ارتباط ب یمبن یامطالعه 2016 لسا

در  لمیوفیب ژهیو مقاومت و لمیوفیب لیتشک ،یکیوتیب

 نیب ارتباط آنها عهانجام دادند. در مطال یبومان نتوباکتریاس

 ژهیو مقاومت و لمیوفیب لیتشک ،یکیوتیب یآنت مقاومت

 یبررس یبومان نتوباکتریاس ینیبال یهازولهیا در لمیوفیب

 ،CsuA ژن ی(. در مطالعه حاضر فراوان24) دیگرد

 رانیکه در مطالعات خارج از ا یبود در حال درصد72/51

گزارش شده است. وجود عدم هم  درصدژن  نیا یفراوان

با مطالعه  رانیژن در مطالعات خارج از ا نیا وقیش یخوان
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 و تعداد متفاوت، ییایجغراف طیشرا لیتواند به دلیحاضر م

مطالعه به منظور  نیدر ا نیهمچن. باشد هانمونه تنوق ای

 تیپل تریکروتیم روش از لمیوفیب لیتشک ییتوانا یبررس

 ییتوانا نکهیوه بر اعلا تیپل تریکروتیم روش. شد استفاده

 زانیتواند میدهد، میم صیرا تشخ هازولهیا لمیوفیب لیتشک

 با. کند یریگ اندازه یکمّ صورت به را لمیوفیب لیتشک

درصد از  72/51حاضر، مطالعه در روش، نیا از استفاده

 یهازولهیاز ا درصد100دادند و  لیتشک لمیوفیها بزولهیا

با  مشابه جینتا نیبودند. ا CsuAژن  یمثبت دارا لمیوفیب

 کهمطالعه  نیو همکاران بود. در ا ریخ مطالعه یهاافتهی

 لمیوفیب  یهازولهیدرصد ا 3/51،شد انجام 2015درسال 

 گزارش یمنف لمیوفیب یهازولهیا درصد 48/ 7 و مثبت،

به عنوان عامل  توسانیک یفوق العاده یی(. توانا25) شدند

 از استفاده فکر به را یادیز محققان ر،یپذبیتخر ستیز

است.  واداشته یکروبیبه عنوان عامل ضد م ماده نیا

 یینشان دادند که نانوذرات توانا یمختلف قاتیتحق

دارند.  ییایباکتر یعفون یهایماریدر مهار ب یریچشمگ

 2020و همکاران در سال  یالقطان قاتیطبق تحق

-یآنتاثرات  یبررسو  توسانیدرخصوص سنتز نانوذرات ک

 لیپتانس توسانیآن، مشخص شد که نانوذرات ک الیباکتر

 نتایج(. 26را دارد ) الیباکتریآنت یاستفاده به عنوان دارو

 که ستا ینا بیانگر یالقطانبا مطالعه  همسو مطالعه ینا

ژن  انی. بدارد الیباکتریآنت لیپتانس توسانیکنانوذرات 

CsuA نانوذره با ماریت از پس یبومان توباکتریدر اسن 

ژن باعث  انیداشت. کاهش ب یریکاهش قابل تاث توسانیک

-ینتآ ادیمقاومت ز زانیشده و از م لمیوفیب فیعملکرد ضع

 ییکننده و دارو یمواد ضدعفون ریها و ساکیوتیب

 نانوذرات شودیم شنهادیپ نیبنابرا. دیگرد یریجلوگ

 شدهاستفاده  الیباکتریمناسب آنت یعنوان دارو هب توسانیک

 ییایمیمواد ش نیگزیجا ییمواد غذا نگهدارنده عنوان بهو 

 یهازولهیا یمطالعه تمام نیدر ا یو مضر گردد. به طور کل

 ژن یحاو فیضع ومتوسط  ،یقو لمیوفیب دکنندهیتول

CsuA  لیتشک ییتوانا یبالا یتوجه به فراوانبودند. با 

 وجوداحتمال  نیا ،یمورد بررس یهازولهیدر ا یقو لمیوفیب

از  زانیم نیا جادیا یاصل لیلااز د لمیوفیب ساختار که دارد

 باشد. MDR پیبروز فنوت ومقاومت 

 ییدارو ستمیس کیبه عنوان  توسانیبه طور خلاصه، ک

که از پوسته  یخوراک نیتیشده از ک لهیاست مریبر پل یمبتن

 یبرا یاکننده دواریام جیشود ، نتایجدا م گویسخت م

-هیدر برابر سو یعیطب یضد باکتر عامل عنوان به استفاده

 جهتشود که  یم شنهادیپ، نی. بنابراداد نشان MDR یها

 دیجد یاستراتژ کیبه عنوان  توسانیک وذراتاستفاده از نان

 مطالعات یدر صنعت داروساز ینیو بال یکینیکل یفازها

 در توسانیک نانوذرات یبررس نیهمچن. گردد انجام یشتریب

 یکردهایرو عنوان به تواندیم یاهیگ یهاعصاره با بیترک

 .گردد شنهادیپ ندهیآ الیباکتریآنت
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