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 چکیده

یکی از مهم بومانیراسینتوباکت کنند.ها ایفا میبیوتیکی باکتریا در مقاومت آنتیافلاکس نقش کلیدی رهای پمپ :سابقه و هدف
آمیز آن ایجاد شده مشکلات فراوانی در درمان موفقت ،بیوتیکیهای آنتیایجاد مقاومت  واسطههای بیمارستانی که بهفونتترین عوامل ع

پنم انجام مقاوم به ایمی بومانیراسینتوباکتهای افلاکس در مقاومت دارویی سویهاست. این مطالعه با هدف تعیین نقش بازدارندگی پمپ
 شد.

ری در نمونه زخم بیماران بست 60از  پنم،مقاوم به ایمی اسینتوباکتربومانیایزوله  13در این مطالعه مقطعی :هامواد و روش
 هاهبیوتیکی با روش انتشار دیسک، تعیین حداقل غلظت بازدارندگی نانوذرآوری شد. الگوی حساسیت آنتیبیمارستان میلاد تهران جمع

ها  با روش کارت بر این پمپ هانانوذرهو اثر مهاری افلاکس ،بررسی فنوتیپی فعالیت پمپ CLSI1با روش براث میکرودایلوشن بر طبق 
 انجام شد. 2اتیدیوم برومایدویل آگار 

پنم بود .اما نانوذره میمقاوم به ای اسینتوباکتر بومانیایمی پنم فاقد اثر ضد میکروبی بر مطالعه حاضر نانو ذره ی آلبومین  در :هایافته
ها % از سویه75اکتری مذکور بودند. دارای اثر مهاری بر ب = µg/ml16، µg/ml 125/0 MIC3  ترتیب باگرم به05/0و 5/0آلبومین 

 مهار کرد. 4ها را در حداقل غلظت اتدیوم بروماید% از سویه37افلکس گرم پمپ5/0آلبومین افلاکس فعال بودند. نانوذره مپدارای پ

های افلاکس % پمپ75توجه به فعالیت چنین با افلاکس باکتری را نشان داد. همبا فعالیت پمپ MIC، ارتباط نتایج گیری:نتیجه
 افلاکس حائز اهمیت است. های پمپپنم طراحی و ساخت مهار کنندهیمقاوم به ایم اسینتوباکتربومانیهای در سویه

  MICنانوذره، افلاکس،، پمپپنممقاوم به ایمی اسینتوباکتربومانی :کلیدی هایهواژ
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی و دوم -  طراحی و ساخت نانو  ...

 مقدمه
پی یافتن دارویی بشر همواره در  ها،از زمان شناخت باکتری

ها نیز ها بوده است و باکتریهای ناشی از آنموثر علیه عفونت
ها دست بیوتیکثر جهت از بین بردن آنتیؤهای مبه مکانیسم

های یش مقاومت دارویی در میان باکترییافتند. امروزه با پیدا
های عفونی با مشکلات یماریزا، درمان این دسته از ببیماری

 . (14)بسیاری مواجه شده است 

طلب، گرم منفی، هوازی، کوکو باسیل فرصتاسینتوباکتربومانی
-ای است که بهترین گونهغیرتخمیری، اکسیداز منفی و شایع

-در عفونت لمعموطور بههای بیمارستانی عنوان عامل عفونت
مایع پلور  های مرتبط با وسایل پزشکی از خون، خلط ، پوست،

های باکتری از طریق زخم این .(19،6،3) و ادرار جدا شده است
-نفسی وارد بدن شده و عامل بیماریها و مجاری تباز، سوند

مننژیت، عفونت دستگاه ادراری،  های مهمی چون پنومونی،
 (.7) شودیهای سوختگی محسوب ماندوکاردیت و عفونت

-مقاومت به اغلب کلاسوز های بردارای مکانیسم اسینتوباکتر
بیوتیکی و نیز توانایی بالایی برای گسترش مقاومت های آنتی

های ف است. تا به امروز برخی از سویهسریع به داروهای مختل
به تمام عوامل ضدمیکروبی موجود مقاوم  اسینتوباکتربومانی

ن بسیار محدود منظور درماثر بهؤی مارو داروهند و از ایناشده
ترین عوامل مرتبط با مقاومت در (. شایع27هستند )

( شامل ژن های MDR5مقاوم به چند دارو ) اسینتوباکتربومانی
،  OXA، کارباپنمازهای نوعAmpC سفالوسپوریناز

ها های افلاکس و اینتگرونپمپ ، [MBLs]متالوبتالاکتامازها
های درمانی در درمان ها از جمله اولین انتخابهستند. کارباپنم

سفانه أهستند. مت اسینتوباکتربومانیهای ناشی از عفونت
های بالینی و محیطی ها بین ایزولهنممقاومت به کارباپ

 ( .36،27)بسیار گزارش شده است  اسینتوباکتر

، خاطر تنوع وسیع سوبستراییهای افلاکس چند دارویی بهپمپ
سینرژیسمی ها ، همراهی و اثر ناشی از افزایش بیان آن هایاثر
اومت نقش مهمی درپدیدار شدن های مقها با دیگر مکانیسمآن

تنها باعث افزایش ها نهاین پمپ (.12دارند ) MDRهای سویه
گردند، بلکه ( میMICحداقل غلظت مهار کننده رشد باکتری )

های در داخل سلول منجر به ایجاد سویهبا کاهش غلظت دارو 
-(. به20) گردندمی هادر باکتری بیوتیکموتانت مقاوم به آنتی

                                                           
5 Multi Drug Resistant 

یافتن  بومانیراسینتوباکتهای افلاکس در دلیل وفور پمپ
 .(2) داروهای جدید علیه این اهداف نوین درمانی اهمیت دارد

ی و ذاتی ها از نظر ایجاد مقاومت اکتسابطورکلی باکتریبه
روند کار میعنوان عوامل درمانی بهنسبت به داروهایی که به

منظور ی بههای(؛ بنابراین بایستی اقدام7) توانایی ژنتیکی دارند
ها، یی انجام گیرد که یکی از این راهکاهش مقاومت باکتریا

 .(26)است ی جدید از منابع طبیعی وصناعی هاکشف دارو

عمیقی  هایهای اخیر فناوری نانو توانسته است تحولدر سال
 (.5) ایجاد کند هادر زمینه پژوهش و تولید محصول

ای در پراکنده شده و یا جامد با اندازهی هایه، ذرهارهنانوذ
دارای  هاره(. این ذ37) ندهستنانومتر  100تا  10محدود 

فرد فیزیکی و شیمیایی نحصر بهسطح ویژه بالا بوده و خواص م
 پذیری و ...ت، بار سطحی، اثر کوانتومی، تجمعها مثل حلالیآن

(. این 25) شان بستگی داردهایهاندازه، شکل و غلظت ذر( به 4)
ح سمیت را ترین سطحیات و اکوسیستم پاییندر چرخه  هاهذر

این مواد برای مبارزه با  اند. لذا استفاده ازاز خود نشان داده
 (.2) اشدمناسبی ب تواند انتخابزا میهای بیماریمیکروب

نیز بیوتیک نوآنتینادر حال حاضر نانوتکنولوژی در زمینه 
 کاری در اندازه ودستوسیله سودمند است. این تکنولوژی به

 (.1) شودکرد این مواد میمقیاس باعث افزایش عمل

تر ثرؤسیلین در درمان سالمونلا مپیآم یهانانوذرهطور مثال به
موجب  B آمفوتریسین یهانانوذره(. 34) از خود دارو بودند

  (.33) دارو شدند کاهش نفروتوکسیسیته این

سیلین اثر بسیار خوبی بر روی حاوی آمپی هانانوذرهچنین هم
های بدون تیموس در موش عفونت لیستریوزیس ایجاد شده

 (.35) داشتند

-های قویبیوتیکها به آنتیسفانه با افزایش مقاومت باکتریأتم
 ها را تهدیدی جان انسانهای عفونتر، خطر افزایش بیماری

-العه با هدف سنتز نانودارو و بهدر نتیجه این مط (.29) کندمی
ترین همعنوان یکی از مافلاکس بهگیری آن برای مهار پمپکار 

 انجام شد. ،هابیوتیکی در باکتریعوامل مقاومت آنتی

 روش کار
-تا دی 1395ماه ماه از مرداد 6در این مطالعه مقطعی که طی 

های بیماران بستری در بخشها از انجام شد، نمونه 1395 ماه

آوری شد. برای جداسازی مختلف بیمارستان میلاد تهران جمع
های اسی بالینی ایزولهشنها در آزمایشگاه میکروبباکتری

 های بیوشیمیاییبا استفاده از آزمون اسینتوباکتربومانی
بررسی مقاومت  منظوراستاندارد شناسایی شدند؛ سپس به

بیوگرام به پنم تست آنتیداروی ایمی دارویی این باکتری به
 بیوتیک انجام شد.برای این آنتی (11) روش دیسک دیفیوژن

های کارباپنم و با توجه به بیوتیکآنتیتر دلیل اهمیت بیشبه
پنم بیوتیک ایمیباکتری مذکور نسبت به آنتی تازگیبهاینکه 

 مقاومت دارویی ایجاد کرده است، این مطالعه بر
 متمرکز شد. 6پنممقاوم به ایمی اکتربومانیاسینتوب

 (24) هانانوذرهسنتز  – 1

 ای شدن سادهبا استفاده از روش توده هانانوذرهتشکیل 
(desolvation.انجام شد ) 

 7آلبومین هایهسنتز نانوذر –الف 

 05/0و  5/0)مرک آلمان( با دو مقدار  8سرم آلبومین گاوی
مولار کلرید میلی 10محلول  cc10در  گرم در دو بشر مجزا

نرمال  1/0( حل شد و با استفاده از محلول NaCl) سدیم
رسانده شد.  9محلول به  PH( NaOH) هیدروکسید سدیم

عنوان ضد حلال به محلول پروتئین بعد اتانول بهدرمرحله 
با افزودن گلوتار  هانانوذرهاضافه شد. پس از تشکیل 

-تثبیت شدند و عمل اختلاط به هاه)مرک آلمان( ذر9آلدهید
 زن مغنناطیسی انجام شد.ساعت توسط هم 24مدت 

با دور  (VISION) دارسازی از سانتریفیوژ یخچالبرای خالص
0rpm 14500دقیقه استفاده شد. 15مدت هب 

-)نانو داروی ایمی ایمی پنم -سنتز نانوذره آلبومین –ب 
 (10پنم

میلی لیتر از محلول  5در  سرم آلبومین گاویگرم از  1/0ابتدا 
)شرکت سیگما(، در دمای اتاق انکوبه شد.  11پنمآبی دارو ایمی

به محلول اضافه شد و  عنوان ضد حلالاتانول به cc 5/0سپس 
-دار ریخته شد. این محلول بههای آزمایش در پیچداخل لوله

                                                           
6 Imipenem Resistant Acinetobacter baumannii 
7 Albumin Nano Particles 
8 Bovine Serum Albumin 
9 Glutaraldehyde 
10 Imipenem Nano Drug 
11 Imipenem 

 2سانتریفیوژ شد؛ سپس  rpm 550دقیقه با دور  2مدت 
دقیقه  30مدت محلول آبی دارو اضافه و به گر ازلیتر دیمیلی

با افزودن گلوتار آلدهید  زن مغناطیسی  قرار داده شد.روی هم
 تثبیت شدند. هاهذر

زن مغناطیسی ساعت توسط هم 24مدت ل اختلاط بهعم 
 انجام شد.

 VS-15000CFN) دارسازی از سانتریفیوژ یخچالبرای خالص
II)  با دور rpm12000 دقیقه استفاده شد. 10مدت به 

 تهیه سوسپانسیون باکتری -2

 فارلندمک 5/0میکروبی استاندارد براساس سوسپانسیون 
این صورت ( تهیه شد بهباکتریCFU/ML 108×5/1 )معادل 

 که:

 1 در پنممقاوم به ایمی اسینتویاکتربومانی ازباکتریچند کلنی 
-درجه 25در  و شدلیتر سرم فیزیولوژی استریل حل میلی

صورت چشمی و آن هم بهکدورت  سپس ؛شدگراد انکوبه سانتی
سنجیده ( JENWAY 6305)هم با دستگاه اسپکتروفتومتر

 شد.

 شد.  انجام FTIRبا استفاده از دستگاه  هاهبررسی تشکیل نانوذر

  هاهبررسی اثر ضدمیکروبی نانوذر –3

به طریق  MICبررسی اثر ضدمیکروبی با استفاده از روش 
 میکرو براث دایلوشن انجام شد.

طریق روش سنجش تعیین حداقل غلظت مهارکننده به
)مرک  براث ث با استفاده از محیط کشت مولر هینتونامیکروبر
 5/0سوسپانسیون  ( و ANPsو IND، مواد ضدمیکروبی)آلمان(

مک فارلند طبق کمیته بین المللی استانداردهای آزمایشگاه 
 د. انجام ش (NCCLS)بالینی 

ها برطبق دستور کار انستیتو های محاسباتی رقتروش
هایی با رقتکه ابتدا صورتبه اینانجام شد  2012پاستور

ضدمیکروبی  مواداز  (µg/ml 5/2،1280،160،20) غلظت نهایی
 4،از  (µg/ml512-0625/0)بعدی رقت  14 پس از آن تهیه و

های داخل میکروتیوب هاه)تمامی مرحلشد. تهیه  اولیه رقت
  .(انجام شداستریل 

 ماده ضدمیکروبی ثانویه رقت 14 میکرولیتر از هر 100سپس 
 100و شد ریخته ای خانه 96های میکروپلیت داخل چاهک
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آوری شد. برای جداسازی مختلف بیمارستان میلاد تهران جمع
های اسی بالینی ایزولهشنها در آزمایشگاه میکروبباکتری

 های بیوشیمیاییبا استفاده از آزمون اسینتوباکتربومانی
بررسی مقاومت  منظوراستاندارد شناسایی شدند؛ سپس به

بیوگرام به پنم تست آنتیداروی ایمی دارویی این باکتری به
 بیوتیک انجام شد.برای این آنتی (11) روش دیسک دیفیوژن

های کارباپنم و با توجه به بیوتیکآنتیتر دلیل اهمیت بیشبه
پنم بیوتیک ایمیباکتری مذکور نسبت به آنتی تازگیبهاینکه 

 مقاومت دارویی ایجاد کرده است، این مطالعه بر
 متمرکز شد. 6پنممقاوم به ایمی اکتربومانیاسینتوب

 (24) هانانوذرهسنتز  – 1

 ای شدن سادهبا استفاده از روش توده هانانوذرهتشکیل 
(desolvation.انجام شد ) 

 7آلبومین هایهسنتز نانوذر –الف 

 05/0و  5/0)مرک آلمان( با دو مقدار  8سرم آلبومین گاوی
مولار کلرید میلی 10محلول  cc10در  گرم در دو بشر مجزا

نرمال  1/0( حل شد و با استفاده از محلول NaCl) سدیم
رسانده شد.  9محلول به  PH( NaOH) هیدروکسید سدیم

عنوان ضد حلال به محلول پروتئین بعد اتانول بهدرمرحله 
با افزودن گلوتار  هانانوذرهاضافه شد. پس از تشکیل 

-تثبیت شدند و عمل اختلاط به هاه)مرک آلمان( ذر9آلدهید
 زن مغنناطیسی انجام شد.ساعت توسط هم 24مدت 

با دور  (VISION) دارسازی از سانتریفیوژ یخچالبرای خالص
0rpm 14500دقیقه استفاده شد. 15مدت هب 

-)نانو داروی ایمی ایمی پنم -سنتز نانوذره آلبومین –ب 
 (10پنم

میلی لیتر از محلول  5در  سرم آلبومین گاویگرم از  1/0ابتدا 
)شرکت سیگما(، در دمای اتاق انکوبه شد.  11پنمآبی دارو ایمی

به محلول اضافه شد و  عنوان ضد حلالاتانول به cc 5/0سپس 
-دار ریخته شد. این محلول بههای آزمایش در پیچداخل لوله

                                                           
6 Imipenem Resistant Acinetobacter baumannii 
7 Albumin Nano Particles 
8 Bovine Serum Albumin 
9 Glutaraldehyde 
10 Imipenem Nano Drug 
11 Imipenem 

 2سانتریفیوژ شد؛ سپس  rpm 550دقیقه با دور  2مدت 
دقیقه  30مدت محلول آبی دارو اضافه و به گر ازلیتر دیمیلی

با افزودن گلوتار آلدهید  زن مغناطیسی  قرار داده شد.روی هم
 تثبیت شدند. هاهذر

زن مغناطیسی ساعت توسط هم 24مدت ل اختلاط بهعم 
 انجام شد.

 VS-15000CFN) دارسازی از سانتریفیوژ یخچالبرای خالص
II)  با دور rpm12000 دقیقه استفاده شد. 10مدت به 

 تهیه سوسپانسیون باکتری -2

 فارلندمک 5/0میکروبی استاندارد براساس سوسپانسیون 
این صورت ( تهیه شد بهباکتریCFU/ML 108×5/1 )معادل 

 که:

 1 در پنممقاوم به ایمی اسینتویاکتربومانی ازباکتریچند کلنی 
-درجه 25در  و شدلیتر سرم فیزیولوژی استریل حل میلی

صورت چشمی و آن هم بهکدورت  سپس ؛شدگراد انکوبه سانتی
سنجیده ( JENWAY 6305)هم با دستگاه اسپکتروفتومتر

 شد.

 شد.  انجام FTIRبا استفاده از دستگاه  هاهبررسی تشکیل نانوذر

  هاهبررسی اثر ضدمیکروبی نانوذر –3

به طریق  MICبررسی اثر ضدمیکروبی با استفاده از روش 
 میکرو براث دایلوشن انجام شد.

طریق روش سنجش تعیین حداقل غلظت مهارکننده به
)مرک  براث ث با استفاده از محیط کشت مولر هینتونامیکروبر
 5/0سوسپانسیون  ( و ANPsو IND، مواد ضدمیکروبی)آلمان(

مک فارلند طبق کمیته بین المللی استانداردهای آزمایشگاه 
 د. انجام ش (NCCLS)بالینی 

ها برطبق دستور کار انستیتو های محاسباتی رقتروش
هایی با رقتکه ابتدا صورتبه اینانجام شد  2012پاستور

ضدمیکروبی  مواداز  (µg/ml 5/2،1280،160،20) غلظت نهایی
 4،از  (µg/ml512-0625/0)بعدی رقت  14 پس از آن تهیه و

های داخل میکروتیوب هاه)تمامی مرحلشد. تهیه  اولیه رقت
  .(انجام شداستریل 

 ماده ضدمیکروبی ثانویه رقت 14 میکرولیتر از هر 100سپس 
 100و شد ریخته ای خانه 96های میکروپلیت داخل چاهک
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی و دوم -  طراحی و ساخت نانو  ...

 100فارلند که میکرولیتر هم از سوسپانسیون باکتری )نیم مک
در نهایت حجم هر  ،ه شدبرابر رقیق شده( به هر چاهک اضاف

ساعت  18 -24مدت بهمیکروپلیت میکرولیتر شد.  200چاهک 
  .گذاری شدخانهگرمگراد سانتیدرجه 37دمای در 

-anthos 2020)دستگاه الایزابا میزان کدورت )رشد باکتری( 
GF2255011)  د.شسنجیده 

 ربا 3صورت ها تست میکرو دایلوشن بهمورد هر یک از رقتدر
 .تکرار صورت گرفت

µl100  باکتریاز سوسپانسیون میکروبی رقیق شده 
عنوان کنترل مثبت و به پنممقاوم به ایمیاسینتوباکتربومانی 

µl100  از رقتµg/ml512 عنوان کنترل مواد ضدمیکروبی به
 منفی در نظر گرفته شد.

-که مانع رشد باکتری ماده ضدمیکروبی ترین غلظتی از پایین
 .گردیدیادداشت  MICعنوان شد به

اده از روش افلاکس با استفبررسی فنوتیپی پمپ -4
 اتیدیوم بروماید -کارت ویل آگار

-پلیتروی  بر پنممقاوم به ایمیبومانی رسینتوباکتا یهاسویه
 mg/l) فاوتمتهای غلظت ویحا )مرک آلمان( TSA12 های

2-0 ) EtBr  )37ساعت در دمای  16ت مدبه)شرکت سیگما 
. میزان فلوروسنت هر گذاری شدندخانهگرم گراددرجه سانتی

 VILBER LOURMAT)جدایه با دستگاه ژل داکت
B.P.66 TORCY-Z.I.SUD) (22) شدگیری اندازه. 

کشت  ،محیط رکنا سمت به محیط مرکزاز  خط یک رتصوبه
 .(1تصویر ) شدندداده 

کنترل ان عنوبه ATCC19606استاندارد  اسینتوباکتربومانی 
 (.23) مثبت در نظر گرفته شد

: تریپتیک سوی آگار + اتیدیوم )هر پلیت )محیط کشت
مقاوم به  بومانیراسینتوباکتسویه از باکتری  8( شامل 13بروماید

 پنم بود.(ایمی

 این روش به دو صورت انجام شد:

 بدون عامل ضدمیکروبی –الف 

                                                           
12 Tryptic soy agar 
13 Ethidium Bromide  

فارلند( بر روی نیم مک  )مطابق IRAسوسپانسیون باکتری 
کشت داده  EtBrهای متفاوت با غلظت  TSAمحیط کشت 

 شد .

 با عامل ضدمیکروبی –ب 

 )مطابق IRAمیزان مساوی از سوسپانسیون میکروبی باکتری  

 و INDضدمیکروبی ) موادفارلند( با رقت مشخصی از نیم مک
gr 5/0 ANP )ها کشت داده شد.مخلوط و بر روی این محیط 

 
 اتیدیوم بروماید -ارت ویل آگار:روش ک1 تصویر

 هایافته
 (FT-IR)سنجی فروسرخ طیف

هـای عـاملی مختلـف، دارای جـذب در -که گـروهجااز آن
-FTسنجیف هـای مشخصـی هسـتند، بنابراین طیفرکـانس

IR  ای مناسـب بـرای تعیـین ساختار و عنـوان وسـیلهبـه
 .(13) شودساختاری در بیوپلیمرها معرفی می هایتغییر

در این پژوهش،  FT-IR هدف اصلی از آنالیز طیف سنجی
 آلبومین هانانوذرهپنم و میهای عاملی داروی ایشناسایی گروه

پنم )ساختار ایمی -آلبومینو سپس تشخیص تشکیل نانوذره 
 بود.جدید(

و  (ROH) مربوط به گروه عاملی الکلهای وجود پیک
-ایمی -آلبومین و نانوذره آلبومین هایهها در نانوذرآروماتیک

های عاملی کربوکسیل های مربوط به گروهپیک، پنم

(RCOOH)  و(CH )پنم؛ ایمی -در دارو و نانوذره آلبومین
یید کرد. در أپنم را تایمی -گیری درست نانوذره آلبومینشکل

مربوط به گروه  1121ضمن مشاهده پیک جدید با عدد موج 
ای با تشکیل مادهنشان دهنده (  NH2 یا NH)عاملی آمین 

 .(2)تصویر پنم( بودایمی -آلبومینساختار جدید )نانو ذره 

پنم فاقد اثر مهاری بر باکتری ایمی -نانوذره آلبومین
)با توجه به کنترل  بودپنم اسینتوباکتربومانی مقاوم به ایمی

 اثر =µg/ml 125/0 MIC گرم با5/0مثبت(. نانوذره آلومین 
 µg/ml گرم با 05/0تری نسبت به نانوذره آلبومین مهاری بیش

16 MIC= (1نمودار ) داشت. 

ها بر طبق فلورسانس گسیلی به سه دسته ایزولهCW در روش
-پمپ ،اتیدیوم برومایدهای کم در غلظت. )شوندتقسیم می

در نتیجه اتیدیوم بروماید را از خود بود افلاکس باکتری فعال 
. )بدون دشها دیده نیهدور کرده رنگ قرمزی روی سو

میزان اتیدیوم  با افزایشتدریج اما به فلورسانس گسیلی(
این میزان اتیدیوم  قادر به خارج کردنافلاکس بروماید پمپ

ها دیده رمز روی سویهدر نتیجه رنگ ق نبود؛ از باکتریبروماید 
 )گسیل فلورسانس(. شد

CW-گسیل  هایی که)بدون سیستم ایفلاکس فعال(: ایزوله
دهند. ( نشان می5/1-0) mg/l EtBr فلورسانس را در غلظت

 .ها در این دسته قرار نگرفتندیک از سویههیچ

CW+/-: هایی که گسیل فلورسانس را در غلظت ایزولهmg/l 
EtBr )2-5/1 )ها در این دسته قرار % سویه25دهند. می نشان

 گرفتند.

CW+ هایی که گسیل )سیستم ایفلاکس فعال(: ایزوله
% 75دهند. نشان می mg/l EtBr  5/2فلورسانس را تنها در

 .(31) ها در این دسته قرار گرفتندسویه

افلاکس فاقد اثر مهاری بر پمپ پنمایمی -نانوذره آلبومین
بود )مشاهده رنگ  پنماسینتوباکتربومانی مقاوم به ایمیباکتری 

-پمپ گرم 5/0 نانوذره آلبومینقرمز )گسیل فلورسانس( ؛ اما 
 EtBr mg/l 5/0-0ها را در حداقل غلظت % سویه37افلاکس 
 مهار کرد.

 بحث

ترین عنوان یکی از مهمهای افلاکس فعال بهامروزه پمپ
ها در بیوتیکاکتسابی آنتیهای مقاومت ذاتی و مکانیسم
 .(16)ند هستها مطرح باکتری

تربومانی مقاوم به اسینتوباکهای هیاز سو%75در این مطالعه 
-آلبومیننانوذره افلاکس فعال بودند. پمپ یدارا پنمایمی
 مذکور بود و یهاهیافلاکس سوبرپمپ یفاقد اثر مهار پنمایمی

% 37افلاکس پمپ =µg/ml 125/0 MICا ب گرم 5/0نانوذره 
 .مهار کرد EtBrهای مورد مطالعه رادر حداقل غلظت سویه

افلاکس با اثر باکتریواستاتیکی ماده این نتایج ارتباط مهار پمپ
افلاکس باعث عبارتی مهار پمپبه دهد.ضدمیکروبی را نشان می

و افزایش قدرت باکتریواستاتیکی و یا  MICکاهش 
 شود.باکتریوسایدی ماده ضدمیکروبی می

-غیرفعال کردن پمپ 1392در سال  Gholamiدر مطالعه 
% 7را در  PAβN،14 MIC وسیله به IRAهای افلاکس سویه

 .(15)کاهش داد برابر  64تا  4ها از سویه

Ruzin های بالینی با مطالعه ایزوله2010ران در سال و همکا
داری میان ند که ارتباط معنینشان داد اسینتوباکتربومانی
 کنی(. 17)وجود دارد  MICافلاکس و میزان میزان بیان پمپ

در  MICنشان دادند که میزان  1387آسا و همکاران در سال 
های افلاکس در سویهه مهارکننده پمپحضور ماد

ارستانی شهر تهران ای بیمهجداشده از نمونه اسینتوباکتربومانی
 (.30) یابدکاهش می

Zhu نشان دادند که مقادیر  2017همکاران در سال وMIC  در
پنم، آمیکاسین و های حساس به داروی ایمیتمامی سویه

افلاکس باکتری نیتلمایسین با افزودن ماده مهارکننده پمپ
(CCCP15)  کاهش قابل توجهی ندارد. که نشان دهنده

-ها است این در حالیافلاکس در این سویهفنوتیپ منفی پمپ
های مقاوم به آمیکاسین و نیتلمایسین در است که در سویه

 MICهای مورد مطالعه کاهش مقدار % سویه90بیش از 
پنم کاهشی در های مقاوم به ایمیمشاهده شد اما در سویه

 (.38) نشدمشاهده  MICمقدار 

Dal  های در ترکیه اثر مهار کننده 2014در سالPAβN  و
NMP  را بر روی ژنAde B  اسینتوباکتربومانی جدایه 40در 

 دکر ملاحظهداد و  ارقر سیربرردمو مختلف ینتیبیوتیکهاآو 
                                                           

 فنیل آرژنین بتا نفتیل آمید 14
15 carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 
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(RCOOH)  و(CH )پنم؛ ایمی -در دارو و نانوذره آلبومین
یید کرد. در أپنم را تایمی -گیری درست نانوذره آلبومینشکل

مربوط به گروه  1121ضمن مشاهده پیک جدید با عدد موج 
ای با تشکیل مادهنشان دهنده (  NH2 یا NH)عاملی آمین 

 .(2)تصویر پنم( بودایمی -آلبومینساختار جدید )نانو ذره 

پنم فاقد اثر مهاری بر باکتری ایمی -نانوذره آلبومین
)با توجه به کنترل  بودپنم اسینتوباکتربومانی مقاوم به ایمی

 اثر =µg/ml 125/0 MIC گرم با5/0مثبت(. نانوذره آلومین 
 µg/ml گرم با 05/0تری نسبت به نانوذره آلبومین مهاری بیش

16 MIC= (1نمودار ) داشت. 

ها بر طبق فلورسانس گسیلی به سه دسته ایزولهCW در روش
-پمپ ،اتیدیوم برومایدهای کم در غلظت. )شوندتقسیم می

در نتیجه اتیدیوم بروماید را از خود بود افلاکس باکتری فعال 
. )بدون دشها دیده نیهدور کرده رنگ قرمزی روی سو

میزان اتیدیوم  با افزایشتدریج اما به فلورسانس گسیلی(
این میزان اتیدیوم  قادر به خارج کردنافلاکس بروماید پمپ

ها دیده رمز روی سویهدر نتیجه رنگ ق نبود؛ از باکتریبروماید 
 )گسیل فلورسانس(. شد

CW-گسیل  هایی که)بدون سیستم ایفلاکس فعال(: ایزوله
دهند. ( نشان می5/1-0) mg/l EtBr فلورسانس را در غلظت

 .ها در این دسته قرار نگرفتندیک از سویههیچ

CW+/-: هایی که گسیل فلورسانس را در غلظت ایزولهmg/l 
EtBr )2-5/1 )ها در این دسته قرار % سویه25دهند. می نشان

 گرفتند.

CW+ هایی که گسیل )سیستم ایفلاکس فعال(: ایزوله
% 75دهند. نشان می mg/l EtBr  5/2فلورسانس را تنها در

 .(31) ها در این دسته قرار گرفتندسویه

افلاکس فاقد اثر مهاری بر پمپ پنمایمی -نانوذره آلبومین
بود )مشاهده رنگ  پنماسینتوباکتربومانی مقاوم به ایمیباکتری 

-پمپ گرم 5/0 نانوذره آلبومینقرمز )گسیل فلورسانس( ؛ اما 
 EtBr mg/l 5/0-0ها را در حداقل غلظت % سویه37افلاکس 
 مهار کرد.

 بحث

ترین عنوان یکی از مهمهای افلاکس فعال بهامروزه پمپ
ها در بیوتیکاکتسابی آنتیهای مقاومت ذاتی و مکانیسم
 .(16)ند هستها مطرح باکتری

تربومانی مقاوم به اسینتوباکهای هیاز سو%75در این مطالعه 
-آلبومیننانوذره افلاکس فعال بودند. پمپ یدارا پنمایمی
 مذکور بود و یهاهیافلاکس سوبرپمپ یفاقد اثر مهار پنمایمی

% 37افلاکس پمپ =µg/ml 125/0 MICا ب گرم 5/0نانوذره 
 .مهار کرد EtBrهای مورد مطالعه رادر حداقل غلظت سویه

افلاکس با اثر باکتریواستاتیکی ماده این نتایج ارتباط مهار پمپ
افلاکس باعث عبارتی مهار پمپبه دهد.ضدمیکروبی را نشان می

و افزایش قدرت باکتریواستاتیکی و یا  MICکاهش 
 شود.باکتریوسایدی ماده ضدمیکروبی می

-غیرفعال کردن پمپ 1392در سال  Gholamiدر مطالعه 
% 7را در  PAβN،14 MIC وسیله به IRAهای افلاکس سویه

 .(15)کاهش داد برابر  64تا  4ها از سویه

Ruzin های بالینی با مطالعه ایزوله2010ران در سال و همکا
داری میان ند که ارتباط معنینشان داد اسینتوباکتربومانی
 کنی(. 17)وجود دارد  MICافلاکس و میزان میزان بیان پمپ

در  MICنشان دادند که میزان  1387آسا و همکاران در سال 
های افلاکس در سویهه مهارکننده پمپحضور ماد

ارستانی شهر تهران ای بیمهجداشده از نمونه اسینتوباکتربومانی
 (.30) یابدکاهش می

Zhu نشان دادند که مقادیر  2017همکاران در سال وMIC  در
پنم، آمیکاسین و های حساس به داروی ایمیتمامی سویه

افلاکس باکتری نیتلمایسین با افزودن ماده مهارکننده پمپ
(CCCP15)  کاهش قابل توجهی ندارد. که نشان دهنده

-ها است این در حالیافلاکس در این سویهفنوتیپ منفی پمپ
های مقاوم به آمیکاسین و نیتلمایسین در است که در سویه

 MICهای مورد مطالعه کاهش مقدار % سویه90بیش از 
پنم کاهشی در های مقاوم به ایمیمشاهده شد اما در سویه

 (.38) نشدمشاهده  MICمقدار 

Dal  های در ترکیه اثر مهار کننده 2014در سالPAβN  و
NMP  را بر روی ژنAde B  اسینتوباکتربومانی جدایه 40در 

 دکر ملاحظهداد و  ارقر سیربرردمو مختلف ینتیبیوتیکهاآو 
                                                           

 فنیل آرژنین بتا نفتیل آمید 14
15 carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 
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 هکنندرمها با اههمر نتیبیوتیکهاآ برخی بیوضدمیکر خاصیت
در  لیو یشیافتهافزا قابلتوجهی یردمقا به کسافلا

شود. تأثیر گیری ملاحضه نمیتغییر چشم یدهازمینوگلیکوآ
ها را درافزایش خاصیت ضدمیکروبی کینولون NMPمهارکننده

 .(8) استگزارش کرده  PAβNتر از بیش

توان به تفاوت ماده میها را فاوت نتایج در این مطالعهت
افلاکس در باکتری، افلاکس، نوع ژن فعال پمپمهارکننده پمپ
تغییر یا از دست  ،اومت توسط داروهای مختلفالقاء متفاوت مق

پذیری غشاء و غیره  نسبت داد. در این مطالعه از دادن نفوذ
IND  وANPs عنوان ماده ضدمیکروبی و مهارکننده پمپبه-

 د.افلاکس استفاده ش

 (.18) دست آمدبه 1970زیستی اولین بار در سال  هایهنانوذر
های پروتئینی روش های نوین تولید نانوذرهیکی از روش

وسیله دانشمندان آلمانی کشف ای است که بهجداسازی مرحله
پذیر بودن در علت زیست تخریببه (. آلبومین10) شد

بودن  های طبیعی، عدم سمیت، در دسترس و ارزانمحصول
شود. پذیر استفاده میهای زیست تخریبتر از سایر نانوذرهبیش

عنوان های فیزیکی و بار سطحی، بهعلت خصوصیتچنین بههم
 (.22گریز در آمده است )حامل مناسبی برای داروهای آب

تنهایی اثر ضمیکروبی در مطالعه حاضر  نانوذره آلبومین به
ما در ترکیب با دارو بهداشت ا IRAبسیار خوبی بر باکتری 

 عنوان حامل فاقد اثر ضدمیکروبی بود.

ها نانوذره 2017و همکاران در سال  Sernaدر مطالعه 
ای را علیه پروتئینی، فعالیت ضدمیکروبی قوی و گسترده

های گرم منفی و مثبت بدون هیچ اثر مضری روی باکتری
همکاران نژاد و (. رحیم32دادند )های پستانداران نشان سلول

های پروتئینی در حدود نشان دادند که نانوذره 1392در سال
nm 100 (. 30برای انتقال دارو مناسب هستند )خلوص بالا  با

Mahal  های نشان دادند که ذره 2014و همکاران در سال
ها فعالیت در ترکیب با نانوذره (zein+BSA)پروتینی 

ها دارند و مواد ضدمیکروبی بسیار خوبی در برابر انواع سویه
  (.21)د هستنزیست محیطی بسیار مهمی 

افلاکس از روش در این مطالعه برای بررسی فنوتیپی پمپ
EtBr-agar CW  .استفاده شد 

Martins هایهای جداگانه در سالو همکاران در طی مطالعه 
زاده و همکاران چنین دشتیهم (22)2013( و 23)2011

افلاکس به بررسی فنوتیپی پمپاین روش ( با 9)1393درسال
 های مختلف باکتریایی مقاوم به دارو پرداختند.در ایزوله

ها روش کارت ویل در کنار تعیین فنوتیپی براساس این مطالعه
های بالینی را در ایزوله MDRافلاکس که فنوتیپ پمپ

کند؛ گری میهای پاتوژن گرم مثبت و منفی میانجیباکتری
-از فعالیت افلاکس را که در نتیجه جهشیک مقایسه سریع 

واسطه پرتودهی مداوم، حذف های ایزوژنیک در آزمایشگاه ) به
ها و یا رشد سویه باکتری در شرایط یک ژن یا گروهی از ژن

 کند.شود، فراهم میو غیره (( ایجاد می PHمختلف ) دما، 

ه در این مطالعه برای اولین بار حضور ماده ضدمیکروبی )نانوذر
گرم (در ترکیب با  5/0پنم و نانوذره آلبومین ایمی -آلبومین

برای بررسی  EtBr-agar CWسوسپانسیون میکروبی در روش 
افلاکس توسط ماده ضدمیکروبی، بررسی فنوتیپی مهار پمپ

 شد.

( mg/l 5/0-0در این بررسی مهار افلاکس در حداقل غلظت )
EtBr های امی پمپدارای اهمیت بود زیرا در این غلظت تم

هستند در نتیجه  EtBrافلاکس قادر به دفع مقدار حداقلی 
ای که بتواند در این غلظت پمپ افلاکس را مهار و ماده

 فلورسانس را گسیل کند مهار کننده خوبی است.

دلیل فعالیت بیوتیکی ممکن است تنها بهاگر چه مقاومت آنتی
به فعالیت  های افلاکس چند دارویی نباشد اما با توجهپمپ

های مورد مطالعه و مهار % سویه75افلاکس در حداکثری پمپ
 5/0توسط نانوذره آلبومین  EtBrها در حداقل غلظت % آن37

 ها توسطعدم مهار پمپ و=µg/ml 125/0  MICگرم با
های همکار ی و ارتباط بیان پمپ ،پنمایمی -نانوذره آلبومین

نادیده گرفته شود. هر  بیوتیکی نبایدافلاکس و مقاومت آنتی
ها و سایر عوامل دخیل از جمله چند بررسی ژنتیکی این پمپ

 های بتالاکتاماز امری ضروری است.آنزیم

 گیرینتیجه
های بالینی سهم افلاکس در مقاومت دارویی تعدادی از سویه
های بیوتیکیکی از عواملی است که بایستی در طراحی آنتی

گر در نظر گرفته شود. چالش اصلی جدید یا هر ترکیب فعال دی
عنوان مانع افلاکس در روش غیر ، کشف ترکیبی است که به

های های افلاکس گونه، طیف وسیعی از سیستماختصاصی
  .(22)د مختلف باکتریایی را هدف قرار ده

 نانوذره آلبومینی مانند هایبا توجه به نتایج این مطالعه ترکیب
فرمولاسیون متفاوت نسبت به داروهای بر اندازه و علاوه که

توانند از سد رایج، قابلیت انحلال در آب را هم دارند و می
های گرم منفی عبور کنند گزینه مناسبی برای دیواره باکتری

 های افلاکس هستند.مهار پمپ

 سپاسگزاری
نویسندگان این مقاله از خانم اسلامی و کارشناسان آزمایشگاه 

دلیل همکاری صمیمانه در قیقات ساوه بهدانشگاه علوم و تح
 اجرا این پژوهش کمال امتنان را دارند.

 فهرست اختصارات:
1) MIC=Minimum inhibitory concentration 

 حداقل غلظت مهار کننده

2)CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute 

 های بالینی و آزمایشگاهیموسسه استاندار

3)TSA=Tryptic soy agar 
4) Imipenem-resistant Acinetobacter baumannii 

مقاوم به ایمی پنم اسینتوباکتر بومانی  

5) Imipenem Nano Drug 
 
 

 ایمی پنم(-نانوداروی ایمی پنم)نانوذره ی آلبومین

6)MDR=Multi drug resistant 
 

 مقاومت چند دارویی

7) ANPs=Albumin Nano Particles 

 آلبومیننانو ذرات 

8)BSA=Bovine Serum Albumin 

 سرم آلبومین گاوی

9)EtBr=Ethidium Bromide 

10)CW=Cartwheel 

11)IMI=Imipenem 
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 نانوذره آلبومینی مانند هایبا توجه به نتایج این مطالعه ترکیب
فرمولاسیون متفاوت نسبت به داروهای بر اندازه و علاوه که

توانند از سد رایج، قابلیت انحلال در آب را هم دارند و می
های گرم منفی عبور کنند گزینه مناسبی برای دیواره باکتری

 های افلاکس هستند.مهار پمپ

 سپاسگزاری
نویسندگان این مقاله از خانم اسلامی و کارشناسان آزمایشگاه 

دلیل همکاری صمیمانه در قیقات ساوه بهدانشگاه علوم و تح
 اجرا این پژوهش کمال امتنان را دارند.

 فهرست اختصارات:
1) MIC=Minimum inhibitory concentration 

 حداقل غلظت مهار کننده

2)CLSI= Clinical and Laboratory Standards Institute 

 های بالینی و آزمایشگاهیموسسه استاندار

3)TSA=Tryptic soy agar 
4) Imipenem-resistant Acinetobacter baumannii 

مقاوم به ایمی پنم اسینتوباکتر بومانی  

5) Imipenem Nano Drug 
 
 

 ایمی پنم(-نانوداروی ایمی پنم)نانوذره ی آلبومین

6)MDR=Multi drug resistant 
 

 مقاومت چند دارویی

7) ANPs=Albumin Nano Particles 

 آلبومیننانو ذرات 

8)BSA=Bovine Serum Albumin 

 سرم آلبومین گاوی

9)EtBr=Ethidium Bromide 

10)CW=Cartwheel 

11)IMI=Imipenem 
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 میانگین MIC انحراف معیار

 MIC: مجموعه نمودارهای 1نمودار
(a)  گرم 05/0نانوذره(b)  گرم  5/0نانوذره(c) پنمایمی -نانوذره آلبومین 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 FTIRهای : مجموعه طیف2 ریتصو

(a)BSA ,(b) ANP 0.05gr, (c) ANP 0.5gr, (d) IMI, (e) IND                        

(d)
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 EtBr-agar CWروش  به IRA هایکس سویهنتایج بررسی پمپ افلا: 3 ریتصو

            افلاکس است.افلاکس و نبود آن بیانگر فعالیت پمپیانگر گسیل فلورسانس و مهار پمپمتعلق به یک سویه است. رنگ قرمز بهر خط رشد 

         (a بدون عامل)( ضدمیکروبیb                                                                                                          با عامل ضدمیکروبی )                                                                                                                                                     

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 1.5 1 0.5 0 EtBr (mg/l) 

     
IRA 

a 

1.5 0.5 0.25 0 EtBr (mg/l) 

    
IRA+ANP 0.5gr 

 

    
IRA +IND 
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