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 مقدمه

یک باک ری گرم من ی، م علق به  0کلبسیلا پنومونیه

عنوا  پاتوژ   است که به ان روباک ریاسهخانوادۀ 

های شدید مانند  طلب انسانی باعث ع ونت فرصت

سمی،  ع ونت دس گا  ادراری، مننژیت، پنومونی و سپ ی

طور طبیعی  (. به6، 0شود ) ویژ  در بیمارا  بس ری می به

زایی مرتبط با این باک ری کم است؛ اما  نرخ بیماری

ها، به بروز  توانایی تشکیل بیوفیلم و تجمع باک ری

شود که  بیوتیک منجر می مقاومت آ  به چندین آن ی

(. 8شود ) زا برای باک ری تلقی می یک عامل مهم بیماری

یک بیوفیلم شامل چندین باک ری است که در سطح 

شوند و با یکدیگر و با ماتریکس خارج سلولی  کلنیز  می

ها، اسیدهای نوکلئیک،  تماس دارند و از پروتئین

ها تشکیل شد   ها و سایر ماکرومولکو  اتکربوهیدر

ای از  (. تنظیم ژنی تولید بیوفیلم بر عهدۀ دس ه0است )

پروتئین ساخ اری فیمبریه  mrkDهای مهم است. ژ   ژ 

کند و در شروع اتصا  باک ری به کات ر برای  را کد می

و  treCهای  (. ژ 5، 8، 0تشکیل بیوفیلم مهم است )

sugE گیری  ارید کپسو  که در شکلساک با تنظیم پلی

(. 2گ ارند ) اند، بر تشکیل بیوفیلم اثر می بیوفیلم ضروری

های  های باک ریایی با اس  اد  از مولکو  سلو 

عنوا  کروم  رسا ( شیمیایی که به سیگنالینگ )پیام

شوند، با یکدیگر ارتباط برقرار  سنسینگ شناخ ه می

ند تشکیل بیوفیلم های باک ریایی مان کنند و در فنوتیپ می

های مهم در فرایند  یکی از ژ  LuxSاهمیت دارند. ژ  

های  (. در سا 1کروم سنسینگ و تشکیل بیوفیلم است )

6اخیر، فناوری نانوذرات )
NPهای مهم در  ( یکی از زمینه

ای از مطالعات بود  است. در مطالعات  طیف گس رد 

مهار  های جالبی در میکروبیولوژیکی، نانوذرات عملکرد

اند. یکی از  زا داش ه های مخ لف بیماری میکروارگانیسم

شا   خصوصیات مهم نانوذرات، نسبت سطح به حجم

است که به آنها اجازۀ برقراری ارتباط با ذرات دیگر را 

رسد ماهیت سمی و شیمیایی  (. به نظر می1، 3دهد ) می

با  ها تغییر یاف ه و به ایجاد نانوذرات فلزات با این مکانیسم

خصوصیات مخ لف فیزیکی، حرارتی، شیمیایی، 

، 01مغناطیسی، اپ یکا  و الک ریکی منجر شد  است )

(. نانوذرات فلزی مانند نقر  و طلا از نانوذرات 00

توانند برای هر دو باک ری گرم مثبت و  اند که می مهمی

(. 08، 06گرم من ی خواص ضدباک ری داش ه باشند )

های زیس ی  ی شیمیایی، رو ها امروز  علاو  بر رو 

های سبز  عنوا  رو  برای تولید نانوذرات فلزی به

اند. انواع مخ لف نانوذرات فلزی با  غیرسمی توسعه یاف ه

ها، گیاها  و  خواص ویژ  توسط بسیاری از باک ری

(. اکسیدهای آهن 02-00توانند ساخ ه شوند ) ها می قارچ

های ذخیرۀ  ماند که در سیس  نوعی از اکسیدهای فلزی

های  ها، کاتالیزورها و حامل انرژی، ت ریک سلو 

( یکی از Fe3O4(. مگن یت )01-01دارویی م یدند )

های  نانوذرات اکسید آهن است که توسط باک ری

باسیلوس های  (. سویه60، 61شود ) مغناطیسی تولید می
نیز نانوذرات مغناطیسی  0باسیلوس سوب یلیسو  8سرئوس

 (.68، 66کنند ) یاد تولید میرا در مقادیر ز

مطالعة حاضر بر آ  بود  است تا اثرات نانوذرات 

کلبسیلا های  اکسید آهن را بر تشکیل بیوفیلم جدایه
 های بالینی مخ لف تعیین کند.  در نمونه پنومونیه

 

 ها  مواد و روش
شده:  های کشت جداسازی و شناسایی باکتری

های  نمونة بالینی از بیمارا  در بیمارس ا  801درمجموع، 

های بالینی شامل  آوری شد. نمونه مخ لف تهرا  جمع

سواب زخم، ادرار، خلط و خو ، با سیس م ان قالی کری 
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ها  بلیر به م یط کشت من قل شدند. شناسایی باک ری -

(. 65، 60های اس اندارد انجام شد ) براساس تکنیک

های کاتالاز، اکسیداز،  رم، آزمو آمیزی گ رنگ

آز، اس  اد  از سی رات،  حرکت، اندو  و اور 

های بیوشیمیایی در م یط اکسیداسیو  و تخمیر  آزمایش

( و اکسیداسیو  گلوکز در م یط کشت OF)م یط 

 Krigler Iron)کیولب، کانادا(  کریگلر آیرو  آگار

Agar (KIA) د  های باک ری اس  ا برای شناسایی کلنی

های جداشد   کلنی 16srRNAشدند. سپس توالی 

 بررسی شد.

کلبسیلا های  جدایهآزمایش یساسیت ضدمیکروبی: 

برای حساسیت ضدمیکروبی با اس  اد  از رو   پنومونیه

بررسی شدند. برای  بایر( -ان شار دیسک )تکنیک کربی 

های ضدمیکروبی )پادتن  آزمایش حساسیت از دیسک

گرم(،  میلی 5روفلوکساسین )طب، ایرا ( شامل سیپ

میکروگرم(،  01میکروگرم(، جن امایسین ) 01پنم ) ایمی

 81و س  ریاکسو  ) میکروگرم( 81آمیکاسین )

 اس  اد  شد. میکروگرم(

نانوذرات اکسید نانوذرات اکسید آهن:  MICت یین 

صورت تجاری )مرک،  نانوم ری به 01آهن با اندازۀ 

آنها تهیه شد )شکل  SEMآمریکا( تهیه شدند و تصویر 

های مهارکنند   (. برای شناسایی حداقل غلظت0

(MICs رو  میکروتی ر پلیت براساس رو  اس اندارد ،)

های  پیشنهادی توسط کمی ة اس انداردهای آزمایشگا 

( اس  اد  شد. تکنیک ان شار دیسک برای CLSIبالینی )

به دست آورد  به رین غلظت نانوذر  برای آزمایش 

MIC صورت هالة عدم رشد با  انجام شد و ن ایج به

شد  نشا  داد  شدند. تمام  اس  اد  از نانوذرۀ آماد 

لی ر م یط  میلی 011ها در پلیت میکروتی ر با  چاهک

کشت مولر هین و  براث اس ریل پر شدند. رقت سریالی 

 011نانوذر  در پلیت میکروتی ر، تهیه )به چاهک او  

میکروگرم در  6103با غلظت  میکرولی ر از نانوذر 

میکرولی ر از  011لی ر اضافه شد( و سپس  میلی

سوسپانسیو  میکروبی با غلظت نیم مک فارلند به هر 

درجة  81چاهک اضافه شد. پلیت میکروتی ر در دمای 

عنوا   به MICساعت انکوبه شد.  60گراد به مدت  سان ی

حداقل غلظت نانوذرات تعریف شد که از رشد 

( در م یط کشت ممانعت کلبسیلا پنومونیهها ) یسمارگان

 کند.  می

 

 
عکسبرداری میکروسکوپ الک رونی روبشی از نمونة  -0شکل 

 011شد  در مقیاس  خریداری Fe3O4نانوذرات مغناطیسی آهن 

 نانوم ر

 

به مدت  کلبسیلا پنومونیههای  جدایهتشخیص بیوفیلم: 

گراد در م یط کشت  درجة سان ی 81ساعت در دمای  60

( )کیولب، کانادا( رشد TSBتریپ یک سوی براث )

فارلند رقیق  مک 5/1ها برای تشکیل غلظت  کردند. کلنی

میکرولی ر از سوسپانسیو  باک ری به  61شدند. بعد از آ ، 

اس یرنی اضافه شد  خانة پلی 12های میکروپلیت  چاهک
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 60داش ند و سپس به مدت  TSBمیکرولی ر  031 که قبلا 

گراد انکوبه شد.  درجة سان ی 81ساعت در دمای 

( سه بار شس ه شدند PBSها با م لو  بافر فس ات ) چاهک

نشد  ح ف شوند و سپس در حالت  های م صل تا سلو 

معکوس خشک و با م انو  تثبیت شدند. کریس ا  ویوله 

آمیزی  یقه برای رنگدق 5( به مدت CVدرصد ) 0/1

ها یک بار دیگر  ها اس  اد  شد. بعد از آ ، چاهک پلیت

منظور سنجش میزا  رنگ  شس ه و خشک شدند. به

 611کنندۀ میزا  بیوفیلم بود،  شد  که نمایا  م صل

درصد به هر چاهک  88لی ر اسید اس یک گلاسیا   میلی

نانوم ر با  281( در م دودۀ ODاضافه شد. ج ب نوری )

گیری  تکرار انداز  8( با BioTek, USAدس گا  الایزا )

 ODعنوا  سه ان راف معیار بیش ر از میانگین  به ODcشد. 

بندی ن ایج  کن ر  من ی تعیین شد. چهار گرو  برای طبقه

 ODنشد  ) های م صل در نظر گرف ه شدند؛ ازجمله باک ری

≤ ODcهای با اتصا  ضعیف ) (، باک ریODc <OD ≤ 2 

× ODc6های با اتصا  م وسط ) (، باک ری  ×ODc <OD 

≤ 4 × ODc0های با اتصا  قوی ) ( و درنهایت، باک ری  ×

ODc <OD.) 

با اس  اد  از کیت )پیشگاما ،  DNAبررسی ژنتیکی: 

ایرا ( و با توجه به دس ورالعمل شرکت سازند  اس خراج 

چندگانه تکثیر شدند. پرایمرها  PCRهای هدف با  شد. ژ 

(. 0طراحی شدند )جدو    Gene Runnerافزار نرم با

PCR  ، چندگانه با اس  اد  از مس ر میکس )آمپلیکو

، آمریکا( انجام Bio-Rad) PCRدانمارک( و دس گا  

میکرولی ر م لو  کاری  5/06شد. مخلوط واکنش شامل 

X6 ،0  میکرولی ر DNA  ،میکرولی ر پرایمر و  2/0الگو

میکرولی ر رساند   65میکرولی ر آب، به حجم کلی  0/6

درجة  15به شرح زیر تنظیم شد   PCRشد. شرایط دمایی 

 85دقیقه )مرحلة تقلیب اولیه(،  8گراد به مدت  سان ی

ثانیه  81گراد برای  درجة سان ی 15صورت  چرخه به

ثانیه  01گراد برای  درجة سان ی 53)مرحلة تقلیب(، 

 21گراد برای  درجة سان ی 16رایمرها(، )مرحلة اتصا  پ

گراد  درجة سان ی 16سازی( و سپس  ثانیه )مرحلة طویل

سازی نهایی(. الک روفورز  دقیقه )مرحلة طویل 5به مدت 

درصد برای تشخیص تکثیر ژ  در  0روی ژ  آگارز 

لومیناتور  ترانس UVها، انجام و تصویر با دس گا   نمونه

 )آمریکا( گرف ه شد.
(: cDNAمکمل ) DNAو سنتز  RNAکل استخراج پروت

سینا پیور  RNAاز کیت اس خراج  RNAبرای اس خراج 

با توجه به دس ورالعمل شرکت سازند  اس  اد  شد. 

شد  نیز با دس گا  نانودراپ  اس خراج RNAخلوص 

(2000c ,Thermo Fisher Scientific, USA ارزیابی ،)

-Steps RT-2 با اس  اد  از کیت cDNAو درنهایت، 

PCR های  مالزی( طبق دس ورالعمل -)ویوان یس

 تولیدکنند  ساخ ه شد.

 
 real-time PCRو  PCR شد  در توالی پرایمرهای رفت و برگشت اس  اد  -0جدو  

 (bp)طو  م صو   (5’ -8)’ریورس  (5’ -8)’فوروارد  نام پرایمر

MrkD ACACCACCAACTATTCCCTCG ATGGAACCCACATCGACATTC 661 

TreC GTATCGTGCTGGATATGGTGC TCACGGTAATCGCTGATGCTG 352 

SugE TGGTTCCCAGCGTTATCACCA TCACGATACAGACAAGGCTGG 013 

LuxS ACTTACACCATGCACTCGCTG CAGTTCGTCGTTGCTGTTGATG 11 

16S rRNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG AAGGAGGTGATCCAGCCGCA - 
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برای تجزیه و ت لیل  :luxSگیری سطح بیان ژن  اندازه

با اس  اد  از  luxS ،real-time PCRسطح رونویسی ژ  

 -سایبر گرین، های راکس )امپلیکو   X6م لو  کاری 

 real-time PCR (Appliedدانمارک( و دس گا  

Biosystems, Foster City, USA)  انجام شد. مخلوط

 X 6 ،0میکرولی ر م لو  کاری 01واکنش حاوی 

میکرولی ر از هر  0میکرولی ر پرایمر ) cDNA ،6میکرولی ر 

به حجم کل  RNaseمیکرولی ر آب عاری از  1پرایمر( و 

به این صورت  real-time PCRمیکرولی ر بود. شرایط  61

دقیقه )مرحلة  01د به مدت گرا درجة سان ی 15تنظیم شد  

ثانیه  61گراد برای  درجة سان ی 15چرخه  01تقلیب اولیه(، 

ثانیه )مرحلة  81گراد برای  درجة سان ی 52)مرحلة تقلیب(، 

ثانیه  81گراد به مدت  درجة سان ی 16اتصا  پرایمرها( و 

گیری سطح بیا  ژ   سازی(. برای انداز  )مرحلة طویل

luxS  از رو ،CT (. سطح 62ای اس  اد  شد ) مقایسه

دار برای  عنوا  ژ  خانه به 16SrRNAرونویسی ژ  

 در نظر گرف ه شد. luxSکرد  سطوح کمی نسبی ژ   نرما 

ها  برای تجزیه و ت لیل داد تجزیه و تحلیل آماری: 

 GraphPadو برای ترسیم از برنامة  SPSSافزار  از نرم

Prism  15/1، اس  اد  و 1نسخة>p عنوا  سطح  به

 معنادار آماری تعریف شد.

 

 نتایج
و آزمایش یساسیت  کلبسیلا پنومونیهجداسازی .

سویه  21نمونه، 801در این پژوهش از میا  ضدمیکروبی: 

از  کلبسیلا پنومونیهسویه از مردا (  61سویه از زنا  و  88)

ها شامل ادرار  منابع مخ لف بالینی جداسازی شدند. نمونه

درصد( و خو   08درصد(، زخم ) 60درصد(، خلط ) 51)

های جداشد  کم رین مقاومت  درصد( بودند. باک ری 1)

درصد( و بیش رین مقاومت را به  88/68را به جن امایسین )

درصد( نشا  دادند. جزئیات  88/03س  ریاکسو  )

نشا  داد  شد   6برابر تمام داروها در شکل  مقاومت در

 است.

های مؤثر در تشکیل بیوفیلم و  بررسی یضور ژن.

درصد  22/12حدود : بیوتیکی ارتباط آنها با مقاومت آنتی

را  treCو  mrkDهای  ، ژ کلبسیلا پنومونیههای  جدایه

ها  درصد از جدایه 11درصد و  15دنبا  آ   دارند و به

ها نشا   را داش ند. داد  sugEو   luxSهای ژ ترتیب  به

 کلبسیلا پنومونیههای  در جدایه luxSژ   دادند حضور

داری داشت  فقط با مقاومت جن امایسین رابطة معنی

(p<0.01 همچنین، بین این ژ .)  ها و تشکیل بیوفیلم رابطة

شد  روی ژ  آگارز  داری دید  نشد. قطعات مشاهد  معنی

 اند. داد  شد نشا   8در شکل 

 
 کلبسیلا پنومونیهبیوتیکی در  مقاومت آن ی -6شکل 
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  س و  no taq control(، س و  Template controlبازی، س و  + کن ر  مثبت ) ج ت 011  لدر 0روی ژ  آگارز. س و   PCRقطعات  -8شکل 

no template control ها. نمونه 0تا  0های  ، س و 

 

  با توجه به رو  ان شار آزمایش یساسیت نانوذرات

در برابر  کلبسیلا پنومونیهدیسک، به رین هاله مهار 

م ر( با  میلی 13/00نانوذرات شیمیایی اکسید آهن )

(. 6لی ر بود )جدو   میکروگرم در میلی 652غلظت 

MIC های  یی اکسید آهن برای جدایهنانوذرات شیمیا

 MICت سیر شد.  CLSIبر طبق پروتکل  پنومونیه کلبسیلا

برای نانوذرات  61/082 ± 63/31آمد  شامل  دست به

 شیمیایی اکسید آهن بود.

 

: کلبسیلا پنومونیهتأثیر نانوذرات بر تشکیل بیوفیلم 

کلبسیلا ها براساس توانایی تشکیل بیوفیلم توسط  باک ری
درصد(،  21/62دس ه تقسیم شدند  قوی ) 0به  پنومونیه

درصد( و عدم تشکیل  05درصد(، ضعیف ) 01م وسط )

دهندۀ بیوفیلم  های تشکیل درصد(. جدایه 08/03بیوفیلم )

تأثیر قرار گرف ند.  با نانوذرات شیمیایی اکسید آهن ت ت

های چشمگیری در تشکیل بیوفیلم در این  ت اوت

 (.8ند )جدو  ها یافت شد جدایه

 کلبسیلا پنومونیههاله عدم رشد  -6جدو  

(P) 
 م ر( هاله عدم رشد )میلی

 میانگین ±ان راف معیار 
 نمونه )ترکیب نانوذرات و سیپروفلوکساسین(

 **110/1> 
02512/5 ± 8/01 

55555/5 ± 2388/61 

 سیپروفلوکساسین

 شیمیایی+ سیپروفلوکساسیننانوذرۀ  652غلظت 

 **110/1> 
55555/5 ± 2388/61 

32085/0 ± 1318/00 

 نانوذرۀ شیمیایی+ سیپروفلوکساسین 652غلظت 

 نانوذرۀ شیمیایی 652غلظت 

 **110/1> 
32085/0 ± 1318/00 

02512/5 ± 8/01 

 نانوذرۀ شیمیایی 652غلظت 

 سیپروفلوکساسین

 است.لی ر  غلظت برحسب میکروگرم بر میلی

 است. 10/1دار در سطح  )**( معنی
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 های م  اوت درصد تشکیل بیوفیلم در حضور نانوذرۀ شیمیایی با غلظت -8جدو  

 g/mlµ 20 بدو  نانو توانایی تشکیل بیوفیلم

 غلظت

g/mlµ 063 

 

 غلظت

g/mlµ 652 

 

 22/32%  25%  81%  88/03%  عدم اتصا 

 80/08%  85%  88/83%  05%  ضعیف

 - - 21/80%  01 % م وسط

 - - - 21/62%  قوی

 

کلبسیلا در  luxSاثر نانوذرات بر سطح بیان ژن .

، یک جدایه luxSبرای ارزیابی سطح بیا  ژ  : پنومونیه

بیوتیکی و تشکیل بیوفیلم قوی  با مقاومت بالای آن ی

با نانوذرات  luxSان خاب شد. مشخص شد سطح بیا  ژ  

درصد کاهش یاف ه است که ازنظر  11/03اکسید آهن 

 (.0( )شکل p<0.001شود ) دار تلقی می آماری معنی

 

 
( و تیمارنشد  treatهای تیمارشد  ) دهندۀ بیوفیلم در حالت تشکیل کلبسیلا پنومونیهدر ایزولة  luxSبرای ژ   Real–Time PCRن ایج  -0شکل 

(non treat  با نانوذرات اکسید آهن زیس ی. ژ )16srRNA عنوا  ژ   بهHouse-keeping  .اس  اد  شد  است 

 

 بحث
طلب انسانی  یک پاتوژ  فرصت کلبسیلا پنومونیه

شد  ایجاد  است که ع ونت شدید در بیمارا  بس ری

د جهانی در سیس م مراقبت بهداش ی در کند و تهدی می

(. یک مطالعة قبلی نشا  داد  6، 0شود ) نظر گرف ه می

حدود کلبسیلا پنومونیه ومیر ناشی از ع ونت  است مرگ

علت  درصد در بیمارا  آلود  است و عمدتا  به 51

عنوا  یک  های مقاومت چند دارویی به افزایش فنوتیپ

های بهداش ی تلقی  مراقبتهای  مسئله مهم در سیس م

 (.61شود ) می

پس از افزایش پدیدۀ مقاومت چند دارویی در 

باک ریا   های مخ لف، خصوصیات آن ی باک ری
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های مطالعات  ترین زمینه نانوذرات فلزی یکی از مهم

میکروبیولوژی شد  است. نانوذرۀ اکسید آهن یکی از 

ی ها علت تولید رادیکا  نانوذرات فلزی است که به

بیوتیکی دارد که به شکس ن رش ة  اکسیژ ، خواص آن ی

DNA شد   ساکارید، غیرفعا  شد  پلی ، دپلیمریز

 (.63شود ) ها و پراکسیداسیو  لیپید منجر می آنزیم

حاصل  کلبسیلا پنومونیهجدایه  21در مطالعة حاضر، 

های مخ لف بالینی تجزیه و ت لیل شدند که از  از نمونه

درصد از  36آوری شد  بودند. حدود  ها جمع بیمارس ا 

ها  ها قادر به تشکیل بیوفیلم بودند. تمامی جدایه جدایه

های مرتبط در تشکیل بیوفیلم بررسی  برای حضور ژ 

کلبسیلا های  درصد از جدایه 11شدند. تقریبا  بیش از 
ها را داش ند که برای تشکیل بیوفیلم  این ژ  پنومونیه

ات اکسید آهن سطح بیا  ژ  اند. همچنین، نانوذر مهم

luxS کلبسیلا عنوا  یک ژ  مهم در تشکیل بیوفیلم  را به

داری کاهش دادند. در مطالعة  صورت معنی به پنومونیه

مشابهی ترابی و همکارا  اثر ضدباک ریایی ترکیب 

و  اشریشیاکلیهای  بر باک ری Fe2O3و  MgOنانوذرات 

، ارزیابی و را در م یط مایع س اورئوس اس افیلوکوکو

های هویج، انار و   سپس اثر آنها را همزما  در آبمیو 

صورت جداگانه به رو  کلنی کانت بررسی  سیب به

کردند و نشا  دادند اثر ترکیبی دو نانوذر  باعث کاهش 

. اثر ترکیبی از نانوذرات (1شود ) رشد هر دو باک ری می

اکسید آهن و اکسید منیزیم باعث تخریب غشای سلولی 

و سپس نشت م  ویات داخل سلولی و درنهایت، مرگ 

شود؛ این اثر، مکانیسم اصلی  باک ریایی می های سلو 

(. با توجه به 01-00ضدباک ریایی این نانوذرات است )

رسد فعالیت ضد بیا   ( به نظر می06-1سایر مطالعات )

های دخیل در تشکیل بیوفیلم نوع دیگری از اثرات  ژ 

های ضدباک ریایی آنها  این نانوذرات در روند فعالیت

دنبا  آ ،  ر کاهش انداز  و بهباشد. در مطالعات دیگ

عنوا  عامل افزایش تعداد  افزایش سطح مخصوص به

ترین فاک ورهای  های فعا  روی سطح ذرات، مهم گرو 

اند. در  مؤثر بر افزایش سمیت نانوذرات برشمرد  شد 

توا  ن یجه  ( می68، 66، 1مقایسه با سایر مطالعات )

در این مطالعه شد   نانوم ری اس  اد  01گرفت نانوذرات 

 از فعالیت ضدمیکروبی قوی برخوردارند.

های این مطالعه نشا  دادند باوجود نیاز به  داد 

های بیش ر دربارۀ سمیت سلولی این ذرات،  بررسی

توانند برای کن ر  ع ونت در  نانوذرات اکسید آهن می

های جدید درما  برای  بیمارا  بس ری، طراحی رو 

و  کلبسیلا پنومونیهشد   نیز جلوگیری از ع ونت و کلو

 های مقاوم به چند دارو م ید باشند. همچنین مهار سویه
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