
Pejouhesh dar Pezeshki (i.e., Research in Medicine)                                                  Original Article 

The Quarterly Journal of School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences                                                                 2022; Vol. 46; No. 2 

Effect of silver nanoparticles on rmtB gene expression in aminoglycoside 
resistant clinical isolates in Pseudomonas aeruginosa 

Bager Alkhikani1, Farahnaz Molavi1*, Maryam Tehranipoor1 

1- Department of Biology, Islamic Azad University, Mashhad Branch, Iran. 

Received: June 23, 2021; Accepted: December 05, 2021 

 
 
 
 
 
 
 
 
______________________________ 

*Corresponding Author: Farahnaz Molavi; Email: Farahmolavi@gmail.com 
 

Abstract 
Background and Aim: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes widespread infections in 
hospitals. Pseudomonas aeruginosa has become resistant to a variety of antibiotics due to the overuse of antibiotics. One 
type of resistance acquired by this bacterium is resistance to aminoglycoside drugs. The most important mechanism of this 
resistance is the enzymatic inactivation of aminoglycosides by their modifying enzymes. The rmtB gene is involved in this 
resistance and because silver nanoparticles have antibacterial properties, the present study was conducted to evaluate the 
expression level of rmtB gene in Pseudomonas aeruginosa specimens treated with silver nanoparticles. 

Methods: In the current study experimental, 53 samples were collected from 11 laboratories in Mashhad during 1398-1399. 
Samples were identified using standard laboratory methods and specific culture. PCR method was used to evaluate the 
frequency of rmtB gene. In order to evaluate the antibiotic susceptibility pattern of the strains, the disk diffusion method 
based on the CLSI protocol (2018) was used. Silver nanoparticles were made from ginger extract and Real time PCR was 
used to investigate the effect of silver nanoparticles on rmtB gene expression. 

Results: Out of 53 samples of Pseudomonas aeruginosa, 51 samples were resistant to more than two aminoglucosides. 
Phenotypic evaluation of the antibiotic resistance pattern of aminoglucoside-resistant Pseudomonas aeruginosa strains 
showed that 61% were resistant to amikacin, 84% to gentamicin and 23% to tobramycin. Also, out of 53 samples, 76% 
were resistant to all three aminoglycosides. The minimum inhibitory concentration in the agar dilution method for silver 
nanoparticles was up to 500 μg/ml. Molecular analysis showed the presence of rmtB gene in all samples and the result of 
real time PCR analysis showed that the effect of silver nanoparticles on rmtB gene expression was significant (P <0.01). 

Conclusion: There was high resistance to aminoglycoside in samples collected from Mashhad. Silver nanoparticles had a 
significant effect on reducing the expression of rmtB gene (P <0.01). 
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 خلاصه
از  رویهکند. به دلیل استفاده بیها ایجاد میبیمارستان اي درگسترده عفونتطلب است که یک پاتوژن فرصت سودوموناس آئروژینوزا: و هدف سابقه

هاي کسب شده توسط این باکتري، مقاومت به ها مقاوم شده است. یکی از انواع مقاومتبه انواع آنتی بیوتیک سودوموناس آئروژینوزاها، بیوتیکآنتی
هاست. ژن هاي تغییردهنده آنسازي آنزیماتیک آمینوگلیکوزیدها توسط آنزیمترین مکانیسم این مقاومت غیرفعالداروهاي آمینوگلیکوزید است. مهم

rmtB د و به دلیل اینکه نانوذرات نقره خاصیت ضدباکتریایی دارند، هدف این مطالعه ارزیابی سطح بیان ژندر این مقاومت نقش دار rmtB  در
 اند.تحت تیمار نانوذرات نقره بوده اي است کهمقاوم شده سودوموناس آئروژینوزاي هانمونه

ها با استفاده از آوري شدند. نمونهجمع 1398-1399هاي در سال مشهدآزمایشگاه سطح شهر  11 ازنمونه  53 تجربی، در این مطالعه ها:و روش مواد
ارزیابی الگوي  براياستفاده شد.  PCRز روش ا rmtB هاي استاندارد آزمایشگاهی و کشت اختصاصی تعیین هویت شدند. براي بررسی فراوانی ژنروش

ند نقره توسط عصاره زنجبیل ساخته شد ات. نانوذراستفاده شد CLSI)2018( ها، از روش انتشار دیسک بر اساس پروتکلبیوتیکی سویهحساسیت آنتی
هاي مختلف با آزمون کاي میزان مقاومت با آنتی بیوتیک استفاده شد. Real time PCRروش از rmtB نقره بر بیان ژن  اتو براي بررسی اثر نانوذر

 دو قضاوت آماري شد.

بودند. ارزیابی فنوتیپی الگوي مقاومت آنتی بیوتیکی بیش از دو آمینوگلوکوزید مقاوم نمونه به  51آئروژینوزا، سودوموناس نمونه  53از  ها:افتهی
 توبرامایسیندرصد به  23و  درصد به جنتامایسین 84درصد به آمیکاسین،  61نشان داد که آمینوگلوکوزیید مقاوم به  سودوموناس آئروژینوزاهاي سویه

در روش رقت در آگار  بازدارندگیحداقل غلظت شده مقاوم بودند. درصد به هر سه آمینوگلیکوزید بررسی 76نمونه،  53از  همچنین. مقاومت داشتند
 Realها بود و نتیجه بررسی در تمام نمونه rmtBدهنده حضور ژن بررسی ملکولی نشان .بودلیتر میکروگرم بر میلی 500 تا رقت ات نقرهبراي نانوذر

time PCR روي بیان ژن  نقره اتنشان داد که تاثیر نانوذرrmtB  استمعنادار )P<0/01(. 

بیان ژن  کاهش رويات نقره تاثیر معنادار نانوذرآوري شده از شهر مشهد وجود داشت. هاي جمعمقاومت بالایی نسبت به آمینوگلیکوزید در نمونه :يریگجهینت
rmtB داشتند. 

 مشهد. ،ایران، بیوتیکنانوذره؛ آنتیسودوموناس؛  :يدیکلواژگان

 به این مقاله، به صورت زیر استناد کنید:
Alkhikani B, Molavi F, Tehranipoor M. Effect of silver nanoparticles on rmtB gene expression in aminoglycoside resistant 
clinical isolates in Pseudomonas aeruginosa. Pejouhesh dar Pezeshki. 2022;46(2):1-10. 
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 مقدمه
هایی که در بیمارستان به خصوص در بخش ویژه ایجاد عفونت

. )1( شوند یک مشکل اساسی براي کادر درمان هستندمی
هاست. باکتري یکی از عاملان این عفونتسودوموناس آئروژینوزا 
 هاي مختلفی از بدن ماننددر بخش سودوموناس آئروژینوزا

 مفاصل مجاري ادراري، سیستم تنفسی، پوست، استخوان و
ایدز که بیماران دچار به سرطان و کند و در عفونت ایجاد می
هاي معده عفونت سبب است، ها سرکوب شدهسیستم ایمنی آن

). این باکتري سومین عامل عفونت 2( دشومیشدید  و روده
بیمارستانی بعد از استافیلوکوکوس اورئوس و اشرشیا کلی است و 

 طلب است.یک پاتوژن فرصت
سیلین و اکثر مقاومت ذاتی به پنیزا سودوموناس آئروژینو

این باکتري از در واقع  هاي گروه بتالاکتام دارد.وتیکبیآنتی
داراي مقاومت بالایی  وهاي مقاوم بیمارستانی است جمله باکتري

). مقاوم بودن این باکتري 3( هاستبیوتیکآنتی انواع نسبت به
ترین مهمنسبت به شرایط مختلف محیط فیزیکی پیرامون آن، 

حاضر مشکل اصلی ). در حال 4،5( استعامل شیوع عفونت 
هاي ناشی از باکتري سودوموناس آئروژینوزا کنترل عفونت

 پیدایش مقاومت چند دارویی در آن است.
هایی هستند که به ها از جمله آنتی بیوتیکامروزه آمینوگلیکوزید

هاي مهم باکتریایی استفاده صورت گسترده براي درمان عفونت
آمدن مقاومت این  ترین مکانیسم به وجودشوند. از عمدهمی

شدن آنزیم بیوتیک رایج، غیرفعالباکتري نسبت به این آنتی
ست. ا هاي تغییردهنده آمینوگلیکوزیدهاتوسط آنزیم

در کاتیونی هستند که پلی هايآمینوگلیکوزیدها ترکیب
 s30طریق اتصال به زیر واحد ، ازگرم منفی هاي هوازيباکتري

هاي دسته آمینوگلیکوزیدها دارو کنند.اثر می mRNAریبوزومی 
 ، جنتامایسین، کانامایسین، نئومایسین،سینشامل: آمیکا

 هستند و توبرامایسین نتیل مایسین، استرپتومایسین آربکاسین،
هاي هاي گرم منفی پاتوژن قادر هستند که ژنباکتري .)6(

ها را کسب کرده و داراي مقاومت بالا مقاومت به آمینوگلیکوزید
 16S rRNA ژن هفت نوع ها شوند.به انواع آمینوگلیکوزید

methylase ) ArmA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD ,rmtE  و
(NpmA که از آنها  شناسایی شده استrmtB  همانندrrmA, 

rmtA, rmtC, rmtD  وrmtE  سبب متیلاسیون نوکلئوتید در
هاي مقاوم شده ). در این تحقیق نمونه7( شودمی G1405جایگاه 

به آمینوگلیکوزیدها شناسایی شده و تحت تیمار نانوذرات نقره 
 rmtBسنتز شده با عصاره زنجبیل قرار گرفتند. سپس بیان ژن 

 هاي تیمار شده بررسی شد.در سلول

 روش کار
 اسودوموناس آئروژینوز هايجداسازي و شناسایی ایزوله

 ماهه 9در یک بازه زمانی  تجربیاین مطالعه که به صورت 
 جدایه باکتریایی 53. انجام شد شمسی) 1399-1398(

آزمایشگاه تشخیص طبی شهر  11از  سودوموناس آئروژینوزا
آزمایشگاه هاي باکتریایی به آوري شدند. سپس نمونهمشهد جمع

شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشهد منتقل تحقیقات زیست
آگار کشت داده ها در محیط کشت مولرهینتونشدند. ابتدا نمونه
درجه سانتی گراد انکوبه  37ساعت در دماي  24شده و به مدت 

آوري جمع براي شناسایی سودوموناس آئروژینوزا شدند. سپس
م و بررسی ظاهر کلنی از نظر آمیزي گرشده، در کنار رنگ

هاي بیوشیمیایی مختلف شامل بودن، از تستموکوئیدي یا صاف
، تست اکسیداز، 1SIM، 2MB کانکی آگار، رشد در محیط مک

بررسی تحرك، رشد  ،OF ، تست3TSI کاتالاز، واکنش در محیط
( سیمون سیترات آگـار) و رشد در  در محیط ستریمایدآگار

تمامی . هینتون آگار استفاده شد گرادسانتیه درج 42دماي 
). 8شدند ( پیوند خریدارياي کشت از شرکت پارسهمحیط
گلیسرول در دماي  درصد 20حاوي  TSB 4 ها در محیط نمونه

ري شدند. نمونه استاندارد هدانگ گراددرجه سانتی -80
سودوموناس  ،شده در این تحقیقاستفاده

بود که به صورت لیوفیلیزه خریداري   ATCC27853آئروژینوزا
 ). 9( شد

 بیوتیکیتست حساسیت آنتی
و الگوي حساسیت  آمینوگلوکوزیدهابررسی مقاومت به  براي
 6و روش انتشار دیسک 5بیوتیکی از محیط مولر هینتون آگارآنتی

 ین منظوره اب ).10( استفاده شد CLSI 20187 و مطابق با روش
بعد از ایزوله کردن باکتري، مقداري از کلونی باکتري توسط انس 

1 Sulfide Indole Motility 
2 Eosin Methylene Blue 
3 Triple Sugar Iron 
4 Tryptic Soy Broth 
5 MHA 
6 Disk diffusion 
7 Clinical and Laboratory Standards Institute 
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سوسپانسیونی با  برداشته و در سرم فیزیولوژي استریل حل شد و
، سپس با شد فارلند در سرم فیزیولوژي تهیهکدورت نیم مک

اي سترون از سوسپانسیون باکتري به استفاده از سوآب پنبه
هینتون آگار -مولردر سطح محیط  و چمنی صورت یکنواخت

را با  بیوتیکیآنتیهاي پس از چند دقیقه، دیسک شد. تلقیح
استفاده از پنس سترون در سطح محیط کشت قرار داده، سپس 

 24درجه سلسیوس به مدت  37ها در انکوباتور در دماي پلیت
گیري قطر هاله عدم رشد با استفاده ساعت قرار داده شدند. اندازه

فت و با استفاده از جدول استاندارد، وضعیت گر انجامکش از خط
 .شد مشخص هابیوتیکآنتیمقاومت و حساسیت به هر یک از 

هاي داراي الگوي یکسان، در یک گروه قرار گرفتند. ایزوله
تحقیق از شرکت بیوتیک استفاده شده در این  هاي آنتیدیسک

 توبرامایسین ،)µg30( آمیکاسین :پادتن طب تهیه شد و شامل

)µg 10 ،(جنتامایسین )µg 10 بود. براي بررسی سنجش (
حساسیت باکتري ها در برابر نانوذره نقره از سه روش انتشار 
چاهک در آگار، انتشار دیسک در آگار و روش ماکرودایلوشن 

هاي بزرگ) استفاده شد. براي تهیه (روش سري رقت در لوله
سازي سریال از نانوذره نقره، سري رقت از نانوذرات از روش رقت

تهیه   1000ppm، 500، 100،250، 50، 25اي هسري رقت
 24خانه به مدت  96هاي مقاوم در میکروپلیت شده و بر جدایه
 گراد تاثیر داده شد.درجه سانتی 37ساعت در دماي 

نانوذرات نقره به روش سبز و با استفاده از ساخت نانوذره نقره: 
ب در آ یلبپودر زنج عصاره زنجبیل ساخته شد. براي این منظور

سی آب سی 10 زنجبیل هر گرم پودر به ازاي( شدئمقطر حل 
 15 استفده شد) محلول به دست آمده به مدتمقطر استریل 

منتقل شد.  میلی لیتري 50ویال  به سپس جوشانده شد ودقیقه 
 محلول فوقانیشد. سانتریفیوژ  4000با دور  دقیقه 12 این ویال

مجاورت  در ه وشدبه یک پلیت منتقل  حاصل از سانتریفیوژ
ویال  به فیلتر شده عصارهاین لیتر از میلی 10شعله فیلتر شد. 

میکرولیتر از محلول نیترات  10 با ولیتري منتقل شد میلی 50
در  محلول ،بعد از تغییر رنگ مخلوط شد.میلی مولار یکنقره 

به  14000با دور  ریخته شده و میلی لیتريدوهاي میکروتیوپ
محلول  پس از سانتریفیوژ،. شدنددقیقه سانتریفیوژ  10مدت 
میلی لیتر آب دیونیزه یا آب مقطر به دو و  خارج شدهرویی 

این مرحله سه بار دیگر  تکرار شد. اضافه و سانتریفیوژرسوب 
 هاي جداگانه ریختهدر پلیت نهاییرسوب تکرار شد و در انتها 

و پودر نانوذره  شودتا خشک شد  گذاشتهو در محل تاریک  شد

براي بررسی خصوصیت فیزیکی نانوذره به دست . )8( شودآماده 
هاي عکسبرداري میکروسکوپ الکترونی عبوري آمده از روش

، دانشگاه  FTIR )Bruker Tensor(دانشگاه فردوسی مشهد)، 
 XRDآزاد واحد مشهد) و دستگاه طیف سنج پراش پرتو ایکس 

)Explorer GNR.دانشگاه فردوسی مشهد) استفاده شد ، 
براي ارزیابی حساسیت باکتري در برابر نانوذرات نقره از سه روش 
انتشار چاهک در آگار، انتشار دیسک در آگار و روش 

 ). 8( (روش سري رقت در لوله) استفاده شد ماکرودایلوشن
سازي سریال از براي تهیه سري رقت از نانوذرات از روش رقت

، 5/62، 125، 250، 500، 1000هاي نانوذره نقره، سري رقت
 لیتر تهیه شد.میکروگرم بر میلی 75/15و  25/31

بعد از تیماردهی سوسپانسیون  RNAاستخراج  :RNAاستخراج 
با نانوذره نقره (با رقت بعد از حداقل  rmtBباکتري داراي ژن 

  Totalاین کار توسط کیت غلظت بازدارندگی رشد) انجام شد. 

RNA Extraction mini  Kit  .(یکتا تجهیز آزما، ایران) انجام شد
هاي نمونه ارزیابی کمی از طریق روش جذب نوري سپس

  .شد اسپکتروفتومتري بررسی شده استخراج
 ساخته شده RNAمقدار و غلظت  ییدأتپس از  :cDNAساخت 

با استفاده استخراج شده  RNA از cDNA ، ساختدر مرحله قبل
 (یکتا تجهیزآزما، تهران) انجام cDNA Synthesis Kitکیت  از

 .شد
PCR ژن:rmtB  هاي استفاده شده در این پژوهش با پرایمر

و براي سنتز به شرکت سیناکلون ایران  ،فزار الیگو طراحیانرم
به حجم نهایی  PCR-M واکنش  .)1ل (جدو سفارش داده شدند

 PCR (ایران، سیناکلون)میکرولیتر  5/5میکرولیتر شامل  25

master mix 5X  دارايU/µl 05/0 Taq DNA polymerase  ،
Mm 3 MgCl23 ،4 /0 mM  ازdNTPs ،1  میکرولیتر از هر یک

 DNA میکرولیتر ازیک ر، لامیکرومو 8/0از پرایمرها به غلظت 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل با  5/10نانوگرم) و  10( الگو
(اپندورف، آلمان) با برنامه  یانت ترموسایکلراستفاده از گراد

درجه سلسیوس  94 شامل: دناتوراسیون اولیهیک سیکل دمایی، 
 30درجه سلسیوس 94  1شدنواسرشته دقیقه، 15به مدت 

 372ثانیه، طویل شدن 30درجه براي  58 2ثانیه، اتصال پرایمر
درجه  72و یک بسط نهایی  ثانیه 30درجه سلسیوس براي 

1 Denaturation 
2 Annealing 
3 Extension 
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روي ژل PCR  محصول). 8( ددقیقه انجام ش 10سلسیوس براي 
به  TBEدر بافر  DNA Ladder 50bpو در کنار درصد یک  آگارز
 ). 10( انجام شد 100دقیقه در ولتاژ  60مدت 

دقیقه در تانک حاوي  15آمیزي ژل، آن را به مدت  براي رنگ
 Geldocumentبروماید قرار داده و نتایج توسط دستگاه  اتیدیوم

)Genet bio CAT. NO: Q9210نور  ) باUV  .مشاهده شد 
و آزمون  SPSS16افزار  میزان تغییر بیان ژن با استفاده از نرم

One way ANOVA در تمام موارد سطح  .تجزیه و تحلیل شد
 در نظر گرفته شد. p<0.05داري امعن

 Real-time PCRدر  شدهاستفادهپرایمرهاي  -1جدول 

 اندازه
 محصول

)bp( 
 ژن توالی نوکلئوتیدي

200 F′-GTGCGTGTATTCAATCGCCC 
rmtB 

R5′-AAATCCGCCGTACGGTATCC' 
159 F:CCCAACCCTTTTCCTTACTTGC 16S 

RNA R:CATCAACTTCACCTTCACGC 

 Real-time PCRبه وسیله تکنیک سنجش بیان ژن 
از  میکرولیتر با استفاده 20اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیره

 10به صورت زیر انجام شد:  1کیت مخصوص کره جنوبی
 Prime Qmaster mix (2x) with syber green  ،5میکرولیتر از 

، یک میکرولیتر از هر پرایمر، یک Depc waterمیکرولیتر از 
استفاده شد.  cDNAو دو میکرولیتر از  Rox dyeمیکرولیتر از 

چرخه  35در  2ه شمارمطابق جدول اي مورد نظر تکثیر قطعه
 . )8( انجام شد

هاي تیمارشده و کنترل به کمک معادله ها در نمونهدادهآنالیز 
 LightCycler Relativeها و رسم نمودارهاي مربوطه از داده

Quantification Software  .استفاده شد 
با فرض  ΔΔCT-2با روش  rmtBییر بیان ژن غهاي مربوط به تداده
مستقل در دو  Tدرصد و با استفاده از آزمون آماري  100یی آکار

 تحلیل شد.گروه 

 Real-Time PCRمشخصات ترموسایکلر در  -2جدول 

 شماره مرحله (C°)درجه حرارت  مدت زمان

 1 شدن اولیهواسرشته 94 ثانیه 30

1 Genet bio CAT. NO: Q9210 

 2 شدنواسرشته 94 دقیقه 1
 3 اتصال پرایمر 58 دقیقه 1
 4 طویل شدگی 72 دقیقه 1
 5 طویل شدگی نهایی 72 دقیقه 7

 4-2چرخه  35  

 هایافته
هاي سطح نمونه سودوموناس آئروژینوزا که از آزمایشگاه 53تمام 

آوري شدند به عنوان سودوموناس آئروژینوزا جمعد شهر مشه
: ارزیابی فنوتیپی بیوتیکیحساسیت آنتیتایج تست ن یید شدند.أت

مقاوم به سودوموناس آئروژینوزا بیوتیکی الگوي مقاومت آنتی
 توبرامایسیندرصد،  61 آمیکاسین نشان داد کهآمینوگلوکوزیدها 

مقاومت داشتند. بالاترین  جنتامایسیندرصد به  84و  درصد 23
 توبرامایسینمقاومت به جنتامایسین و کمترین مقاومت در برابر 

شده درصد به هر سه آمینوگلیکوزید بررسی  76نمونه  53بود. از 
در  rmtBدهنده حضور ژن بررسی ملکولی نشان مقاوم بودند.
آزمون نشان داد که میزان مقاومت با  ها بود.تمام نمونه

 .)(P<0.01بود هاي مختلف به لحاظ آماري معنادار بیوتیکآنتی
نانوذرات نقره نشان داد که بهترین غلظت کشندگی  MIC نتایج

 µg/ml 500ها توسط نانوذره نقره با غلظت درصدي سلول 50
 50(بهترین غلظت، غلظتی است که توان کشندگی حدود  بود

اند ها که زنده ماندهرا داشته باشد تا با بقیه سلول هادرصد سلول
تمامی ین مطالعه در ا بتوان بخش آنالیز ملکولی را انجام داد).

نتیجه محصول  1شکل شماره  .بودند rmtBها داراي ژن نمونه
PCR  ژنrmtB  200بعد از انجام الکتروفورز است. وجود باند 

 .است rmtBدهنده مثبت بودن از نظر وجود ژن جفت بازي نشان

ضد  فعالیت نقره: ذراتانون باکتریایی ضد خواص بررسی
با مشاهده و  لبیاز عصاره زنج تولیدشدهقره ن اتنانوذر میکروبی

هاي گیري هاله محدودیت رشد باکتري در اطراف دیسکاندازه
هاي تحت آزمایش حاوي محلول نانوذرات نقره براي تمامی نمونه

مشاهده شد و محلول حاوي نانوذرات نقره داراي فعالیت ضد 
 هاي آزمایش بود و هاله قابل تشخیص کهمیکروبی علیه باکتري

حاصل جلوگیري از رشد میکروب توسط نانوذرات نقره است در 
هاي شاهد که عصاره، تمام تیمارهاي اصلی در مقایسه با نمونه

 آب مقطر و نیترات نقره بودند، مشاهده شد.
بررسی  شده:نانوذره نقره سنتز شناسیریخت بررسی

نانو  که داد نشان عبوري الکترونی میکروسکوپ با نانوذره نقره                                                            
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 35/33تا  39/20با اندازه  کرويشکل  بیشتر ،ذرات تولیدي
 هستنداي میله مربعی یاصورت ه نانومتر و تعداد بسیار کمی ب

) با طول موج xrd( نتایج پراش اشعه ایکسهمچنین  ).2(شکل 
1,541874 Å  داشتند و  کروينشان داد که اکثر نانوذرات شکل

که در محدوده  داده شد تشخیصها یک جذبی در آنپ چهار
 شناسایی نانوذرات نقره قرار داشت.

: براي بعد از تیمار با مهارکننده نانوذره نقره rmtBبیان ژن 
 RNAبعد از استخراج  ،rmtBمقایسه اثر نانوذره نقره بر بیان ژن 

صورت کمی در دو گروه سلولی ه بیان ژن ب cDNA و سنتز
منحنی ذوب و منحنی تیمارشده و تیمارنشده با استفاده از آنالیز 

 هاي(شکلاین مرحله هفت تکرار داشت  .تکثیر بررسی شد
هاي در نمونه rmtBمیزان بیان ژن در تمامی تکرارها،  )،4و3

و بر  معنادار داشتتیمارشده نسبت به نمونه تیمارنشده تغییر 
اختلاف آماري  ،آمده از سنجش بیان ژندستاساس نتایج به

 .)P<0.05( وجود داشت گروه بین دومعنادار در بیان ژن در 

 

 
( از چپ به راست:  rmtBنتایج الکتروفورز حاصل تکثیر ژن  -1 شکل

، طول قطعه مورد  rmtBهاي مثبت حاوي ژن مارکر ، کنترل مثبت، نمونه
 .جفت باز است) 200نظر 

 
تصویر میکروسکوپ الکترونی گذاره از نانوذره نقره ساخته  -2شکل 

 .شده

 

 
اطمینان از ) براي Melting curveآنالیز منحنی ذوب ( -3شکل 

که منحنی ژن مورد سنجش  rmtBهاي تکثیرشده ژن بودن قطعهاختصاصی
 .صورت یک قله استه ها با هم منطبق و بدر تمام نمونه

 
بر  Real time PCRنتایج منحنی تکثیر محصول در  -4شکل 

 .حسب سیکل
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هفت سویه  در rmtBنمودار مقایسه میزان بیان ژن  -5شکل 

(سوسپانسیون فاقد  تیمارشده با نانوذرات نقره با نمونه کنترل
 .)P<0.05نانوذرات) (

 بحث

بیوتیکی ارزیابی الگوي حساسیت آنتیتحقیق نشان داد که 
بیش از نمونه به  51 نشان داد کهروش انتشار دیسک  با ها،سویه

مقاومت  بودند. ارزیابی فنوتیپی الگويدوآمینوگلوکوزید مقاوم 
مقاوم به  سودوموناس آئروژینوزاهاي بیوتیکی سویهآنتی

درصد  84درصد به آمیکاسین،  61نشان داد که آمینوگلوکوزید 
از  .مقاومت داشتند توبرامایسیندرصد به  23 و به جنتامایسین

درصد به هر سه آمینوگلیکوزید بررسی شده مقاوم 76نمونه،  53
به آمیکاسین و توبرامایسین  بودند. در مطالعه حاضر مقاومت

مقاومت بالا به  2015کمتر بود، در حالی که در مطالعه سال 
درصد) در  89درصد) و توبرامایسین ( 90آمیکاسین (

). تاکنون در جهان 13( سودوموناس آئروژینوزا گزارش شده است
موفقیت لازم براي کنترل عفونت باکتري سودوموناس آئروژینوزا 

چند دارویی این باکتري،  ). زیرا مقاومت11حاصل نشده است(
). و این 12( کندبیوتیکی را با شکست مواجه میدرمان آنتی

مقاومت دارویی در سودوموناس آئروژینوزا در حال افزایش 
چندر  در نپال توسطکه  2012سال  مطالعه). همچنین 11است(

و به سیپرو  25مقاومت به آمیکاسین  شد،و همکاران انجام 
مقدار مقاومت به که  شدگزارش درصد  75کساسین فلو

در  2014در سال ). 14( استمطالعه حاضر  آمیکاسین کمتر از
درصد، 21را  توبرامایسین و همکاران مقاومت به شیرانی گیلان،

درصد گزارش  97را  جنتامایسین درصد و 11را  آمیکاسین
جنتامایسین و هاي به وجود آمده نسبت به مقاومت ).15( کردند

با نتیجه به دست آمده این تحقیق از این مطالعه توبرامایسین 
میزان ) 89سال ( در اصفهانپور و همکاران مشابه است. کیان

درصد گزارش کردند که مشابه  14/58 را مقاومت به آمیکاسین
و همکاران در ). همچنین شاهچراغی 16( تحقیق حاضر است

سوختگی شهید مطهري درصد  در بیمارستان سوانح 2003سال 
مقاومت نسبت به جنتامایسین آمیکاسین سیپروفلوکساسین 

که در  کردندگزارش  درصد 7/86و  4/93، 7/93 ترتیب به،
 ).17( شودمشاهده می مشابهیمقایسه با مطالعه حاضر مقاومت 

مقاومت به  در باره اینکه چطور باکتري سودوموناس آئروژینوزا
هاي کند مطالعهها را کسب میآمینوگلیکوزیدبیوتیک هاي آنتی

هاي با تولید آنزیم زیادي انجام شده است، سودوموناس آئروژینوزا
هاي با مکانیسم اضافه کردن گروه 1هاتغییردهنده آمینوگلیکوزید

ها، ساختمان بیوتیکاستیل، فسفات یا آدنیل به ساختار این آنتی
). در مقایسه با 18دهد(میها را تغییر و در نتیجه عملکرد آن

سایر آمینوگلیکوزیدها، آمیکاسین و توبرامایسین به طور معمول 
ها هستند و از این رو سوبستراهاي ضعیفی براي این آنزیم

مقابل سودوموناس آئروژینوزا بیوتیکی بهتري را در فعالیت آنتی
دهند. از سوي دیگر، تغییر در ساختار ریبوزوم که مکان ارائه می

هاست و کاهش نفوذپذیري باکتري به این بیوتیکدف این آنتیه
در سودوموناس عوامل ضدمیکروبی از دیگر عوامل مقاومت 

 هاهبا توجه به این مطالع). 19و18( روندبه شمار می آئروژینوزا
در حد  توبرامایسینتوان نتیجه گرفت میزان حساسیت به می

طباطبایی و همکاران اي که توسط . در مطالعهقابل قبولی است
سودوموناس ه انجام شد، اثر ضدمیکروبی جنتامایسین علی

پس از آمینوگلیکوزیدهاي توبرامایسین و آمیکاسین  آئروژینوزا
). درصد 20( قرار داشت که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت ندارد

درصد بود که حدود  76مقاومت چند دارویی در مطالعه حاضر 
). 21( هاي مشابه استارش شده در مطالعهچهار برابر میزان گز

کـه در  2هاي اروپـامرکـز کـنتـرل بیمـاري در اروپا، گزارش
درصـد از  9/33منتشـر شـد نشـان داد کـه  2016سـال 
هاي حداقل به یکی از گروه سودوموناس آئروژینوزا هـايسـویـه

) 22( مقاوم هستندا هضد میکروبی آمینوگلیکوزیدها و کارباپنم
بندي تیپ 1396از سوي دیگر، خسروي و همکاران در سال 

بیوتیک سودوموناس آئروژینوزا را به آنتیسویه مقاوم  66ژنتیکی 
هاي عفونی زخم و سوختگی جداسازي شده بودند، به نمونهکه از 
انجام دادند. در این مطالعه هشت خوشه به  ERIC-PCRروش 

1 AME: Aminoglycosides Modifying Enzyme 
2 ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) 
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داد که الگوي مقاومت . نتایج این مطالعه نشان دست آمد
 ).23هاي مختلف، متفاوت است (بیوتیکی در خوشهآنتی

Warren  سویه  49به بررسی  2011و همکاران در سال
به  CFسودوموناس آئروژینوزاي جداشده از ریه بیماران مبتلا به 

ها را از نظر مقاومنت به پرداختند و سویه rep-PCRروش 
جه گرفتند که میزان جهش و بیوتیک مطالعه کردند و نتیآنتی

ها با قدرت آنها در سازگاري با ریه ها در این سویهانتقال افقی ژن
  ).24ارتباط مستقیم دارد ( CFبیماران مبتلا به 

سودوموناس  هايدهد که ایزولهنتایج مطالعه حاضر نشان می
بیوتیکی بالایی نسبت به مقاومت آنتی، آئروژینوزا

هایی که نسبت به د و در ایزولهآمینوگلوکوزیدها دارن
هاي آمینوگلوکوزید مختلف مقاومت داشتند، بیان بیوتیکآنتی
 مشاهده شد. rmtB ژن

هاي گذشته نشان داده است که نانوذرات فلزي مانند مطالعه
توانند میکروبی می نانوذرات نقره به دلیل داشتن خاصیت ضد

) و نتایج 26،25( ها باشندبیوتیکجایگزینی مناسب براي آنتی
نانوذرات نقره در این  کند.این بررسی این رویکرد را تایید می

تغییر معنادار ایجاد  rmtBهاي پژوهش توانستند روي بیان ژن
 نشان دادند که 2017 سال در همکاران و  Jacoutonکنند. 

 بیماري درمان دراکتریایی  ضد عوامل عنوان به نقره نانوذرات

 از ي بسیاريراب دارویی چند مقاومت شکستندرهم  عفونی، هاي

هاي مطالعه ).27( مفید هستند انسانی پاتوژن هايباکتري
Namasivayam  و  2020و همکارانش در سالMamonova  در

هاي نسل آینده بیوتیکنشان داد که نانوذرات آنتی 2013سال 
). 29،28هستند و نسبت به فلزات سمیت بسیار پایینی دارند(

ید ؤنیز م 2021نتایج تحقیق رشید و همکارانش در سال 
هاي پاتوژن انسانی بوده سودمندي نانوذرات نقره در مهار باکتري

 ).30است(
شان دادند که نانوذرات در همچنین دودي و همکارانش ن

هاي بیوتیکزاي مقاوم به آنتیهاي گرم منفی بیماريباسیل
بتالاکتام با طیف گسترده از جمله سودوموناس آئروژینوزا 

). این نتیجه براي 31( ترین قطر هاله عدم رشد را دارندبزرگ
ها روي مهار باکتري سودوموناس سایر نانوذرات و تاثیر آن

نجام شده است. نانوذرات روي و اکسید روي هم آئروژینوزا ا
) و 33و  32( توانند مانع رشد سودوموناس آئروژینوزا باشندمی

توانند لیتر میمیکروگرم بر میلی 100نانوذرات آهن هم با غلظت 

نقش مهارکنندگی روي باکتري سودوموناس آئروژینوزا داشته 
 ). 34باشند(
ر نشان داده است که نانوذرات هاي اخیهاي زیادي در سالمطالعه

هاي سودوموناس آئروژینوزا که نقره در کنترل عفونت باکتري
 ثر هستندؤاند مداراي مقاومت چند دارویی شده

) و این نتایج با نتیجه تحقیق حاضر 35،36،37،38،39،40(
 همخوانی و مطابقت دارد.

 گیرينتیجه
در باکتري سودوموناس  rmtBاثر نانوذرات نقره بر بیان ژن 
 دهد.را کاهش می rmtBآئروژینوزا موثر است و بیان ژن 

 تشکر و قدردانی
سرکار خانم بهاره سرگزي که درتمام مراحل  از وسیلهبدین -

اند و سرکار خانم فائزه غلامی مشاور طرح بوده ،اجراي پایان نامه
 آزمایشگاه محترم کارشناسان بهار و آقاي علی قرایی و تمامی

 همکاري در تمام مراحل سپاسگزاري برايشناسی  گروه زیست
 .شودمی

 آقاي 161595 نامه شماره پایان از بخشی حاصل مطالعه این -

 رشته ارشد در کارشناسی درجه دریافت براي الخیکانی باقر

آزاد  دانشگاه علوم پایه دانشکده از شناسی سلولی و ملکولیزیست
  .بود مشهداسلامی واحد 
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