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Background: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), a common cause of nosocomial infections, 
has an intrinsic resistance to many antibiotics. Among all the multidrug efflux pumps involved in 
P. aeruginosa drug resistance, MexAB-OprM is the first efflux pump detected to target different 
classes of antibiotics. The present study aimed to determine the antibacterial effect of iron oxide 
nanoparticles (IONPs) and probiotic bifidobacterium bifidum (BB) on MexA gene expression, as an 
important component of the MexAB-OprM multidrug efflux system, in P. aeruginosa isolates of the 
patients referred to major hospitals in Tehran, between 2018-2017.
Materials and Methods: In the present descriptive cross-sectional study, a total of 60 isolates 
of P. aeruginosa were isolated from patients admitted to major hospitals of Tehran, Iran. After 
bacterial identification via biochemical tests, all strains were evaluated for the presence of MexA 
of MexAB-OprM multidrug efflux pump in P. aeruginosa using PCR method. After treatment, broth 
microdilution method and Real-time PCR were used to assess the antimicrobial activity of IONPs 
and probiotic BB and the gene expression level of MexA component, respectively. Changes in MexA 
gene expression were analyzed using the -2 ΔΔCT method and independent t-test.
Results: In the present study, 10 isolates (%16.6) of P. aeruginosa harbored MexA gene. The result 
of MIC testing and gene expression assay showed that IONPs and probiotic BB did not exhibit any 
inhibitory activity against clinical isolates of P. aeruginosa and no change was observed in MexA 
gene expression. 
Conclusion: Considering the chromosomally encoded MexA, it can be used as markers for 
identification of drug resistance of P. aeruginosa as essential elements of an effective infection control 
program. In the view of the inhibitory activity of IONPs and probiotic Bifidobacterium bifidium on 
bacterial growth and the low inhibitory effect of the elements on activity of the MexAb-OprM efflux 
pump, the study of other contributing factors for the development of multi-drug resistance phenotype, 
including various other efflux pumps and mechanisms influencing maintenance of resistance should 
not be ignored.
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بررسی اثر نانو ذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم بر بیان 
ژن جزء MexA سیستم افلاکس پمپ در ايزوله‌هاي سودوموناس آئروژینوزا 
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سابقه و هدف: سودوموناس آئروژینوزا یکی از عوامل مهم بروز عفونت‌های بیمارستانی است و مقاومت ذاتی نسبت به طیف وسیعی از آنتی‌بیوتیک‌ها 
دارد. در میان پمپ های افلاکس مقاومت ضدمیکروبی سودوموناس آئروژینوزا، MexAB-OprM نخستین پمپ‌های افلاکس شناخته شده در مقاومت 
به آنتی‌بیوتیک‌ها محسوب می‌شود. هدف از این تحقیق، تعیین اثر آنتی‌باکتریال نانو ذره اکسیدآهن (IONP) و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم روی 
بیان ژن جزء مهم از این سیستم افلاکس پمپ به نام MexA در ایزوله‌های جدا شده سودوموناس آئروژینوزا از افراد مراجعه‌کننده به بیمارستان‌های تهران 

در بین سال‌های 1396تا 1397 است.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه توصیفی- مقطعی، تعداد 60 سویه سودوموناس آئروژینوزا در مدت شش ماه، از افراد مراجعه‌کننده به بیمارستان‌های تهران 
جمع‌آوری شد. پس از تعیین هویت ایزوله‌ها با استفاده از روش‌های میکروبی/بیوشمیایی، وجود ژن MexA از افلاکس پمپ MexAB-OprM در ایزوله‌های 
  Real time-PCR بررسی شد. پس از تیماردهی مواد مهارکننده، از روش براث میکرودایلوشن و تکنیک PCR جمع‌آوری شده، به صورت مولکولی با روش
به ترتیب برای تعیین اثربخشی نانو ذره اکسیدآهن (IONP) و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم و بیان ژن جزء MexA افلاکس پمپ بر روی باکتری 

مولد آن استفاده شد. داده‌های مربوط به تغییرهای بیان ژن‌ MexA با روش  ΔΔCT -2 با استفاده از آزمون آماري T  مستقل در دو گروه تحليل شدند.
یافته‌ها: از تعداد نمونه‌های بررسی شده که به عنوان باکتری سودوموناس آئروژینوزا تعیین هویت شدند، 10 سویه )6/ 16 درصد( واجد ژن A mex بودند. 
نتایج روش MIC و بیان ژن جزء MexA نشان داد که نانو ذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم فعالیت مهاری و آنتی‌باکتریال پتانسیل 

.(P>0.05) در باکتری سودوموناس آئروژینوزا را دارد MexAB-OprM  ضعیفی برای کاهش عملکرد پمپ افلاکس
نتیجه‌گیری: با توجه به حضور ژن Mex A پمپ افلاکس به صورت کروموزومی در نمونه‌های سودوموناس آئروژینوزا، این فاکتور می‌تواند به عنوان 
مارکر تشخیصی سویه‌های مقاوم باکتری در برنامه‌های کنترل عفونت با استفاده از روش‌های مولکولی درنظر گرفته شوند. با توجه به پتانسل بالای نانو ذره 
 ،MexAB-OprM اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم بر مهار رشد این باکتری و اثر مهاری پایین این مواد مهارکننده بر فعالیت پمپ افلاکس
بررسی سایر عوامل مرتبط با ایجاد فنوتیپ مقاومت چند دارویی از جمله سایر پمپ‌های افلاکس و مکانیسم‌های تکامل مقاومت نباید نادیده گرفته شود.

واژگانك‌لیدی: سودوموناس آئروژینوزا، نانوذره اکسیدآهن، پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدوم، MexA، افلاکس پمپ

تاریخ پذیرش مقاله: 1398/03/12 تاریخ دریافت مقاله: 1397/10/05	

     دور 43، شماره 3، 1398، صفحات 118 تا 123

مقدمه:
ایجاد  دلیل  به  که  است  منفی  گرم  فرصت‌طلب  پاتوژن  آئروژینوزا  سودوموناس 
عفونت‌های تهدیدکننده حیات، عامل عمده بروز مرگ‌ومیر در بیماران با ضعف سیستم 
ایمنی محسوب می‌شود )1, 2(. مقاومت ذاتی و اکتسابی مقاومت چند دارویی به مواد 
با  مرتبط  عفونت‌های  درمان  وخیم‌تر شدن وضعیت  باکتری سبب  در  میکروبی  ضد 
نسبت  مختلفی  مکانیسم‌های  طریق  از  آئروژینوزا  سودوموناس   .)5-3( می‌شود  آن 
به داروهای ضدمیکروبی مقاوم می‌شود که در این میان، مکانیسم‌هاي کروموزومی 
این  غشای  در  افلاکس  مپپ  سیستم‌های  توسط  شده  ایجاد  آنتی‌بیوتیکی  مقاومت 

نوع   12 بیان  پتانسیل  آئروژینوزا  است)6(. سودوموناس  گزارش شده  میکرورگانیسم 
 Mex-Type Multidrug Resistance عنوان  با  دارویی  چند  مقاومت  تراوشی  پمپ 
MexAB-oprM، MexXY- را دارد. از این میان پنج پمپ به نام‌های  Efflux Pump

عوامل  مهم‌ترین  از   MexJK-oprM و   oprM، MexEF-oprN، MexCD-oprT
مقاومت به آنتی‌بیوتیک‌ها به شمار می‌روند)7(. 

و  سلول  از  میکروبی  ضد  ترکیب‌های  خروج  سیستم  مهم‌ترین   MexAB-oprM
پم‌پها کـه  برخلاف سایر  و  است  آئروژینوزا  در سودوموناس  دارویی  ذاتی  مقاومت 
به صورت اکتسابی وحایز اهمیت بالینی کمتري هستد، تنها پمپ تراوشی است که 

مقاله پژوهشی
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پیشرفت  این وضعیت،  بیـان مـی‌شـود)8(.  ذاتی  به صورت  و  در سویه‌هاي وحشی 
از  استفاده  صورت  در  و  می‌انگیزد  بر  را  باکتری‌ها  درمانی  جایگزین  استراتژی‌های 
مهار  برای  پم‌پها  این  عملکرد  در  اختلال  سبب  تواند  می  مناسب  مهارکننده‌هاي 

مقاومت چند دارویی شود.
نانو ذرات اکسید فلزی نظیر اکسیدآهن با توجه به پتانسیل ضد میکروبی می‌توانند 
به عنوان روش جایگزین آنتی بیوتیک‌ها برای مقابله با عفونت‌های باکتریایی موثر 
باشد)9-11(. ونان ذرات ادیسکآنه در اهتظلغي ادنك میوتادنن هب ونعان بنمع نیمات 
از  ابلا میوتادن  اام اهتظلغي  اینز رکیمواریناگـسـهمـا لمع رکده  وین آنه ومرد 
طریق واکنش الکترواستاتیکی به غشای باکتری متصل شده و سبب تداخل و تخریب 

در غشای باکتری شود)10, 12(. 
پروبيوت‌كيها، میکروارگانیسم‌های زنده و غير بيماريزای انسان هستند كه با تعديل 
فلور مكيروبي روده، آثار مفيدي را روي سلامت ميزبان دارند. بر اساس مطالعه‌های 
متعدد آزمایشگاهی (In vitro) و زنده  (In vivo)  در انسان و حیوانات آزمایشگاهی، 
باکتری‌های  بر  بیفیدیوم  بیفیدوباکتریوم  پروبیوتیک  مهاری  و  ضدمیکروبی  خواص 
تحقیق،  این  از  است)13-16(. هدف  مثبت مشخص شده  و  منفی  بیماری‌زای گرم 
بیفیدیوم  باکتریوم  بیفیدو  پروبیوتیک  و  اکسیدآهن  ذره  نانو  باکتریال  آنتی  اثر  تعیین 
روی بیان ژن جزء مهم از سیستم پمپ افلاکس MexAB-oprM به نام MexA در 
بیمارستان‌های  به  افراد مراجعه‌کننده  از  آئروژینوزا  ایزوله‌های جدا شده سودوموناس 

تهران در بین سال‌های 1396تا 1397 است.
مواد و روش‌ها:

نمونه‌گیری و تشخیص ایزوله‌های سودوموناس آئروژینوزا
مدت  در  آئروژینوزا  تعداد 60 سویه سودوموناس  مقطعی،  توصیفی-  مطالعه  این  در 
شش ماه در بین سال‌های 1397-1396، از بیماران بستری در بیمارستان‌های شهر 
تهران که دارای بخ‌های فعال عفونی بودند، جم‌عآوری و  نمونه‌ها با تیوپ‌های استریل 
معیارهای  منتقل شد.  آزمایشگاه  به  آگار  هینتون  مولر  محیط کشت  حاوی  جداگانه 
خروج از مطالعه مصرف آنتی‌بیوتیک توسط بیمار و نداشتن معیارهای تشخیصی بود 
آزمایش‌های  آئروژینوزا،  سودوموناس  ایزوله‌های  جم‌عآوری  برای  ورود  معیارهای  و 
استانداردهاي  موسسه  دستورالعمل  اساس  بر  بیوشیمیایی  میکروبی/  تشخیصی 
کاتالاز،  اکسیداز،  تست  گرم،  رنگ‌آمیزی  شامل   )17(  (CLSI) بالینی  آزمایشگاهی 
تولیدپیگمان پیوسیانین درمحیط مولر هینتون آگار،  ستریماید آگار، مک کانکی آگار، 
اکسیدازوکاتالاز، اوره آز،اندول، MR و VP، ذوب ژلاتین، بررسی تولید گاز، حرکت، 
به  که  لگاریتمی  مرحله  در  سرعي  رشد  با  سويه‌هاي  بودند.  درجه   42 دردمای  رشد 
  LB Brothعنوان سودوموناس آئروژینوزا تشخیص داده شدند، در محیط کشت تجاری

حاوی 20درصد گلیسرول ابتدا در فریزر 80- درجه سانتی‌گراد ذخیره شدند. 
تکنیک  توسط  افلاکس  پمپ   MexA ژن  شناسایی  و   DNA استخراج 

:PCR
استخراج  ایزوله‌های جم‌عآوری شده،  از  افلاکس  مولکولی ژن پمپ  برای شناسایی 
DNA با استفاده از کیت استخراج DNA (Qiagen, Hilden, Geermany) انجام شد 
انجام شد. یک جفت پرایمر طراحی و برای  که مطابق دستورالعمل شرکت سازنده 
(BIONEER Co., Daejeon, South Korea) سفارش داده  بایونیر  سنتز به شرکت 
 mexA-F، CTCGACCCGATCTACGTC شد. توالی پرایمرهای استفاده شده برای
و mexA-R، GTCTTCACCTCGACACCC با طول محصول 503 باز بود)18(. 
زیر  زمانی  و  دمایی  با شرایط  افلاکس  MexA پمپ  تکثیر ژن  برای   PCR واکنش 
انجام   Gradient Masterrcycler Eppendorfترموسایکلر دستگاه  از  استفاده  با 
 30 ، ثانيه  به مدت 90  برای  سانتی‌گراد  درجه  دمای 94  در  ابتدایی  واسرشت  شد: 
اتصال در 60   ، ثانيه  به مدت 45  سكيل شامل واسرشت در  94 درجه سانتی‌گراد 
درجه سانتی‌گراد به مدت 45 ثانيه ، گسترش در 72 درجه سانتی‌گراد به مدت 90 
ثانيه و در انتها گسترش نهایی در 72 درجه سانتی‌گراد به مدت پنج دقيقه و سپس 
نمونه‌‌ها در چهار درجه سانتی‌گراد نگه‌داري شدند. در نهايت محصول PCR با هدف 
دستگاه  توسط  و  الکتروفورز  و  بارگزاری  درصد  یک  آگارز  ژل  روي  آشکارسازی 
UV Transilluminator بررسي شد. در کل واکنش‌های PCR از آب به عنوان کنترل 

منفی و از باکتری های دارای ژن MexA عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

پروبیوتیک  و  زیستی  آهن  ذرات   نانو  سوسپانسیون  سازی  آماده 
پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم:

ذرات نانو آهن از باسیل‌ها و مگنتو باکترها استخراج شد. برای تهیه محلول استوک 
(DMSO) به عنوان  لیتر دی‌متیل سولفوکسید  نانو ذره در یک  نانو ذرات، 10 گرم 
حلالی کمکی به صورت سوسپانسیون در آورده شد و برای پراکنده شدن مناسب آن‌ها 
از دستگاه التراسونیک Bandelin Sonorex RK 31 H به مدت زمان 30 دقیقه استفاده 
شد. سویه پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم ديفيبوم با شماره اختصاصی  ATCC2522  از 

مرکز پژوهش‌های علمی -صنعتی ايران خریداری شد.
ممانعت  (Mc Farland Standard)و حداقل غلظت  فارلند   نیم مک  استاندارد  تهیه 
کننده رشد (MIC) برای نانوذره اکسید آهن و پروبیوتیک با روش براث میکرودایلوشن:

مناسب  تراکم  با  باکتری  سوسپانسیون  از  میکروبی  ضد  مواد  تاثیر  بررسی  برای 
استاندارد،  این  تهیه  برای  شد.  استفاده  باريم  سولفات  فارلند  مک  نیم  استاندارد  از 
میزان 5درصد میلی‌لیتر از کلرید باریم 1درصد با 9/95 میلی‌لیتر از اسید سولفوریک 
از کلنی تازه کشت شده )16  1درصد مخلوط شد. برای تهیه سوسپانسیون باکتری 
تا 24 ساعت( برداشت شده و در مقداری سرم فیزیولوژی استریل حل شد و چگالي 
صحيح کدورت استاندارد )تعیین غلظت میکروبی( با استفاده از اندازه‌گيري جذب در 

اسپکتروفتومتر در طول موج nm 625 بين 8درصد تا 0/1 مشخص شد.
 ،(CLSI) با استفاده از روش استاندارد کمیته ملی استانداردهای آزمایشگاه‌های بالینی
حداقل غلظت ممانعت‌کننده رشد )MIC( برای تعیین اثر آنتاگونیستی نانو ذره آهن 
براث  از روش  با سوسپانسیون مواد ضد میکروب،  باکتری  پروبیوتیک در مواجهه  و 
دایلوشن استفاده شد. MIC  به عنوان کم‌ترین غلظت نانو آهن که از رشد ارگانیسم‌ها 
در محیط کشت ممانعت می‌کند، در نظر گرفته شد و از روش براث میکرودایلوشن 
و   (MIC >1024 μg/mL) آهن   ذره  نانو  مختلف  غلظت‌های  تاثیر  سنجش  برای 
پروبیوتیک(MIC >56 μg/mL) بر بیان ژن MexA پمپ افلاکس در باکتری مولد 
آن، ذرات نانوزیستی و پروبیوتیک استفاده شد. در این روش از میکروپلیت 96 خانه‌ای 
 (TSB) با 12 ردیف كه هر كدام حاوي 100 میکرولیتر محيط تریپتون سویا براث 
به صورت  پروبیوتیک  و  نانوذره  از  میکرولیتر  استفاده شد. سپس 100  بود،  استريل 
جداگانه با رقت‌های مشخص به محیط TBS اضافه شد و رقیق‌سازی انجام و در ادامه 
100 میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با غلظت نیم مک فارلند به همه چاهک ها 
اضافه شد. همچین دو ردیف چاهک به عنوان کنترل مثبت )محیط و سوسپانسیون 
میکروبی( و کنترل منفی تست )محیط و نانوذره آهن( در نظر گرفته شد. میکروپلیت‌ها 
در انکوباتور شیکردار )200 دور در دقیقه، دمای  37سانتی‌گراد و مدت زمان 24 ساعت 

(Late log phase) انکوبه‌گذاری شدند.
:cDNA و سنتز RNA استخراج

 RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Geermany) کلی با استفاده از RNA استخراج
فاز  در  افلاکس  پمپ   MexA ژن  واجد  باکتریایی  دهی سوسپانسیون  تیمار  از  پس 
)رقت  پروبیوتیک  و  اکسیدآهن  نانو  ذرات  با   (OD600 = 0.4–0.6) رشد  لگاریتمی 
  RNase-free DNase کیت  از  ژنومی   DNA حذف  برای  شد.  انجام   )MIC از  بعد 
و  استخراج  از صحت  اطمینان  برای  شد.  استفاده   (Qiagen, Hilden, Geermany)
و 260/280  نوری 230/260  از طریق روش جذب  ارزیابی کمی  نظر،  مورد  نمونه 
 AMV آنزیم  از  استفاده  با   cDNA سنتز  شد.  انجام  نانودراپ  دستگاه  با  نانومتر 
 lµ/unit  (Roche, Mannheim, Germany) 25 با غلظت Reverse Transcriptase
انجام شد)19(. به این منظور، RNA استخراج شده برای مدت سه دقیقه در دمای 
65 درجه سانتی‌گراد انکوبه شد. سپس فرآیند نسخه‌برداری معکوس در در دمای 42 
درجه سانتی‌گراد به مدت 60 دقیقه با دو میکرولیتر Random Primer، 0.8 میکرولیتر 
یک   ،  10mM dNTP از  میکرولیتر  دو   ،  AMV Reverse Transcriptase آنزیم  از 
 AMV Reverse میکرولیتر  دو  و   RNasin® Ribonuclease Inhibitor میکرولیتر 
Transcriptase 5X Reaction Buffer انجام شد. سپس آنزیم AMV در دمای 99 

درجه سانتی‌گراد به مدت پنج دقیقه انکوبه و غیرفعال شد.
:Real-Time PCR سنجش بیان ژن توسط تکنیک

 (Genet واکنش زنجیره‌ای پلیمراز در حجم 20 میکرولیتر با استفاده از کیت شرکت
 Prime کره جنوبی به صورت زیر انجام شد: 10 میکرولیتر از bio CAT. NO: Q9210)
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Qmaster mix (2x) with syber green ، 5 میکرولیتر از Depc water، یک میکرولیتر 
از هر پرایمر)18(، یک میکرولیتر از Rox dye و دو میکرولیتر از cDNA استفاده شد. 
تکثیر قطعه‌های موردنظر در دستگاه Applied Biosystems StepOnePlus با برنامه 
واسرشت اولیه 95 درجه سانتی‌گراد برای یک دقیقه، تکثیر شامل واسرشت در 95 
درجه سانتی‌گراد برای 30 ثانیه، اتصال در 59 درجه سانتی‌گراد برای مدت 40 ثانیه 
از ژن  انجام شد.  ثانیه در 35 چرخه  و  گسترش در 72 درجه سانتی‌گراد برای 60 
خانگی بتااکتین به عنوان کنترل داخلی تست استفاده شد. برای محاسبه میزان بیان 
 LightCycler ® Relative از  مربوطه  نمودارهای  رسم  و  داده‌ها  آنالیز  ژن،  نسبی 
ژن‌  بیان  تغییرهای  به  مربوط  داده‌های  شد.  استفاده   Quantification Software
MexA با روش  ΔΔCT -2 با فرض کارآيي 100 درصد و با استفاده از آزمون آماري 
T  مستقل در دو گروه تحليل شدند. برای به دست آوردن نسبت بیان ژن موردنظر 
به ژن مرجع از طریق فرمول زیر بر پایه Efficiency و اختلاف در Ct محاسبه شد 

)Control: پیش از تیمار و Sample: بعد از تیمار(.
یافته‌ها:

جداسازی و تشخیص سویه‌ها از نمونه‌های بالینی:
شهر  بیمارستان‌های  ادرار  نمونه‌های  از  که  نمونه   120 مجموع  در  مطالعه  این  در 
تهران در سال‌های  1397- 1396 جم‌عآوری شدند، 60 ایزوله )50درصد( با استفاده 
باکتری  عنوان  به  میکروبیولوژی/بیوشیمیایی،  تاییدی  و  تشخیصی  تست‌های  از 

سودوموناس آئروژینوزا جداسازی  و تعیین هویت شدند.
PCR:  نتایج تكثیر ژن حاصل از روش

واکنش PCR روی تمام 60 سویه سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از ادرار بیماران 
سودوموناس  باکتری  ایزوله‌های  در   MexA افلاکس  پمپ  ژن  تکثیر  شد.  انجام 
سویه  همچنین  داد.  نشان  الکتروفورز  ژل  در  را   bp  503 باند  وجود  آئروژینوزا، 
سودوموناس آئروژینوزا تولیدکننده ژن مورد نظر به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته 
شد)شکل یک(. نتایج حاصل از بررسی مولکولی نشان داد که از مجموع 60 سویه 
سودوموناس آئروژینوزا جدا شده از نمونه ادرار، 10 ایزوله )16/6 درصد( از نظر حضور 

ژن MexA مثبت بودند.

 DNA راست:  به  چپ  از   .MexA ژن  تکثیر  از  حاصل  الکتروفورز  نتایج   .1 شکل 
Ladder (M)، کنترل مثبت )+( و کنترل منفی )-(، ستون 3 و 11 منفی و ستون‌های 
1، 2 ،4 تا 10 و 12 نمونه‌های مثبت حاوی ژن MexA سودوموناس آئروژینوزا )طول 

قطعه مورد نظر 503 جفت باز است(.

 :MIC نتایج آزمون
نتایج حاصل از MIC نشان می‌دهد که دامنه حداقل غلظت مهار رشد در سویه‌های 
جدا شده سودوموناس آئروژینوزا برای نانوذره اکسیدآهن 256 میکروگرم در میلی‌لیتر 
و برای پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم 16 میکروگرم در میلی‌لیتر گزارش گردید.

بیان ژن MexA بعد از نزدیکی با مهارکننده‌های پمپ افلاکس:
براي مقایسه تاثیر نانوذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم بر بیان ژن 
MexA، بعد از استخراج  RNA و سنتز cDNA بیان ژن به صورت کمی در ایزوله‌های 
 (Melting دو گروه سلولی تیمار شده با و تیمار نشده با استفاده از آنالیز منحنی ذوب
 MexA شکل 2 و 3(. میزان بیان ژن(و منحنی تکثیر بررسی شد curve analysis)
در ایزوله‌های تیمار شده با نانوذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم 
از  آمده  به دست  نتایج  اساس  بر  و  نداد  نشان  تغییری  کنترل  ایزوله‌های  به  نسبت 
سنجش بیان ژن، P value برای ژن MexA از میزان 0.05 بیشتر است که بیانگر نبود 
اختلاف آماری معنادار در بیان این ژن در بین دو گروه تیمار شده )نانوذره اکسید آهن 

و پروبیوتیک( و گروه تیمار نشده است )P=0.091، نمودار 1(. 

بودن  اختصاصی  از  اطمینان  برای   (Melting curve) ذوب  منحنی  آنالیز   .2 شکل 
قطعه‌های تکثیر شده ژن MexA که منحنی‌های ژن مورد سنجش در تمام نمونه‌ها 

با هم منطبق و به صورت تک قله هستند.

شکل 4-4 . نتایج منحنی تکثیر محصول در Real time PCR بر حسب سیکل

و  اکسیدآهن  نانوذره  با  تیمار  تحت  ها  نمونه  در   MexA ژن  بیان  میزان   .1 نمودار 
پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم. تفاوت معنادار بین نتایج تست و کنترل مشاهده 

نشد(P>0.05). از ژن Beta-Actin برای نرمال سازی نتایج استفاده شد.

بررسی اثر نانو ذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدوباکتریوم بیفیدیوم /  121  
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بحث:
سودوموناس آئروژینوزا یکی از عوامل مهم عفونت‌های بیمارستانی به ویژه در بیماران 
مبتلا به نقص سیستم ایمنی و کودکان است)2, 20(. شیوع بیمارستانی و عفونت‌های 
آمینوگلیکوزیدها،  جمله  از  مختلف  آنتی‌بیوتیک‌های  به  مقاوم  سویه‌های  ناشی 
کینولون‌ها و بتالاکتام‌ها گزارش شده است که به یکی از معضل‌های جدی بهداشت 
مهم‌ترین  از  یکی  عنوان  به  فعال  افلاكس  پم‌پهای  امروزه  است)5(.  شده  تبدیل 
مکانیسم‌های مقاومت ذاتی و اکتسابی آنتی‌بیوتیک‌ها در باکتری‌ها مطرح شده‌اند)21(. 
ذره  نانو  که  داد  نشان  مطالعه  این  در   MexA جزء  ژن  بیان  و   MIC روش  نتایج 
آنتی‌باکتریال  و  مهاری  فعالیت  بیفیدیوم  باکتریوم  بیفیدو  پروبیوتیک  و  اکسیدآهن 
باکتری  MexAB-OprM در  برای کاهش عملکرد پمپ افلاکس   پتانسیل ضعیفی 

سودوموناس آئروژینوزا را دارد.
مطالعه‌ها نشان می‌دهند برخی پم‌پهای افلاکس نظیر mexXY-oprM در مقاومت  
اکتسابی سودوموناس آئروژینوزا نسبت به آمینوگلیکوزیدها نقش دارند و  این دسته از 
پمپ افلاکس‌ها وابسته به درجه تماس باکتری با غلظت دارو هستند)22(. در مقابل 
شواهد نشان می‌دهد پمپ افلاکس mexAB-oprM  مقاومت ذاتی برای باکتری را 
فراهم می‌کند چرا که در سویه‌های وحشی این باکتری بیان می‌شوند. در این مطالعه 
شناسایی مولکولی با استفاده از روش PCR، حضور ژن پمپ افلاکس MexA را در 
های  ژن   ،  mexAB-oprM ژن‌های  که  آنجا  از  داد.  نشان  را  نمونه‌ها  درجه   16/6
این  حضورنداشتن  دارند،  وجود  وحشی  های  سویه  تمامی  در  و  هستند  کروموزومی 
مجموعه ژنی در سویه‌ها، می‌تواند ناشی از جهش باشد. در پژوهشی که صالحی و 
همکاران در سال 92 روی نمونه‌های بالینی انجام دادند 27درصد جدایه‌ها، ژن‌های 
همخوانی  حاضر  مطالعه  با  که  داشتند  خود  کروموزوم  روی  را   mexAB-oprM
دارد)23(. مطالعه انجام شده در شهر همدان توسط عربستانی و همکاران نشان‌دهنده 
حضور ژن‌های mexAB-oprM در 100درصد سویه‌های جداشده بود)18(. همچنین 
سودوموناس  در   mexAB-oprM افلاکس  پمپ  اپرون  حضور  دیگر،  مطالعه  در 
اپرون  ژن‌های  سه  هر  برای  نمونه‌ها  فراوانی100درصد  با  سمیک  سپتی  آئروژینوزا 
mexA، mexB، و ژن تنظیمی mexR گزارش شد که نشان‌دهنده کروموزومی بودن 
ژن‌های پمپ افلاکسMexAB-oprM  است)24( و می‌تواند به عنوان ابزار تشخیصی 

برای شناسایی ایزوله‌های  SPA توسط روش‌های مولکولی در نظر گرفته شود)25(.
منفی  گرم  باسیل‌های  روی  نقره  ذرات  نانو  تاثیر  بررسی  با  همکاران  و   Doudi
از جمله   )ESBLs( با طیف گسترده  بتالاکتام  آنتی‌بیوتیک‌های  بیماری‌زای مقاوم به 

سودوموناس آئروژینوزا نشان دادند که نانوذره نقره در حضور غلظت  ppm 500 نانو 
به  که  پسین  مطالعه‌های  در  دادند)26(.  نشان  را  رشد  عدم  هاله  قطر  بالاترین  ذره 
در  بیوفیلم  تشکیل  و  ویرولانس  ژن‌های  بیان  بر  روی  اکسید  نانوذره  تاثیر  بررسی 
سودموناس آئروژینوزا با روش RT-PCR پرداخته بودند، نشان داده شد که یون‌های 
روی و نانوذرات ZnO به طور قابل توجهی مانع از تشکیل بیوفیلم و تولید پیوسیانین، 
سیگنال کینولون و فعالیت همولیتیک سودوموناس آئروژینوزا می‌شوند)27, 28(. نتایج 
مطالعه Haney و همکاران بر ارزیابی آثار نانو ذرات آهن روی بیوفیلم سودوموناس 
آئروژینوزا نشان می‌دهد که غلظت 100µM از نانو پارتیکل آهن به نبود شکل‌گیری 
 MexA و بیان ژن جزء MIC بیوفیلم منجر می‌شود)29(. در مطالعه کنونی، نتایج روش
نشان داد که نانو ذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم فعالیت مهاری 
 MexAB-OprM و آنتی‌باکتریال پتانسیل پایینی برای کاهش عملکرد پمپ افلاکس
در باکتری سودوموناس آئروژینوزا را دارد. مطالعه‌ها نشان داده‌اند که پروبیوتیک بیفیدو 
باکتریوم بیفیدیوم با اثر روی فاکتورهای موثر سیستم ایمنی سبب کاهش دوره و شدت 
عفونت‌های ناشی از پسودوموناس آئروژینوزوا می‌شود)30(. تاثیر این ماده مهارکننده 
به  نیاز  باکتری،  رشد  و   MexAB-OprM افلاکس  پمپ  اجزای  سایر  عملکرد  روی 
نظر  در  بعدی  مطالعه‌های  برای  پیشنهاد  عنوان  به  باید  که  دارد  بیشتر  مطالعه‌های 
پمپ    MexA ژن  حضور  همزمان  ارزیابی  مطالعه،  این  قوت  نقاط  از  شود.  گرفته 
افلاکس در ژنوم سودوموناس آئروژینوزا به عنوان بازیگر مهم در بروز مقاومت دارویی 
و بررسی فعالیت مهاری نانو ذره اکسیدآهن و پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم بر 
مهار فعالیت پمپ افلاکس و رشد باکتری  است که با بررسی آن، بتوان الگوی درمانی 
مناسب جایگزین آنتی‌بیوتیک‌ها در بیماران آلوده به این اشکال مقاوم به آنتی‌بیوتیک 

باکتری ارایه کرد.
نتیجه‌گیری: 

با توجه به حضور ژن‌های پمپ افلاکس  MexAB-OprM  به صورت کروموزومی 
در نمونه‌های سودوموناس آئروژینوزا، اجزای این کمپلکس از جمله ژن پمپ افلاکس 
سودوموناس  مولکولی  شناسایی  در  تشخیصی  ابزار  عنوان  به  می‌توانند    MexA
آئروژینوزا مقاوم به دارو استفاده شوند. با توجه به پتانسل بالای نانو ذره اکسیدآهن و 
پروبیوتیک بیفیدو باکتریوم بیفیدیوم بر مهار رشد این باکتری و اثر مهاری پایین این 
مواد مهارکننده بر فعالیت پمپ افلاکس MexAB-OprM، بررسی سایر عوامل مرتبط 
با ایجاد فنوتیپ مقاومت چند دارویی از جمله سایر پم‌پهای افلاکس و مکانیسم‌های 

تکامل مقاومت نباید نادیده گرفته شود.
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