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 چکیده 
عوامل هاي معمول در درمان ها موجب افزایش مقاومت به آنتی بیوتیکمصرف بی رویه آنتی بیوتیک و هدف: زمینه
ستگاه عفونت ست.  د شده ا ضد باکتریایی ادراري   IDR-1018نانوذرات کیتوزان و پپتید در این مطالعه ارزیابی اثر 
  . مورد بررسی قرار گرفتسودوموناس آئروژینوزا ایزوله هاي علیه 

پنم از ایزوله حســاس به آنتی بیوتیک ایمی 20ایزوله ســودوموناس آئروژینوزا مقاوم و  20در مطالعه حاضــر  ها:روش
یماران مبتلا به عفونت ادراري جداسازي گردید. توانایی تشکیل بیوفیلم و حضور سه ژن دخیل در تولید بیوفیلم شامل ب

algD ،pslD   وpelF  هاي کریســـتال ویوله و با روشها به ترتیب ایزوله ایندرPCR گردید. اثر ضـــد  بررســـی
ــد میکروبی پنم، ایمیآنتی بیوتیک باکتریایی  حداقل غلظت مهاري و نانوذرات کیتوزان با تعیین  IDR-1018پپتید ض

)MIC ( گردیدارزیابی روش میکرودیلوشن براث با. 
ضعیف (ایزوله اینتولید بیوفیلم در  نتایج: صورت  سط (%10ها به  سه بود) %55%) و قوي (35)، متو ضور  . فراوانی ح

ـــد %75و  %80، %90به ترتیب   pelFو   pslDو  algDژن مربوط به بیوفیلم  ـــاهده ش براي  MICمقادیر . مش
و  IDR-1018،  µg/ml 375براي پپتید  80و  µg/ml 40پنم، براي ایمی µg/ml 128-16به ترتیب ها ایزوله
 براي نانوذرات کیتوزان بدست آمد. 750

ســـویه هاي در درمان یافتن راهکارهاي جایگزین مانند پپتیدهاي ضـــد میکروبی و نانوذرات می تواند  گیري:نتیجه
شان داد که پپتید  شد. نتایج مطالعه ن و نانوذرات کیتوزان به تنهایی و یا  IDR-1018سودوموناس آئروژینوزا موثر با

 انی مطرح باشند.توانند به عنوان راهکار درمپنم میدر ترکیب با آنتی بیوتیک ایمی

 : هاواژه دیکل
ادراري،  دســـتگاه عفونت

ناس آئروژینوزا،  ســـودومو
مت آنتی بیوتیکی قاو ،  م

نـانوذرات کیتوزان، پپتیــد 
IDR-1018 

 

ــر برانحقوق  یتمام  يش
ــک ــگاه علوم پزش  یدانش

یه یدر بت ح محفوظ   تر
 است.
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 مقدمه 

ــتگاه ــان در عفونت ها ترین رایج از یکی ادراري عفونت دس  انس

 دهدرخ می ادراري دستگاه صعودي مسیر در اغلب که می باشد

 است صورت بدین ادراري پاتوژن حرکت مسیر کلی طور . به)1(

 یورترال از پري منطقه در تلقیح با مدفوع در موجود باکتري که

سیر طریق شابره م  مثانه سطحی اپیتلیوم در و رفته مثانه به پی

 حدودکند. می را ســیســتیت یا مثانه عفونت ایجاد و کرده تکثیر

 از عبور با و مستقیم راه از هامیکروب ادراري، هايعفونت % 90

 ادراري دستگاه عفونت. رسندمی مثانه به ادرار خروجی مجراي

ـــط ـــودوموناس می پاتوژن متعدد بروز عوامل توس کند که س

هاي ادراري وابسـته به بیمارسـتان در موارد عفونت آئروژینوزا

یار مطرح اســــت  ـــ ناس آئروژینوزا)2(بس ـــودومو عث . س  با

ســبب  دتوانمی که شــودادراري می دســتگاه پیچیده هايعفونت

 هاگروه زیر از شود و این عفونت در برخی درگیري مثانه و کلیه

 دســتگاه هايباشــد. عفونتبیشــتر می زنان و مســن افراد مانند

 بیوتیک آنتی به مقاوم بســیار آئروژینوزا ســودوموناس ادراري

 .)3(دارند  پرهزینه درمان به اغلب نیاز و هستند

ــریع  ــب س ــکیل بیوفیلم همراه با مقاومت ذاتی و کس توانایی تش

یک به آنتی بیوت قاومت  هاي م ـــلات درمان عفونت  ها بر معض

ســـاختار . )4(وابســـته به ســـودوموناس آئروژینوزا می افزاید 

ماتریکس پلیمري خارج ســلولی بیوفیلم با محاصــره باکتري در 

ستم ایمنی و سبب محافظت آنها در برابر محیط اطراف مانند سی

ـــود و با نقص درمان و عود عفونت همراه ها میآنتی بیوتیک ش

ـــدمی ـــه پلی  .باش ـــودوموناس آئروژینوزا داراي حداقل س س

شکیل دهنده بیوفیلم میخساکارید  سلولی ت شامل ارج  شد که  با

 ). 5(است Pelو  Pslآلژینات، 

مان  نتدر فاده از آنتی معمول عفو ـــت یه اس پا هاي ادراري بر 

هاي مختلف است که شامل پنی سیلین ها، سفالوسپورین یکبیوت

ـــد. افزایش مقاومت ها، فلوروکینولون ها و کارباپنم ها می باش

ــبب عدم  ــاختارهاي بیوفیلم پایدار س ــکیل س آنتی بیوتیکی و تش

ــتگاه هاي آنتی بیوتیکی روتین در درمان عفونتتاثیر درمان  دس

ــی از ادراري  ــودوموناس آئروژینوزا گناش ــت ( یدهردس ). 6اس

افتن عوامل ضــد میکروبی جدید بســیار یبنابراین مطالعات براي 

یت می کارهاي مطرح شـــده حایز اهم باشـــد. از مهمترین راه

ـــد میکروبی و نانوذراتجایگزین آنتی بیوتیک می ها پپتیدهاي ض

 ). 7(باشند

ـــت که بیوپلیمر یککیتوزان  ـــتیله از کاتیونی اس  کیتین زداییاس

ــت ــت تخریب  و آیدمی بدس ــازگاري و زیس ــت س به دلیل زیس

ـــکی مطالعات درپذیري  ـــیار پزش ـــدمی توجه مورد بس  .باش

 هدفمندســازي، بهبود ســبب کیتوزان از شــده ســاخته نانوذرات

ته رهایش ـــ یداري و جذب افزایش دارو، آهس  کاهش و دارو پا

 . )8(شود می دارو مضر اثرات

سیع  ضد میکروبی نیز به دلیل و سریع الاثر پپتیدهاي  الطیف و 

عه  طال یار مورد م ـــ مت دارویی بس قاو جاد م عدم ای بودن و 

شند. پپتیدمی سید آمینو 12 داراي IDR-1018 بیوفیلم ضد با  ا

 ضـــد پپتید یک که اســـت bactenecin از مشـــتق که باشـــدمی

 تاثیر. باشــدمی Bovine نوتروفیل توســط شــده تولید میکروبی

ید این له از ختلفم هايباکتري روي بر پپت ـــودوموناس  جم س

 کلبسیلا پنومونیه، بومانی، اسینتوباکتر اشرشیاکلی، ،آئروژینوزا

ـــالمونلا ـــتافیلوکوکوس و انتریکا س  متی به مقاوم اورئوس اس

ـــیلین  مهار در پپتید این تاثیر بیانگر نتایج و گردیده مطالعه س

ــکیل ــکیل و همچنین تخریب بیوفیلم تش ــده تش ــد می ش . )9(باش

 متداول هايبیوتیک آنتی با IDR-1018 بیوفیلم ضد پپتید ترکیب

شان بالا در شده ذکر باکتري گونه 6 علیه  پپتید این که دهدمی ن

 . )10(باشد می سینرژیسم اثر داراي هابیوتیک آنتی با ترکیب در

 IDR-1018اســتفاده از نانوذرات کیتوزان و پپتید ضــد بیوفیلم 

ــب درمانی بر علیه عفونت هاي ادراري  ــیار مناس راهکارهاي بس

سی توانایی تولید می ضر با هدف برر شند. بنابراین مطالعه حا با

 algD ،pslDبیوفیلم وارزیابی حضور سه ژن مرتبط با بیوفیلم 

ـــودوموناس آئروژینوزا هاي در ایزوله pelFو  ـــاس و س حس

ـــده از بیماران مبمقاوم به ایمی تلا به عفونت ادراري پنم جدا ش

 . انجام شد
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 هاروش 
ــاس  و  ایزوله 20در این مطالعه  ــودوموناس آئروژینوزا حس س

سودوموناس آئروژینوزا  مقاوم به ایمی 20 شده ایزوله  پنم جدا 

 هاي بیمارستان ICUاز بیماران مبتلا به عفونت ادراري از بخش 

به  انتقال از پس جداســازي گردید و تهران شــهر ســطح مختلف

 تســت تهران، توســط پاســتور بخش بیولوژي مولکولی انســتیتو

ـــیمیایی هاي ـــتفاده براي و گردید تایید بیوش  -80 در بعدي اس

ته اخلاق . گردید ذخیره ماران طبق قوانین کمی نمونه گیري از بی

ـــتور ایران با کد اخلاقی  ـــتیتو پاس  IR.PII.REC.1399.056انس

شت محیطانجام گرفت.   Luria-Bertani (LB) ،Mueller  هاي ک

Hinton broth (MHB)  وTryptic Soy broth )TSBاین ) براي 

فاده مطالعه ـــت ـــودوموناس .گردید اس تاندارد س ـــ ـــویه اس  س

پنم به به عنوان ســـویه مقاوم به ایمی ATCC27853آئروژینوزا 

 کار برده شد.

ـــودوموناس هايجهت ارزیابی توانایی تولید بیوفیلم، ایزوله  س

 24 مــدت بــه و تلقیح TSBلیتر محیط  میلی 5 در ئروژینوزاآ

ســپس در  شــدند. انکوبه ســانتیگراد درجه 37 دماي در ســاعت

سپس میزان  رقیق فارلند مک 5/0 تا کدورت TSBمحیط  شدند. 

شده به چاهک هاي میکروپلیت  100 میکرولیتر از رقت هاي تهیه 

ـــتیرن  ـــودوموناس خانه تلقیح 96پلی اس  روژینوزاآئ گردید. س

ATCC 27853 ـــتریل و  و مثبت کنترل عنوان به محیط مایع اس

ستفاده قرار گرفتند. بعد از  سیون  24منفی مورد ا ساعت انکوبا

 هاي ســلول حاوي( رویی مایع گراد، ســانتی درجه 37 دماي در

شد و چاهک  سه سالین نرمال محلول با هاغیر چسبنده ) خارج 

شو بار ست شدند. در مرحله  ش میکرولیتر متانول  100بعد داده 

ـــد و بعد از  ـــافه ش دقیقه  20مطلق به هر چاهک براي تثبیت اض

شدند. در مرحله بعد چاهک ها  با  شو داده  ست ش  200چاهک ها 

ستال صد1( ویوله میکرولیتر کری  20مدت  به) حجم در وزنی در

شو داده  ست ش شدند. لکه هاي موجود با آب  دقیقه رنگ آمیزي 

ستیک  150شدند و رنگ در  سید ا شد.  %33میکرولیتر از ا حل 

ها با استفاده از دستگاه الایزا هر یک از چاهک سپس جذب نوري

ـــد. همه  590ریدر که روي  ـــده بود خوانده ش نانومتر تنظیم ش

دسته  3بار تکرار شد و بیوفیلم ها به  3ها براي هر ایزوله تست

 . )11( قوي، متوسط و ضعیف طبقه بندي شدند

 ،algD( بیوفیلم ساکاریدهاي اگزوپلی يکد کننده هايژنحضور 

pelF و (pslD  با روش Polymerase Chain Reaction )PCRو ( 

ــتفاده با ــماره  موجود در پرایمرهاي از اس ــی  1جدول ش بررس

 .شد انجام )Boilingجوشاندن ( روش به DNA استخراج .گردید

 5/2محلول نهایی (از  میکرولیتر PCR ،5/12براي انجام واکنش 

تر ی ل کرو ی تر DNA  ،5م ی ل کرو ی  Taq 2× Master Mixم

(Ampliqon, Denmark) ،25/0 مرهــاي ی پرا تر از  ی ل کرو ی م

Forward  وReverse  با غلظتpmol/μl10  میکرولیتر آب  5/4و

مقطر) بــا یکــدیگر مخلوط گردیــد. واکنش تکثیر این ژنهــا در 

ـــیون ـــامل دناتوراس ـــایکلر ش ـــتگاه ترموس  Initial( هاولی دس

denaturationـــانتیگراد،  درجه 95 دماي در دقیقه 5 مدت ) به س

ــیون ــانتی درجه 95 دماي در دقیقه 1 مدت به دناتوراس گراد،  س

 گراد ســـانتی درجه 58دماي  در اي ثانیه 40 چرخه 30ســـپس 

 ژن براي ســـانتیگراد درجه 56) و algD، pelF هاي ژن براي(

pslD، 45 ـــانتیگراد و مرحله افزایش درجه 72 دماي در ثانیه  س

هایی ( طول بهElongationن قه 5 مدت )   درجه 72 دماي در دقی

 در %1سانتیگراد بود. سپس محصولات نهایی روي ژل آگاروز 

الکتروفورز گردید و در مرحله  دقیقه 45 مدت به ولت 120 ولتاژ

 . شدند آنالیز UV نور بعدي محصولات با

ــد پپتید ــیدآمینه 12 حاوي IDR1018 میکروبی ض  خلوص با اس

صد 95 بالاي سط در . گردید سنتز کانادا Biomatik شرکت تو

 -80 در بیشـــتر اســـتفاده براي آب در شـــدن حل از پس پودر

ـــد نگهداري ـــرکت پنم ازایمی بیوتیک آنتی پودر. ش ـــیگما ش  س

 از پس آن خشک پودر از استوك محلول سپس و شد خریداري

سـانتی   -20 دماي  در و گردید تهیه بافر فسـفات در شـدن حل

   .شد گراد نگهداري

ــفات پلی تري و پودر کیتوزان ــرکت از فس ــیگما ش  خریداري س

ــدند ــید در کیتوزان گرم میلی 5 محلول. ش ــتیک اس  آماده %1 اس

 تا شــده ورتکس مخلوط این کیتوزان پایین حلالیت دلیل به. شــد

 روي بر ساعت 24 مدت به و شود حل محلول در کیتوزان کاملا
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 حذف براي. شـــد داده قرار اتاق دماي در مغناطیســـی اســـتیرر

ـــی ـــتفاده میکرومتر 45/0 فیلتر از ها ناخالص ـــد اس  محلول. ش

ـــتوك یه براي کیتوزان اس ظت ته  دیونیزه آب با نظر مورد غل

ستریل  کیتوزان نانوذرات. گردید تنظیم 5 برابر pH و شد رقیق ا

صورت به. شدند آماده ionic gelation  روش با  کیتوزان که این

سفات پلی تري سدیم با سبت به mg/ml 1 غلظت با (TPP) ف  3 ن

 کیتوزان به dropwise صورت به TPP محلول. شد مخلوط 1 به

 دقیقه 45 مدت به rpm  750ســرعت با همزن از و گردید اضــافه

 نانوذرات رســوب تهیه براي. شــد اســتفاده نانوذرات تهیه براي

ــا  محلول کیتوزان  دقیقــه 30 مــدت بــهrpm  14000 دور ب

صل نانوذرات و شد سانتریفیوژ ). 13( شد حل مقطر آب در حا

 2 میکروگرم تا 9/3بین  کیتوزان نانوذرات از متفاوت هاي غلظت

 مورد میکروبی ضد فعالیت ارزیابی براي لیتر میلی بر گرم میلی

 .گرفت قرار استفاده

ــیل اي،ذره اندازه توزیع میانگین ــاخص و زتا پتانس  پراکندگی ش

روش پراکندگی  از اسـتفاده با آمده دسـت به نانوذرات مورد در

 موج طول در ) با کمک دستگاه نانوزتاسایزرDLSنور دینامیکی (

nm  633 داده قرار اســترین پلی کوت در نمونه ها. شــد تعیین 

 با گراد ســـانتی درجه 25 دماي در پراکندگی  شـــدت و شـــدند

 .شد گیري اندازه 33/1شکست   ضریب

شکلی نانوذراتویژگی ستفاده کیتوزان با شده فریزدراي هاي   ا

 .شد تعیین (SEM) نگاره الکترونی میکروسکوپ از

ـــی ـــد فعالیت بررس  و  IDR-1018پپتید  پنم،ایمی میکروبی ض

 براي. شد انجام براث میکرودیلوشن روش با نانوذرات کیتوزان

 درجه 37 دماي در LB کشت محیط در ها ایزوله ابتدا منظور این

ـــانتی  24 براي لیتري میلی 15 هاي در لوله هوادهی با گراد س

 نانومتر براي 600جذب نوري در  سپس. داده شدند رشد ساعت

 عوامل. شــد تعیین اســپکتروفوتومتر توســط هاایزوله از یک هر

 96 پلیت هايچاهک به دیلوشن سریال صورت به میکروبی ضد

 محیط در باکتري هايسوسپانسیون سپس و شدند ریخته خانه

ند رقیق براث هینتون مولر ظت در و شــــد هایی  غل  CFU/mlن
 هاپلیت. شدند افزوده خانه 96 میکروپلیت از چاهک هر به 5×510

 انکوبه ساعت 24 تا 18 مدت به گراد سانتی درجه 37 دماي در

ـــدند قدار. ش ـــد عامل یک غلظت کمترین عنوان به MIC م  ض

ـــد پپتید ایمی پنم،( میکروبی  نانوذرات و IDR-1018 بیوفیلم ض

 کندمی جلوگیري مشاهده قابل رشد از کامل طور به که) کیتوزان

 شد. تعیین

 سودوموناس هاي ایزوله در بیوفیلم ساکاریدهاي اگزوپلی کدکننده هاي ژن تکثیر براي استفاده مورد پرایمرهاي: 1 شماره جدول

 آئروژینوزا

 Size of amplicon مرجع
(bp) 

Annealing 
temperature (˚C) 

primer sequence (5′˗3′) Gene 

)12( 593 58 F-CTACATCGAGACCGTCTGCC 
R-GCATCAACGAACCGAGCATC 

algD 

)12( 789 58 F-GAGGTCAGCTACATCCGTCG 
R-TCATGCAATCTCCGTGGCTT 

pelF 

)12( 369 56 F- TGTACACCGTGCTCAACGAC 
R- CTTCCGGCCCGATCTTCATC 

pslD 

 نتایج 
ست به نتایج سی از آمده د سیله به نانوذرات اندازه برر  روش و

شماره در (DLS) دینامیکی نور پراکندگی  شده آورده 2 جدول 

 از بالایی درصــد اســت، مشــخص نتایج از که طور همان. اســت

ـــده ایجاد ذرات  ابعاد داراي ذرات. بودند نانومتر محدوده در ش

. است شده ایجاد ذرات کامل جداسازي عدم دلیل به میکرومتري

ــازده همچنین ــد ب ــد فراین ــانوذرات تولی . بود %95 حــدود در ن

ستفاده با تولیدي نانوذرات  mg/mlبا غلظت  کیتوزان محلول از ا

سبت کیتوزان به  و mg/ml 1  غلظت با  TPP محلول ،2  TPP 3ن

 .بود نانومتر 232 با برابر آنها انداره متوسط و آمد بدست 1به 
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سکوپ صویربرداري نانوذرات کیتوزان با میکرو شان  SEM ت ن

ـــاختار ـــکل با تقریبا و هموژن دهنده یک س  بود کروي نیمه ش

 ).1شماره  شکل(

ستال ویوله  سی تولید بیوفیلم با روش کری صل از برر نتایج حا

ماره  ـــ جدول ش له 3در  مام ایزو هاي آورده شـــده اســـت. ت

سودوموناس آئروژینوزا قدرت تولید بیوفیلم را داشتند که شدت 

آنها به سه صورت ضعیف، متوسط و قوي گزارش گردید. اکثر 

له ند ایزو ید بیوفیلم قوي بود قدرت تول ید %55(ها داراي  ). تول

ضعیف به ترتیب در  سط و  صورت متو  %10و  %35بیوفیلم به 

 ها مشاهده شد.  ایزوله

 دخیل  pelF و  pslD و algD ژن 3 براي  PCRنتایج حاصــل از 

آورده شــده اســت. طبق  3بیوفیلم در جدول شــماره  تشــکیل در

در بین سویه  pelF و  algD ، pslD، فراوانی ژن هاي PCRنتایج 

ساس و مقاوم  ،  %90به ترتیب  سودوموناس آئروژینوزاهاي ح

شیوع بالاي ژن %75و  80% شد که بیانگر  شاهده  شد. ها میم با

ضور ژن ها،  ساس ح ها الگوي ژنتیکی در بین تمام ایزوله 4بر ا

ــورت  ــاهده گردید که به ص -alg+/pslD+/pelf+ ،alg-/pslDمش

/pelf- ،algD+/pslD+/pelF-  وalg+/psl-/pelf+ .بود 

ـــاس و  MIC نتایج ـــودوموناس آئروژینوزا حس ایزوله هاي س

عفونــت ادراري  بــه مبتلا بیمــاران از پنم کــهمقــاوم بــه ایمی

 ضــد پپتید پنم،ایمی بیوتیک آنتی براي بودند شــده جداســازي

ماره  جدول در کیتوزان نانوذرات و IDR-1018 بیوفیلم ـــ  3ش

، پنمایمی براي µg/ml 128-16 بین است که رنج شده داده نشان

µg/ml80-40 و پپتیــد براي µg/ml 750-375 نـانوذرات براي 

 ســـودوموناس اســـتاندارد ســـویه براي. آمد بدســـت کیتوزان

قل ATCC27853 آئروژینوزا هاري ( حدا ظت م ) براي MICغل

 µg/mlکیتوزان  و نانوذرات µg/ml 40 ، پپتیدµg/ml 40پنم ایمی

 . بدست آمد 750

شکیل بیوفیلم با مقاومت به ایمی پنم  شدت ت سی ارتباط بین  برر

آورده شده است. همانطور  4و حضور ژن ها در جدول شماره 

شاهده می ضور دو ژن که م  pslDشود ارتباط معناداري بین ح

هاي با شـــدت تشـــکیل بیوفیلم وجود دارد و تنها ایزوله pelf و 

 این ژن ها بودند.تولید کننده بیوفیلم قوي و متوسط حاوي 

 کیتوزان نانوذرات زتاي پتانسیل و پراکندگی شاخص : اندازه،2جدول شماره 

PDI نسبت حجمی کیتوزان/ اندازه پتانسیل زتاTPP TPP CS 

939/0 6/51 7/890 3:1 1 2 

 
  

 Diam. 

(nm) % Intensity 

 Z-Average (d.nm):   232 Peak 1: 166.5 38.1 

 PdI: 0.312 Peak 2: 574.5 36.1 

 Intercept: 0.606 Peak 3: 4375 25.8 

 Result quality  Good 

Width (nm) 

697.2 

131.0 

743.6 

  

 

 

 

 SEMنگاره  الکترونی میکروسکوپ از استفاده کیتوزان با شده فریزدراي نانوذرات شکلی هاي: ویژگی1شکل شماره 
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 حساس و مقاوم به ایمی پنم هاي ترکیبات در ایزوله MIC تشکیل بیوفیلم، تکثیر ژن و از حاصل : نتایج3جدول شماره 

شماره 

 ایزوله

 جنس

 بیمار
 algD pslD pelF بیوفیلم

MIC پنم ایمی 

(µg/ml) 

MIC پپتید 

(µg/ml) 

MIC کیتوزان 

(µg/ml) 

حساس یا مقاوم به 

 ایمی پنم

 مقاوم 750 80 64 - - - متوسط ردم 1

 مقاوم 750 80 32 + + + قوي ردم 2

 حساس 750 80 حساس - - - ضعیف زن 3

 حساس 375 80 حساس + + + متوسط ردم 4

 مقاوم 375 80 64 + + + متوسط ردم 5

 مقاوم 750 80 32 + - + متوسط ردم 6

 حساس 375 80 حساس + + + قوي ردم 7

 مقاوم 750 80 16 + + + قوي زن 8

 حساس 375 40 حساس + + + قوي زن 9

 حساس 375 40 حساس + + + قوي زن 10

 مقاوم 750 40 128 + + + قوي ردم 11

 مقاوم 750 80 128 + + + قوي زن 12

 حساس 750 80 حساس - + + متوسط ردم 13

 حساس 375 40 حساس + + + قوي ردم 14

 حساس 375 80 حساس + + + قوي زن 15

 حساس 750 80 حساس + + + قوي زن 16

 مقاوم 750 80 32 - + + متوسط درم 17

 مقاوم 750 80 64 + + + قوي ردم 18

 حساس 750 80 حساس + + + متوسط زن 19

 حساس 375 80 حساس + + + قوي زن 20

 مقاوم 750 80 64 - - + ضعیف ردم 21

 حساس 375 40 حساس + + + قوي ردم 22

 حساس 375 40 حساس + + + قوي زن 23

 حساس 750 80 حساس + + + قوي ردم 24

 حساس 375 80 حساس + + + قوي زن 25

 مقاوم 750 80 64 - - + ضعیف ردم 26

 حساس 375 40 حساس + + + قوي زن 27

 مقاوم 750 80 16 + + + قوي زن 28

 حساس 375 80 حساس + + + متوسط ردم 29

 مقاوم 750 40 64 + + + متوسط مرد 30

 مقاوم 750 80 32 + - + متوسط ردم 31
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 مقاوم 750 80 32 - + + متوسط ردم 32

 مقاوم 750 80 32 + + + قوي ردم 33

 مقاوم 750 80 64 + + + قوي ردم 34

 مقاوم 750 80 128 + + + قوي زن 35

 مقاوم 750 80 64 - - - متوسط ردم 36

 مقاوم 750 40 128 + + + قوي ردم 37

 حساس 750 80 حساس + + + متوسط زن 38

 حساس 750 80 حساس - - - ضعیف زن 39

 حساس 750 80 حساس - + + متوسط مرد 40

 : ارتباط بین شدت بیوفیلم با مقاومت به ایمی پنم و حضور ژن هاي دخیل در تولید بیوفیلم4جدول شماره 

Pelf pslD algD (تعداد) ایمی پنم 
 شدت بیوفیلم (تعداد)

 مقاوم حساس مثبت منفی مثبت منفی مثبت منفی

 )22قوي ( 10 12 22 0 22 0 22 0

 )14متوسط ( 8 6 12 2 10 4 10 4

 )4ضعیف ( 2 2 2 2 0 4 0 4

004/0 004/0 85/0 89/0 P-Value 

 )40( مجموع 20 20 36 4 32 8 32 8

 بحث   
ـــم قاومت میکروارگانیس یکها در برابر آنتیامروزه م هاي بیوت

ـــت جهانی تبدیل جديمختلف به یکی از  ـــلات بهداش ترین معض

شـــده اســـت. در حال حاضـــر این مشـــکل دیگر منحصـــر به 

سویهپاتوژن ست، بلکه  ستانی نی ستانی هاي بیمار هاي غیربیمار

ـــبی اند که درمان آنتیمتعددي نیز به وجود آمده بیوتیکی مناس

ـــود براي آنها یافت نمی هاي اخیر محققان یکی از تلاش. )14(ش

ـــتفاده از فناوري نانوبه بر این چالشبراي غل و همچنین  ها اس

هاي ضــــد میکروبی ید نانو، می پپت یاس  باشــــد. مواد در مق

شیمیایی منحصر به فردي از جمله نسبت  وی خصوصیات فیزیک

سی، نوري  سطح به حجم صیات الکتریکی، مغناطی صو بالاتر، خ

 .)15(دارند پذیري بالاتر تغییریافته و واکنش

پپتیدهاي ضـد  برابر در مقاومت باکتریایی هايکانیسـمم اگرچه 

  توافق کلی طور به اما است، شده داده توضیح نیز میکروبی

 کمتر بسیار آنها توسعه مقاومت در برابر سرعت که است شده

ست، معمولی هايبیوتیک آنتی از ستفاده از این  ا که نوید بخش ا

ها در ید نت مختلف انواع برابر پپت مان )16(اســـت  ها عفو . در

شی از عفونت به عنوان یکی از  سودوموناس آئروزینوزاهاي نا

تانی هايعفونت عوامل مهم ـــ یل به بیمارس  و ذاتی مقاومت دل

ــابی ــی اکتس ــویه باکتري این ژنوم از ناش ــایر و س ــر س  عناص

 . )17(است  دشوار انتقال قابل ژنتیکی

عات طال مت م قاو نه م له بین در بیوتیکی آنتی در زمی  هاي ایزو

ــودوموناس آئروزینوزا در ــان دنیا مختلف نواحی س  دهدمی نش

تالاکتام، هاي بیوتیک آنتی به ها ایزوله این اکثر که ایمی پنم،  ب

ــین مقاوم مروپنم ــتند و آمیکاس هاي مقاوم به چند  ایزوله و هس
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داشــته  چشــمگیري ها افزایشبین این ســویه در )MDR( دارو

ست  شکیل)18(ا سودوموناس آئروزینوزا . توانایی ت  بیوفیلم در 

قاومت در برابر درمان آنتی بیوتیکی و موارد  مل م از دیگر عوا

 عود عفونت می باشد. 

در مطالعه حاضر تشکیل بیوفیلم در تمام ایزوله ها مشاهده شد  

و اکثر ایزوله ها داراي تولید بیوفیلم با شــدت قوي بودند که این 

ــایر مطال ــه ژن )20, 19(عات بود نتایج در تطابق با س  ،algD. س

pslD و pelF ـــبب بیان پروتیین ـــوند که در ایجاد هایی میس ش

ـــودوموناس آئروزینوزاماتریکس بیوفیلم در  نقش مهمی ایفا  س

  algD، pslDهاي نشــان داد که فراوانی ژن  PCRکنند. نتایج می

ـــاس و مقاوم   pelF و ـــویه هاي حس ـــودوموناس در بین س س

باشد. حضور این سه می %75و  %80، %90به ترتیب  آئروژینوزا

ژن در مطالعه حاضر داراي فراوانی بالایی بود در صورتیکه در 

ست و دلیل این  شده ا صورت متفاوت گزارش  مطالعات دیگر به 

ناقص را می قه ت فاوت در هر منط هاي رایج مت به کلون  توان 

 .)21, 12(ارتباط داد 

ـــط و در این مطالعه بین تولید بیو ـــدت قوي و متوس فیلم با ش

ارتباط معناداري مشــاهده گردید.  pelFو  pslDهاي حضــور ژن

ـــور این ژن عات دیگر نیز بین حض ید بیوفیلم در مطال با تول ها 

. در مطالعه حاضر )23, 22(ارتباط معناداري گزارش شده است 

ها مشاهده علی رغم عدم حضور این سه ژن در برخی از ایزوله

ـــند و این ها قادر به تولید بیوفیلم میمام ایزولهگردید که ت باش

ید  فاکتورهاي دیگر در تول یل نقش ژن ها و  به دل ـــت  ممکن اس

ـــودوموناس ـــد. درآئروزینوزا  بیوفیلم س  %90این مطالعه  باش

ـــودوموناس آئروزینوزا مقاوم به ایمیایزوله پنم داراي هاي س

MIC  معادل µg/ml80  براي پپتید و µg/ml750 راي نانوذرات ب

ند که  ،کیتوزان بود حالی له %70در  ناس ایزو ـــودومو هاي س

ـــاس به ایمی  µg/ml 80معادل  MICپنم داراي آئروزینوزا حس

براي نانوذرات  µg/ml 375معادل  MICداراي  %60براي پپتید و 

ـــت آمده چنین به نظر  ـــاس نتایج به دس کیتوزان بودند. بر اس

ـــد که ایزولهمی پنم داراي مقادیر برابر ایمیهاي مقاوم در رس

براي نانوذرات کیتوزان و پپتید هستند. از جمله  MICبالاتري از 

ــــ توان بــه وجوددلایــل این مقــاومــت می  ابــ ارجیاي خــغش

 دارویی، چند کننده خارج هايپمپ بیان بیشتر پایین، نفوذپذیري

غشـــاي  هايپورین کاهشـــی تنظیم وهاي هیدرولیزکننده آنزیم

مان  خارجی مت در حین در قاو مل م و همچنین کســــب عوا

 . )24(هاي ناشی از این میکروارگانیسم اشاره کرد عفونت

 ،MDR فنوتیپ مشــاهده شــد کهدر مطالعه یوســفی و همکاران 

 و ICU بخش در شـــدن بســـتري و 1 کلاس اینتگرون حضـــور

ـــوختگی  پنم ایمی مقاوم به هايایزوله با داريمعنی طور به س

 این در که IDR1018 میکروبی ضـــد پپتید .)25(هســـتند  مرتبط

ـــد برده کار به مطالعه  میکروگرم 80 تا 40 بین هايغلظت در ش

سودوموناس  استاندارد و بالینی هايایزوله روي بر لیتر میلی بر

ـــد اثر. اثرگذار بود اآئروژینوز  در IDR1018 پپتید میکروبی ض

 مورد منفی گرم و مثبت گرم هايباکتري روي بر دیگر مطالعات

 ). 26(است  گرفته قرار مطالعه

ـــد پپتید  متعدد هايگونه علیه اثر داراي IDR-1018 بیوفیلم ض

سودوموناسباکتري شامل باکتري  آئروژینوزا، هاي گرم مثبت 

شر سینتوباکتر شیاکلی،ا سیلا پنومونیه، بومانی، ا  سالمونلا کلب

بت گرم باکتري و موریوم تیفی تافیلوکوکوس مث ـــ  اورئوس اس

شد می MIC از کمتر هايغلظت در سیلین متی به مقاوم . )27(با

MIC ـــویه دو براي پپتید این ـــتاندارد س ـــتافیلوکوکوس اس  اس

کالیس انتروکوکوس و ATCC25923 اورئوس  ATCC19433 ف

 علاوه IDR1018 پپتید. اســت شــده گزارش µg/ml 256 با برابر

ـــیــت داراي بیوفیلم کــاهش و میکروبی آنتی اثر بر  خــاص

 .)9( باشدمی نیز ایمنومودولاتوري

مل عنوان به کیتوزان نانوذرات  مورد دیگر میکروبی ضـــد عا

 350 بین رنج در میکروبی ضد اثر داراي مطالعه این در استفاده

 سودوموناس هاي ایزوله روي بر لیتر میلی بر میکروگرم 750تا 

 نیز بر کیتوزان نانوذرات میکروبی آنتی تاثیر. آئروژینوزا بود

 همچنین و منفی و مثبت گرم هاي باکتري از وســیعی طیف روي

 .)28( است رسیده اثبات به ها قارچ

فاده مورد کیتوزان ـــت عه در اس طال  مولکولی وزن داراي فعلی م

سط شده سنتز کیتوزان نانوذرات ارزیابی و بود پایین  DLS تو
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 پتانســیل با نانومتر 232 قطر با نانوذرات که داد نشــان SEM و

ــت 51 زتا ــورت به که آمده بدس ــیار و کروي ص ــت بس  یک دس

ندازه این. بودند ـــطحی بار این با کیتوزان نانوذرات از ا  در س

را اســتفاده  مشــابه هايپروتوکل که بود دیگر مطالعات با تطابق

بار بت کرده بودند.  ـــطحی مث بب کیتوزان نانوذرات در س ـــ  س

 هاي گرمباکتري به ویژه باکتري دیواره با کنش هم بر افزایش

شد. در مطالعه اي می بهبود را آن عملکرد و شودمی هامنفی بخ

قل حدا عه فعلی بود  طال با م طابق  که در ت ظت دیگر  هاري  غل م

آئروژینوزا  ســودوموناس ایزوله 30 برابر نانوذرات کیتوزان در

ـــد تعیین بر  sub-MIC هايتاثیر نانوذرات کیتوزان در غلظت. ش

 مورد RhlI و LasI هايژن بیان سطوح و بیوفیلم تشکیل تحرك،

نتایج آنها بیانگر تاثیر معنادار در مهار رشد . گرفت قرار ارزیابی

سه در باکتري شد هايکنترل با مقای بود  نانوذرات بدون یافته ر

)29( . 

 گیرينتیجه 
 بیوتیک آنتی از استفاده پایه بر ادراري هايعفونت روتین درمان

ــت بالا  مقاومت دنیا مختلف مناطق در اپیدمیولوژي مطالعات. اس

آئروژینوزا  سودوموناس هايسویه بین را در هابیوتیک آنتی به

 تواندمی که اســـت افزایش حال در مقاومت این و میدهد نشـــان

ــل با را هاعفونت این درمانی آینده قدرت تولید . کند مواجه معض

ناس ـــودومو مان آنتی بیوتیکی را  بیوفیلم در س آئروژینوزا در

تاثیر  با  بات  یافتن ترکی یل  به همین دل ـــت.  ـــوارتر کرده اس دش

ــلول تواند کمک هاي پلانکتونیک و بیوفیلم میهمزمان بر روي س

 ســلاح عنوان به توانندمی میکروبی ضــد کننده باشــد. پپتیدهاي

سم چندین طریق از هامیکروب برابر در موثري شتن مکانی  در ک

ــته نقش هاباکتري ــند داش  فعالیت حاوي نانوذرات طرفی از. باش

 اســتفاده مورد چشــمگیري طور به کیتوزان مانند میکروبی آنتی

ـــتند  بودن طبیعی نانوذرات این با رابطه در مزیت مهمترین .هس

 ایجاد بدون in vivo شــرایط را در آنها کاربرد که باشــدمی آنها

ـــان داد که پپتید. کندمی فراهم جانبی اثرات  نتایج این مطالعه نش

ــد  به تنهایی و یا در کیتوزان نانوذرات و IDR-1018  بیوفیلم ض

با یب  یک آنتی ترک ندها میبیوت یار توان ـــ مل موثر بس ند ع  و کن

 .دهند افزایش توجهی قابل طور به را بیوتیک آنتی کارایی

 و قدردانی تشکر 

این پژوهش بخشی از پایان نامه دکتراي تخصصی رشته 

باشد. بدین وسیله از مسئولان و کارشناسان میکروبیولوژي می

انستیتو پاستور ایران و دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر قدس 

 گردد. که در این مطالعه شرکت و همکاري نمودند قدردانی می

 تضاد منافع 

منافعی توسط نویسندگان در این پژوهش هیچ گونه تعارض 

 گزارش نشده است . 

 مشارکت نویسندگان:

 اـی ،اـه داده آوري عـجم یا ،مطالعه حیاطر و دازيپر ممفهو) 1(

ارکت تمامی نویسندگان مش : اـه داده یرـتفس و لـتحلی و تجزیه

 داشتند.

 ايوـمحت ینودـت تـجه آن بینیزاـب یا مقاله نویس پیش تهیه )2(

مهري حبیبی، محمدرضــا اســدي کرم، آیدا حاجی : نهاندیشمندا

 حسین تبریزي

تمامی  :هـمجل هـب لساار از پیش ستنوشتهد نهایی تایید )3(

.                                                  نویسندگان مشارکت داشتند
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   Abstract 

 Background & Aim: Excessive use of antibiotics has significantly increased resistance 
to common antibiotics in the treatment of urinary tract infections. In the present study, 
antimicrobial efficacy of chitosan nanoparticles and peptide IDR-1018 was evaluated 
against P. aeruginosa isolates. 

Methods: In the present study, 20 resistant and 20 sensitive P. aeruginosa isolates to 
imipenem were collected from patients with urinary tract infections. The ability of 
biofilm formation and the presence of three genes involved in biofilm production 
including algD, pslD and pelF in the isolates were determined by crystal violet and PCR 
methods, respectively. The anti-bacterial effect of imipenem, antimicrobial peptide IDR-
1018 and chitosan nanoparticles was evaluated by determining the MIC by microdilution 
broth method. 

Results: The ability of biofilm formation in the isolates was weak (10%), moderate (35%) 
and strong (55%). The frequency of presence of three genes related to biofilm formation 
including algD, pslD and pelF was 90%, 80% and 75%, respectively. MIC values for the 
isolates were 16-168 µg/ml for imipenem, 40 and 80 µg/ml for peptide IDR-1018, 750 
and 375 µg/ml for chitosan nanoparticles, respectively. 

Conclusion: Finding alternative approaches such as antimicrobial peptides and 
nanoparticles can be effective in treatment of P. aeruginosa infections. The results of our 
study showed that peptide IDR-1018 and chitosan nanoparticles alone or in combination 
with imipenem can be considered as a treatment strategy. 
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