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(  Zn) نانوذرات اکسید روی ـ    نانوپلیمر قالب مولكولي ثیر  أ ت 

آغشته شده به اسانس مرزه خوزستاني بر میزان بیان  

:  پسودوموناس آئروژينوزا های بالیني  در جدايه   lasR  ژن 

 يک مطالعه آزمايشگاهي 
 2، اصغر شريفي *1، نیما بهادر 1محسن عزيزی  

 

پزشــكي ياســوج، ياســوج، مرکز تحقیقات سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم 2،احد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامي، شیراز، ايرانوگروه میكروبیولوژی،  1

 ايران

 19/09/1402 پذيرش:تاريخ      05/1402/ 01تاريخ وصول: 

 يناش ــ یهایماریدر درمان ب ييدارو اهانیکاربرد نانوذرات و گ يبررس ،يپژوهش نهیزم  کيبه عنوان  در اين مطالعه،    :زمینه و هدف
اســانس آغشــته شــده بــه  (Znنانوذره روی)تأثیر  و هدف از اين مطالعه تعیین .گرفتقرار  يمورد بررس  نوزايروژیپسودموناس آئاز  

تشــكید دهنــده  پســودوموناس آئروژينــوزاهای بــالیني در جدايــه lasR ژنبر میزان بیان  Satureja khuzestanica)مرزه خوزستاني)
 بود.  در شرايط برون تني بیوفیلم

 

غیــر  پسودموناس آئروژينوزانمونه بالیني مشكوک به  150بر روی   1399که در سال    باشدمي  يک مطالعه تجربي  اين  :بررسي  روش
 ياســوجشهر  امام سجاد )ع(های مختلف بیمارستان بخش های پوست، خون و ادرار بیماران بستری درکه از نمونه تكراری و متناوب

به (ATCC 25922)   پسودوموناس آئروژينوزاسويه بالیني به همراه يک سويه استاندارد  4پس از ورود  .انجام گرفت ،آوری شدجمع
 خوزستاني از شرکت دارويي باريج اسانس)کاشان، ايران( تهیه شــد. ســپس، پــس از تعیــین هويــت نمونــهعنوان نمونه، اسانس مرزه

تعیــین الگــوی حساســیت ،  DNA gyrase A ژنو   lasRژنجهت تأيیــد حرــور PCR  ،جدا شده از بیماران آئروژينوزا پسودوموناس
، بررســي بیــان حــداقد غل ــت کشــندگيبــرای تعیــین   آزمون آگــار،  سازی چكربوردرقیق،  میكرودايلوشن براثبیوتیكي، آزمون  آنتي
هــای اســتفاه از آزمونآوری شده بــر های جمعداده .، در شرايط آزمايشگاهي مورد ارزيابي قرار گرفتندReal time PCR با  lasRژن

 تجزيه و تحلید شدند.   اینمونه جفت تي  و تي ويتني،  منآماری  
 

 10)کولیســین  ،(میكروگــرم  30)آمیكاســینمقاومــت مربــو  بــه    نيشــتریب  ،يكیوتی ــبيآنت  تیحساس ــ  یالگــو  جيبا توجه به نتا  ها:يافته
 10)پــنم ايمــي و ،(میكروگــرم 30)ســفتازيدينمقاومــت مربــو  بــه  نيبــود و کمتــر (میكروگــرم 5)سیپروفلوکســازينو  (میكروگــرم
 یدارا  ،ينیبــال  یهاهي ــاســتاندارد و جدا  هيدر برابــر ســو  نانوذرات اکســید رویو    يخوزستاناسانس مرزه  ن،یچنبود. هم  ،(میكروگرم

اثــر   نگريشــد کــه نمــا  1برابر عــدد  (  FICنسبي)  یشاخص غل ت مهار  حدبودند.    (میكروگرم/میلي لیتر  512ـ256)حداقد غل ت مهاری
، مربــو  بــه MIC نيبــود. بــا تر (MICحــداقد غل ــت مهــاری)چهــار برابــر  (MBC)يکش ــیحداقد غل ت باکتر  ن،یچناست. هم  شيافزا

 MICبه نصف غل ت    مارها،یت  يبیزمان اسانس و نانوذره شد. در حالت ترکمربو  به استفاده هم  نآ  نيو کمتر  نانوذرات اکسید روی
 ژن انی ــب زانی ــ. مافــتي شيافــزا لمیوفی ــب دی ــمورد مطالعه، تول  یمارهایت  يبا کاهش اثر مهار کنندگ  ن،یچنبود. هم  ازیمجزا، ن  یمارهایت

lasR    در غل تMIC  ژن انیب  زانیم  نيترمطالعه متفاوت بود؛ کم  یمارهایانواع ت lasR  در غل تMIC  و  ييبه تنها مارهایاز ت کيبه هر
 اختصاص داشت. مارهایبه استفاده همزمان ت نيشتریب

 

. بودنــد  حســاس  ديگــر  برخــي  بــه  اما  بودند،  مقاوم  بسیار  هابیوتیکآنتي  از  برخي  به  بالیني  هایسويه  که  داد  نشان  نتايج  گیری:نتیجه
 خاصــیت  که  بود  کارواکرول  اسانس  اين  ترکیب  تريناصلي.  شدند  تجزيه  و  شناسايي  خوزستاني  مرزه  گیاه  اسانس  ترکیبات  چنین،هم

 ترکیب که داد نشان نتايج. شدند  شناسايي  اسانس  و  مولكولي  قالب  پلیمر  عاملي  ایههگرو  ،FT-IR  از  استفاده  با.  دارد  کننده  ضدعفوني
 تــأثیر تیمار، دو اين ترکیب با. شوندمي بالیني هایسويه در lasR ژن بیان کاهش به منجر جداگانه  صورتبه  روی  نانوپلیمر  و  اسانس
 شود.مي تراثربخش  و ترقوی lasR  ژن بیان  کاهش

 

 بیوفیلم،  lasR، خوزستانيمرزهاسانس ، روی نانوذره، پسودوموناس آئروژينوزا کلیدی: های واژه 

 گروه میكروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامي، واحد شیراز، شیراز، نیما بهادر،   مسئول:   ه نويسند*
Email: bahador@iaushiraz.ac.ir    
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 مقدمه 

ــوزا ــودوموناس آئروژينـــ ــه     پســـ از جملـــ

ــه  باکتری ــت ک ــي اس ــرم منف ــای گ ــر  ه ــز  در اکث مراک

ــتان ــین    يبیمارس ــا    10ب ــاد    20ت ــت ايج ــد عفون درص

  بــین  در  ويــژه  بــه  پســودوموناس  . عفونت(1ـ3)کندمي

  کیســتیک،  فیبــروز  ســوختگي،  هــایزخم  بــه  مبتلايــان

  طريــق از  دارو  بــه  اعتیــاد  و  عرــو  پیوند  حاد،  لوسمي

  به  که  بیماراني .(1و 4ـ6)داردای گسترده شیوع وريدی

بــه  هســتند، غالبــا     بســتری  بیمارستان  در طو ني مدت

اين باکتری در معــرخ خطــر ابــتلا بــه عفونــت   وسیله

با فعال کــردن   لمیوفیب ،یباکتر نيدر ا .(1و  4ـ6)هستند

 ــ ــول  کيــ ــبكه معمــ  ــ  يشــ ــواروم سنســ                            از    ،نگیکــ

  رندهیو گ  abaIسنتاز    کيکه شامد    LuxI/LuxR-typeنوع  

abaR  پسودوموناس    ی. در باکترشوديم  دیاست، تشك

وجــود    نگیکروم سنس ــکامد    ستمیدو س  ،  آئروژينوزا

کننــده  فعال  یهــاژنشــامد    las  ســتمیس  rhlو    las  ،دارد

  لمیوفی ــب  دیتشــك .(7و 8)باشديم lasIو  lasR يسيرونو

پســودوموناس    یهادر عفونت  يمهم  یزایماریعامد ب

روزافــزون    شيافــزا  گــر،ياست. از طــرف د آئروژينوزا

ــت آنت  ــبيمقاوم ــوزا  يكیوتی   ،   پســودوموناس آئروژين

بــه وجــود آورده    مارانیرا در درمان ب  یاديز یدهایام

چنــین میــزان مــرر و میــر ناشــي از  هم  .(9)اســت

در بیماران رو به  پسودوموناس  های سوختگي  عفونت

توجه بــه ترکیبــاتي کــه بتوانــد    ،بنابراينافزايش است.  

 ــ ثری بــر روی ايــن ارگانیســم و عملكــرد آن  ؤنقــش م

ثر  ؤباشد. در بین ترکیبات مداشته باشد بسیار مهم مي

های روغني دارای  موجود در اغلب اسانس  کارواکرول

توانــد بــه عنــوان يــک  مياست که  خاصیت ضدباکتری

)QS(  سنســینگ  کوئــوروم  عامد بــالقوه بــرای مهــار
(1)  

اين ماده در تعامد با غشــای   ها به دلید تواناييباکتری

ــده ــاکتری و گیرن ــلولي ب ــر در  س ــي درگی های پروتئین

ــكید   ــوفیلمتش ــدبی ــد نماي  ــگ.  (10و  11)، عم ــرزه    اهی م

و    يضدالتهاب  ،ييايخواص ضدباکتر  یدارا  يخوزستان

  اهی ــو گ  انی ــنعنائ  رهی ــاز ت  اين گیــاهبخش است.  آرامش

باشــد. عمــده  يو معتــدل زاگــرس م  گــرم  مناطق  يبوم

  یاجــزا دی ــدل اساسا  بــه اهیگ  نيا  يكروبیضد م  تیفعال

 ــ  ــيآن    ياصــــل  يفنلــ           مــــولیتو    کــــارواکرول  يعنــ

تــرين  يكــي از مهم نانواکســید روی.1.(12و 13)باشديم

پزشــكي،    ؛نانوذرات است که در صنايع مختلفــي ماننــد

ــاربرد دارد.   ــذايي ک ــنايع غ ــي و ص ــتي، آرايش بهداش

خواص ضدباکتريايي نانواکســید روی باعــه شــده تــا  

هــا  بیوتیکاين نانوذرات به عنوان جايگزيني بــرای آنتي

مورد استفاده قرار گیرند. نــانو اکســید روی بــه دلیــد  

خاصیت ضدباکتريايي و ضــدعفوني در تصــفیه آب و  

کــار  ه های محــیط زيســت ب ــپساب برای حذف آلودگي

رود. اين نــانوذرات دارای خاصــیت ضــد احتراقــي  مي

هستند و در تولید صابون به دلید خاصیت مهار بــوی  

ــدن و کرم ــرار  ب ــورد اســتفاده ق ــای ضــد شــوره م ه

يكي از عناصر ضروری و    رویفلز    .(14ـ17)گیرندمي

اکســید روی    ،شودسوب ميغیر سمي برای انسان مح

  ،(18و  19)های انساني نداردخاصیت سمي برای سلول

، خاصــیت  نــانوذرات اکســید رویهــای  يكــي از ويژگي

ــدمیكروبي آن مي ــدضـ ــم(19ـ21)باشـ های  . مكانیسـ

  نــانوذرات اکســیدمختلفــي بــرای رفتــار ضــدمیكروبي  

 
1-Quorum Sensing(QS)   

 



    های بالیني پسودوموناس در جدايه  lasRاثر نانوذره روی بر میزان بیان ژن 
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تــوان بــه  میــان ميآن  پیشنهاد شده اســت کــه از   روی

فعــال، پراکســید    ژنآزاد شدن يون فلزی، تولیــد اکســی

ــدرو ــه  ، برهمكنشژنهی ــوذ ب هــای الكتروســتاتیكي، نف

هــای ارتبــاطي ســلول، نشــت  درون ســلول، بســتن راه

هــا ماننــد  ثیر در فعالیــت برخــي از آنزيمأپروتئین و ت ــ

  DNAو تخريــب    ازژنپری پلاسمیک، دهیدروهای  آنزيم

لذا هدف از اين مطالعــه تعیــین و  .  (22و  23)اشاره کرد

( آغشته شده به اســانس مــرزه  Znنانوذره روی)تأثیر  

  ژنبر میــزان بیــان    Satureja khuzestanica)خوزستاني)

lasR  پســودوموناس آئروژينــوزاهای بــالیني  در جدايه      

 بود.    تشكید دهنده بیوفیلم در شرايط برون تني

 بررسي  روش

باشــد کــه در ســال  مي  يک مطالعه تجربــي  اين

ــر روی    1399 ــه    150بـ ــكوک بـ ــالیني مشـ ــه بـ نمونـ

کــه از    غیر تكراری و متناوب پسودموناس آئروژينوزا

  های پوست، خــون و ادرار بیمــاران بســتری درنمونه

شــهر    امــام ســجاد)ع(هــای مختلــف بیمارســتان  بخش

های  نمونــه  ســپس  .انجام گرفت  آوری شدجمع  ياسوج

شناسي دانشكده پزشكي  به آزمايشگاه میكروب  بالیني

های بیوشــیمیايي،  منتقد شده و بعد از تأيیــد بــا تســت

بــا تســت   lasR ژنکــه حرــور  ینيبــال يهســو  4تعداد  

PCRهــای بعــدی قــرار  مــورد آزمون  ، تأيیــد شــد

اســتاندارد    يهســو  چنین در طرح مذکورهم  .(24)گرفت

ــوزا  ــ  ATCC) (25922پســودموناس آئروژين ــوان  ه  ب عن

   .يدوارد مطالعه گرد  کنترل

ــانس گ  ــاســ ــتان  اهیــ ــرزه خوزســ ــا    يمــ بــ

  و  اهی ــگلدار گ یهااز سرشاخه (TBQ400-357هرباريوم)

از شــرکت طبیــب دارو   (1)در بخــار آب ری ــتقطبا روش 

  4  خچــاليدر    شيزمان انجام آزمــاو تا   خريداری شده

 .1 .(25)ی شدنددارنگه  گراددرجه سانتي

ــندر ا ــقتحق  ي ــاتترک  ييشناســا  ی ــازنده    یب س

(  HP 6890)مدل  GCکروماتوگراف  اسانس با استفاده از  

ــتون   ــا س ــول    5MS-HPب ــه ط ــر    30ب ــر و قط   25/0مت

  6ســتون بــا ســرعت    یمتر صــورت گرفــت. دمــایليم

  یدرس ــ  گراديدرجه سانت  210به    60از    یقهدرجه در دق

ــد هل ــاز حام ــومو گ ــرعت    درصــد  999/99  ی ــا س   1ب

  250  يــقتزر  یبود و دمــا  ياندر جر یقهدر دق لیتریليم

بــود.    یكرولیتــرم  1  يــقتزر  یــزانو م  گراديدرجه سانت

ــتگاه   ــدل    MASSدســـ ــا مـــ ــرژو    HP5973بـــ   یانـــ

  یزانروش نوع و م  ينبود. در ا (ev 70=EI)يونیزاسیون

  یــفط  يســهســازنده اســانس بــا مقا یباتاز ترک يکهر 

  یــفســازنده اســانس بــا ط یبــاتاز ترک يــکهر  يجرم

 ــ            دســتگاه  یمع  ــ  يگــانيموجــود در با  یبــاتترک  يجرم

GC-MS  ــهو تجز ــدو تحل  يـ ــاییکپ  یـ ــف در    هـ مختلـ

 .شد  مشخص  هاکروماتوگرام

نانو   شگامانیپ شرکت از نانوذرات اکسید روی

ــواد ا  ــرانيم ــدازه  یدارا  انی ــط ان ــانومتر  20  متوس   و  ن

  US Nanoيي  كــايآمر  درصد خلــوص از شــرکت  99/99

 خريداری شد.

شده    انجام  Boiling  روش  مطابق  DNA  استخراج

  آب  میكرولیتــر  300  در کلنــي يــک روش ايــن در. است

  در  دقیقــه  10  مــدت  بــه  و  شده است  حد  تزريقي  مقطر

 
1-Steam Distillation 
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  بــا ســپس  .شده اســت  جوشاندهدرجه سلسیوس    100

  مــدت  بــه  12000rpm  دور  بــا  آلمان  SiGmA  سانتريفوژ

  رويي  محلول  از   ندا  100  شده و  سانتريفیوژ  دقیقه 10

ــه ــودهDNA   حــاوی  ک ــوب  در  ب ــه  میكروتی              در  و  ريخت

 .شده است  نگهداریگراد  ـ درجه سانتي 20

  بــه  مربــو   Tm  به  توجه  با کردن SET-UPبرای

شــده    محاســبه  دمــايي  گراديانت  پرايمرها  از  رشته  هر

  بــر. (1جدول )مطلوب انتخاب شده اســت  دمای  است و

  پرايمرهــای  از  يــک  هــر  Annealing  دمــای  اســاس  ايــن

  بعد  ازرپلیم  ایزنجیره  واکنش  انجام  جهت  شده  نتخابا

   .(2جدول  )آمده است  دسته  ب گراديانت  از

زی  یآنــــال  در ايـــــن تحقیـــــق بـــــا روش

بــرای نــواحي بســیار ثابــت و حفا ــت   بیوانفورماتیكي

فوق پرايمرهای اختصاصي طراحي شد،    هـایژنشده  

ـــدی   ـــوالي نوکلئوتی ـــي از    هـــایژنت ـــورد بررسـ مـ

  گرفتــــه شــــد و بــــه کمــــک روش  NCBI  ســايت

Alignment    ــت شناســايي ــواحي بســیار ثاب و در    شــدن

طراحــي    Gene runnerافــزار    کمــک نــرم  بعد بـه  مرحله

توالي پرايمرهای مورد استفاده در   پرايمر انجام گرفت.

 آورده شده است.  2جدول  

  مخلــو  هم  با  PCR  واکنش  برای   زم  ترکیبات

  ترموســايكلر  دســتگاه  در  PCR  واکــنش  و  شــده اســت

Corbett  35  بــرای  رونــد  ايــن  ،شده اســت  انجام  آمريكا  

 .(3)جدول  شده است  تكرار  سیكد

  5، مقــدار  درصــد  5/1پس از تهیــه ژل آگــاروز

ــر از محصــول ــا  را در درون چاهک PCR میكرولیت ه

  بــه وســیله  دقیقه  70ولت به مدت  90ريخته و با ولتاژ 

ران شــده بــود. بايــد   Major science تانــک الكتروفــورز

لیتــر بــا تر  میلي 2تا  1توجه داشت که سطح بافر بايد 

هــا را  به طوری که سطح کــد چاهک  ،از سطح ژل باشد

باشــد،  دارای بــار منفــي مي DNA بپوشاند. از آنجــا کــه

هــا در ابتــدای الكتروفــورز بــه  محد قرار گــرفتن حفره

بــه   DNA سمت قطــب منفي)کاتــد( بــود. بــدين صــورت

 .سمت قطب مثبت حرکت کرده بود

خــارج    تیالكتروفورز، ژل را از پل  انيپس از پا

قــرار داده    تــوریلومنيتــرانس ادستگاه  یکرده و بر رو

در ژل باعــه  ــاهر    دي ــبروما  وميدی ــرنگ اتشد. وجود  

ــدها ــدن بان ــاو  یش ــاهده    DNA  یح ــس از مش ــد. پ ش

، ژل به دستگاه ژل داک منتقد شد و پس  DNA  یباندها

 عكس گرفته شد.  از،یمورد ن ماتیاز تن 

ــت آنت ــام کش ــت انج  ــبيجه  ــ  وگرامی ــت    اي تس

 ــ  ــیم  تیحساسـ ــتاندارد    ،يكروبـ ــکيداز روش اسـ   سـ

 ــفيد ــد  ،اســتفاده شــد  CLSI  2021  ژنوی من ــور از    نيب

  یهــاســکيمــک فارلنــد اســتفاده شــد. د  میاستاندارد ن

 ــبيآنت ــتفاده در ا  يكیوتیـ ــورد اسـ  ــمـ ــه از    نيـ مطالعـ

  10)پــنم يم ــيا ؛شــدند کــه شــامد  هیته  ايمد  یهاشرکت

 ــي، جنتامامیكروگــــــرم( ،    میكروگــــــرم(  10)نیســــ

ــازیس ــرم(  5)نيپروفلوکسـ ــفتازمیكروگـ   30)نيدي، سـ

بــر    نیلیپرس ــی، پمیكروگرم(  30)نیكاسی، آممیكروگرم(

  10)نیســ ــیو کول  میكروگــــرم(  100/10)تازوباکتــــام

  75/10)دیكاســــ ـیکلاو ن/نیلیكارسی، تمیكروگـــــرم(

 بودند.میكروگرم(    30)می، سفوتاکسمیكروگرم(

هربــاريوم  ي بــا مــرزه خوزســتان  اهی ــاسانس گ

(TBQ400-357) بــا روش    و  اهیگلدار گ یاز سرشاخه ها
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از شرکت طبیب دارو شــهر اهــواز،    در بخار آب  ریتقط

  4  خچــاليدر    شيزمان انجام آزمــاخريداری شده و تا  

 .(25)ی شدنگه دار  گراد  سانتي  درجه درجه

  اهی ــسازنده اســانس گ  باتیمطالعه، ترک  نيدر ا

ــا اســتفاده از کرومــاتوگراف    يمــرزه خوزســتان   GCب

متــر و   30به طــول  5MS-HP( با ستون HP 6890 )مدل

 ــیم  25/0قطــر   شــد. اســانس مــرزه    ييمتــر شناســا  يل

  هی ــته  تریليلیبر م  كروگرمیم  512در غل ت   يخوزستان

گرفــت.    ارمورد اســتفاده قــر 2/1 یهاو در رقت ديگرد

هــا تــا زمــان انجــام  هــا، آنبعد از به دست آمدن غل ت

ــا ــاليدر    شيآزم ــانت  4  خچ ــه س ــه  گراديدرج   یدارنگ

  يجرم ــ  فیط  سهيسازنده اسانس با مقا باتیشدند. ترک

  يجرم ــ  فی ــســازنده اســانس بــا ط بــاتیاز ترک کيهر 

و   GC-MSدســتگاه  میع  ــ  يگــانيموجود در با  باتیترک

هــا  در کروماتوگرام مختلــف هــایکی ــپ  دیو تحل  هيتجز

 شدند. ييشناسا

  200ای بــه هــر چاهــک  خانــه  96در يــک پلیــت  

میكرولیتــر محــیط حــاوی بــاکتری پســودوموناس بــه  

 ــ  3( اضــافه گرديــد.  CFU  810     ×5/1میــزان) ه  چاهــک ب

عنوان کنترل منفي)حاوی محیط کشــت مــولر هینتــون  

براث و تیمارها( و سه چاهک)حاوی محیط کشت مولر  

عنــوان کنتــرل مثبــت در  ه هینتون براث و باکتری( را ب

ساعت انكوبه و پــس از   24ن ر گرفته شد. سپس پلیت 

زمان مذکور برای مطالعه بیوفیلم رنگ آمیزی صورت  

ها  محــیط کشــت  برای اين من ور ابتدا  ،(26و  27)گرفت

 ها دور ريخته شد.از داخد چاهک

  PBSها را يک الي دو بار بــا بــافر سپس چاهک

میكرولیت شستشو داده شد و مرحله قبد   200با حجم 

هــا  ها، به چاهکبعد از شستشوی و خالي کردن چاهک

دقیقــه در   10میكرولیتر متانول مطلــق  افــزوده و  200

دمای اتاق انكوبه شد. سپس متــانول را دور ريختــه و  

پلیــت را ثابــت گذاشــته تــا الكــد از آن حــذف شــد. بــه  

ماکرولیتر کريستال ويولــه يــک درصــد    100ها  چاهک

بــه  دقیقه در دمای اتــاق انكوبــه شــد.  5اضافه کرده و 

هــا را شستشــو داده  پیست با آب مقطــر چاهک  وسیله

ها خالي  شد تا رنگ اضافي حذف شود. در انتها چاهک

میكرولیــت اســتیک    200هــا  و به هر يــک از چاهکشد  

  20افزوده و بعــد از گذشــت    درصد  33اسید گلاسیال  

  640دقیقه پلیت را با دستگاه ا يزا ريدر با طــول مــوج 

 نانومتر خوانده شد.

                           بـــــــرای بررســـــــي نتـــــــايج از روش  

Optical density cut-off    استفاده شد. به من ــور بررســي

های کنترل منفي را  چاهک ODانحراف معیار و میانگین 

محاسبه نموده سپس طبق فرمول زير محاســبه انجــام  

 شد.

( +  3)انحراف معیار چاهک های کنتــرل منفــي× 

 ODcچاهک های کنترل منفي=    ODمیانگین 

  ODيــــا کــــات آف،    ODcبعــــد از محاســــبه  

بندی  های مورد مطالعه را طبق جدول زير دستهچاهک

 .(26و    27)کرديم

 به   سريالي  گیریاز روش رقت  MICتعیین    برای

  ،مولرهینتون بــراثمحیط کشت    در  تكرار  سه  صورت

،  25/1مختلــف)  هــایرقت  کــه  صــورت  بدين  .انجام شد

  بــــر  ( میكرولیتــــر320،  160،  80،  40،  20،  10،  5،  5/2

ــانوذرات  از  لیتــرمیلي ــه  ن   96پلیــت    هــایچاهک  روی ب

ــه ــافه  ایخانـ ــد  اضـ ــپس    .شـ ــر  100سـ   از  میكرولیتـ
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  به  (  CFU  810     ×5/1به میزان)  میكروبي  سوسپانسیون

  درجــه  37دمــای    در  هاپلیت  و  گرديد  چاهک اضافه  هر

شــدند.    تیمــار  گرمخانه  در  شب  يک  به مدت گرادسانتي

بلانک)کنترل منفي( و سه چاهک بــه   به عنوان  چاهک  3

،  نهايــتدر  عنــوان کنتــرل مثبــت در ن ــر گرفتــه شــد.  

  گــر  دستگاه قرائت  از  استفاده  با  هاچاهک  تمام  کدورت

خوانش شد. به من ور   نانومتر 630موج  طول در ا يزا

، نیز دقیقــا  هماننــد  اسانس مرزه خوزستاني MICتعیین 

 .(28)روش فوق عمد شد

ضــــدمیكروبي    برهمكنش  بررســي  به من ور

  نــانوذرات اکســید روی از  بــا  خوزستاني  مرزه اسانس

کــه    ،(29و 30)چكربورد استفاده شد سازیرقیق روش

  زيــر  از فرمول  اسـتفاده  با آزمون اين از حاصـد نتايج

 ( بیان گرديند:FICکسری) بازدارنده  غل ت  محاسبه  و

 

Sum FIC A, B:  کســری  بازدارنــدگي  غل ــت  مجمــوع  

 اسانس و نانوذره

A MIC:  بازدارندگي اسانس  غل ت  حداقد 

B MIC:  بازدارندگي نانوذره  غل ت  حداقد 

تفســیر    زير  صورت  به  نتايج  FIC indexمحاسبه    از  پس

،  سینرژيســم  اثــر  دهنده  نشان  9/0از    کمتر  مقادير؛  شد

  و  افزايشــي  اثــر  دهنــده  نشــان  1/1تــا    9/0بــین  مقادير

  آنتاگونیســــمي  دهنــده اثــر  شــان  1/1از    بــیش  مقادير

 .بودند

هــای  از روی چاهک  MIC  يجنتــا  يپس از بررس

همــه    يحداقد غل ت کشندگ  یینخانه، برای تع  96  یتپل

مــولر    یطهای فاقد کدورت، جداگانه بر روی محچاهک

ــونه ــار کشــت داده    ینت ــس از  شــدندآگ ســاعت    24. پ

اسانس، نانوذره و يا ترکیب آنهــا بــا  از    يغل ت  ينکمتر

درصد باکتری در آن رشد نكرده بود بــه    9/99که    هم

 .1 .(31)گزارش شد  MBC  يعنوان غل ت کشندگ

)ZOI(هاسويه هاله عدم رشدقطر    برای تعیین
(1 )  ،

ابتدا از سوسپانسیون معادل نیم مک فارلند با ســوآ   

بــه    مــولر هینتــون آگــاراستريد بر روی محیط کشــت  

انتهــای  به وسیله  صورت چمني کشت داده شد. سپس،  

ای کــه دارای قطــری برابــر  پیپــت پاســتور شیشــه

ــک)های آنتيديســک ــيبیوتی ــنم  ايم ــرم  10)پ   ،(میكروگ

  5)سیپروفلوکســازين  ،(  میكروگــرم  10)جنتامايســین

  30)آمیكاســین  ،(میكروگرم  30)سفتازيدين  ،(میكروگرم

ــرم ــیلین  ،(میكروگـ ــر  پیپرسـ ــام  بـ   100/10)تازوباکتـ

  ،(میكروگــــــرم  10)کولیســــــین  و(  میكروگــــــرم

ــیلین ــید/تیكارســ ــرم  75/10)کلاو نیكاســ   ،(میكروگــ

هــايي روی  ( بــود، چاهک(میكروگــرم  30)سفوتاکســیم

محیط کشت، پانچ گرديدند. سپس به وسیله سمپلر، بــه  

ــزان   ــت    60می ــر از غل  ــرزه    MICمیكرولیت ــانس م اس

ــانوذرات اکســید روی  MICاز غل ــت    ،خوزســتاني و    ن

ترکیب اين دو بوســیله سرســمپلر درون چاهــک هــای  

  37هــا را در دمــای  ايجاد شده، ريخته شد. سپس پلیت

ساعت انكوبه شــدند.    24-18به مدت  گراد  درجه سانتي

دی  میكرولیتــر    20چنین از ديسک آغشته شــده بــه  هم

به عنوان کنتــرل منفــي و از ديســک  متید سولفوکسايد 

ســاخت    میكروگــرم    10  جنتامايســینبیــوتیكي  آنتي

 
1- Zone of Inhibition) 
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شرکت پــادتن طــب بــه عنــوان کنتــرل مثبــت اســتفاده  

 .(32)گرديد

  مورد  پسودموناس آئروژينوزا  نمونه  هر  برای

  از  فارلند  مک نیم معادلمیكرولیتر  50 میزان بهمطالعه 

  ادامه در اضافه گرديد. سيسي 5/1میكروتیوب  در آن

  از  حاصــد،  MICمیكروتیــوب مــذکور، معــادل    هــر  بــه

، نانوذره و ترکیــب ايــن دو، اضــافه شــده و بــا  اسانس

محیط کشــت مــولر هینتــون بــراث اســتريد، بــه حجــم  

  24  مــدت  بــه  آنهــا  کــردن  مخلــو رسانده شد. بعــد از  

گراد، انكوبــه شــدند.  درجه ســانتي  37  دمای  در  ساعت

مــورد   RNA استخراج جهت هانمونه انكوباسیون سپس

 .(33)گرفتند  قرار استفاده

  Cinnapure RNAاز کیــت    RNAبــرای اســتخراج  

  گیریانــدازه  ســپس  ،گرديــد  اســتفاده  ژنســینا  شرکت

  انجــام شــده  نانودرآ   دستگاهبه وسیله   هاRNAغل ت 

  ژن  بیــان  به من ور بررسيشدند.  داده قرار هانمونه و

lasR های ، نمونهRNA های  ســوش اســتاندارد و جدايــه

  نــانو  دســتگاه  بــا  ســنجي  کیفیت  از  پس  ،ژنبالیني پاتو

واکنش   انجام صحتتهیه شدند.  cDNA بلافاصله درآ 

cDNA  انجام  طريق  از  سازی PCR  يیدأت  آگارز  ژل  روی  

  شــرکت  RT PCRاز کیــت    cDNA  ســاخت  بــرایگرديد.  

 استفاده شد.   ژنسینا

و    lasR  هــایژن  بیان  میزان  تعیین  برایسپس،  

DNA Gyrase    از تكنیــکReal time PCR    .اســتفاده شــد

، بــر  Real time PCR  انجام  های مورد نیاز، جهتمحلول

 تهیه شدند.    SYBR Green Master Mix  کیت  پرتكدطبق  

  نســبي  ســنجي  کمیت،  lasR  ژن  بیان  کمي  تعیین

cDNA  بــا  مقايسه  در  بررسي  مورد  های  ژن  cDNA  ژن  

DNA Gyrase A  روش  به  Δct  .انجام شد 

مثبــت    یهاکــه از جنبــه  يحاتیبا توجه به توض

نكــردن    یداده شــد، مشــكد همكــار  مــارانیپروژه به ب

  ينیبـــال  یهاهيـ ــجدا  یحـــد شـــد. جداســـاز  مــارانیب

بــا    لمیوفی ــکننــده ب  دی ــتول     پسودوموناس آئروژينــوزا

  ن،یچن ــبرطرف شــد. هم  ينیبال  یهاتعداد نمونه  شيافزا

  ژنکــه    پسودوموناس آئروژينوزا یهاهيجدا  افتنيبا  

lasR  یهاتعــداد نمونــه  شيرا دارا بودند، مشكد با افزا  

 برطرف شد. مارانیجداشده از ب

 
 

 

 پلیمراز  زنجیره ای   واکنش   انجام   جهت   شده  انتخاب پرايمرهای :   1  جدول

 

 ( bp)طول آمپلیكون توال پرايمر 

F- DNA gyrase A CGGCGACATCZNCAACACC-3'-5' 
195 

R- DNA gyrase A GGGCCGTTGAZNTCGGZNTA-3'- 5' 
F-LasR GCAZNCGCATGGTCGACAZNA-3'-5' 

201 
R-LasR CGCTGTGCTCTTGCZNGTTGTGA-3'-5' 
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 lasR ژن برای   PCRانجام واکنش   يط شرا:  2جدول  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCRبرای انجام واکنش    از ی ن   مورد  ر ي قاد: م 3  جدول

 غل ت میزان)میكرولیتر( نوع ماده 

PCR buffer 5/2 5/2 
MgCl2 2 2 
dNTPs 1 1 

Taq polymerase 1 5/1 
Primer F*3 5/1 20 
Primer R*3 5/1 20 

DNA 2 - 
Distilled water 8 - 

Total - 25 

 

 

 یوفیلم ب   یدتشك  يي توانا :  4جدول  

 

 ODcمحاسبه میزان  توانايي تشكید بیوفیلم

 نمونه <ODc OD×4 قوی 

 ≥ODc 2×ODc < OD×4 متوسط  
 ODc < نمونه  ODc 2×  ≥ OD ضعیف

 نمونه ODc  ≥ OD منفي

 

 

 هايافته

اســتاندارد)از   ســوش نمونه يک مطالعه، اين  در

  بــالیني هایجدايــه از چهار نمونــه  تیک( وژنذخاير ملي

نمونــــه    50از بــــین       پســـودوموناس آئروژينــــوزا

آوری شـــده از زخـــم بیمـــاران ســـوختگي  جمـــع

  وارد  نمونــه  عنوان  های آموزشي ياسوج بهبیمارستان

 گرديده است. مطالعه

ــاس ــر اسـ ــايج    بـ ــاتنتـ  ــ  آزمايشـ   یتحساسـ

  آمیكاســینبیشترين مقاومت مربو  بــه    ،بیوتیكييآنت

و    میكروگــــــرم  10  کولیســــــین،  میكروگــــــرم  30

بود و کمترين  مربو     میكروگرم  5  سیپروفلوکساسین

  پنمايميو    میكروگرم  30سفتازيديممربو  به  مقاومت  

  5مقاومــت چنــد دارويــي نیــز در    ،بــود  میكروگــرم  10

 (.5  جدول)جدايه مورد مطالعه ديده شد

 فاز  برنامه  دما  زمان  تعداد  دوره 

 اولیه  تكثیر 1 گراد سانتي درجه 95 دقیقه  1 1

 تكثیر  2 گراد سانتي درجه 95 ثانیه  30 35

 اتصال 2 گراد سانتي درجه 54 ثانیه  30 35

 توسعه 2 گراد سانتي  درجه 72 ثانیه  30 35

 نهايي توسعه 3 گراد سانتي  درجه 72 دقیقه  7 1
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ــن مطالعــه حرــور   ــاکتری    lasR  ژندر اي در ب

  بــه وســیلهمورد مطالعــه،       پسودوموناس آئروژينوزا

( مــورد بررســي  PCR)ای پلیمــرازواکــنش زنجیــره

ــور،   ــدين من ــ ــالیني    12قرارگرفــــت. بــ ــه بــ نمونــ

جداسازی شد کــه از ن ــر     پسودوموناس آئروژينوزا

وجود بیوفیلم قوی تشخیص داده شدند و يــک ســوش  

)کنترل مثبــت( و يــک ســوش  شاهدعنوان ه استاندارد ب

مــذکور)کنترل منفــي(، انتخــاب شــده و    ژنبالیني فاقد  

 .(1مورد مطالعه مولكولي، قرار گرفتند)شكد  

ــون   ــرهآزم ــنش زنجی ــرازای پليواک ــت    م جه

پســودوموناس  های  جدايهدر میان    lasR  ژنشناسايي  

ــوزا هــای  ، چاهکbp  100: نشــانگر  1چاهــک        آئروژين

،     پســودوموناس آئروژينــوزاهای بالیني  : جدايه13-2

های بــــــالیني  جدايــــــه  10و    9،  4،  2هــــــای  چاهک

هستند که    lasR  ژنی واجد     س آئروژينوزاپسودومونا

اند.  تشــكید شــده  bp  201در مقابد آنها باندها با طول  

: کنتـــــرل مثبت)ســـــوش اســـــتاندارد  14چاهـــــک  

  ژن  واجــد   ATCC 25922   پســودوموناس آئروژينــوزا

lasR  پســودوموناس  )جدايــه  کنتــرل منفــي:  15(، چاهک

،  bp  100: نشانگر  16(، چاهک  lasR  ژنفاقد    آئروژينوزا

 .  (2)شكد  10و   9،  4، 2چاهک های 

ــین   ــالیني    12از بـ ــه بـ ــودوموناس  جدايـ پسـ

  4کــه تشــخیص قطعــي داده شــدند، تعــداد   آئروژينوزا

  بــه وســیلهجدايه بــالیني کــه عــلاوه بــر تأيیــد هويــت  

ــدروش ــا و پروتك ــتاندارد آزمايشــگاهي،  ه هــای اس

باکتريــــايي، بیوشــــیمیايي و مولكــــولي تشــــخیص  

ــوزا ــودوموناس آئروژين ــوتیپي  ،پس ــات فن   در آزمايش

با    TSBهای رشد يافته بر محیط کشت  بررسي باکتری

هــای مــورد  چاهک  ODدستگاه ا يزا ريدر، بــر اســاس  

هــا  در آن  بیــوفیلممطالعــه، بیشــترين درصــد تشــكید  

حــداقد غل ــت  انتخــاب شــده و    ،مشــاهده شــده اســت

قطــر هالــه عــدم    ،کشــيمهاری، حــداقد غل ــت باکتری

در    lasR  ژنبیان  و میزان    بیوفیلم، درصد تشكید  رشد

ــه ــن جداي ــتاندارد و اي ــاکتری  ســويه اس ــالیني ب های ب

اســانس مــرزه  در حرور    پسودوموناس آئروژينوزا

ــتاني ــانوذره روی،  خوزس ــب  Zn)ن ــانوذرات  ( و ترکی ن

مورد بررسي    اسانس مرزه خوزستانيبا    اکسید روی

 .قرار گرفتند

در    مــرزه  اهی ــاســانس گدهنده    دیتشك  باتیترک

  کــارواکرول  بیترک  نيشتریشده است. ب  يهارا  6جدول  

.  دهــديم  دیدرصــد از جــدول را تشــك  81/99است که  

  C10H14Oبــا فرمــول  ييایمیش ــ بیترک  کي  کارواکرول

  4/0اســت کــه    نیوجث ــ اي ــ تــوجن بیترک نياست. کمتر

  کي  نیثوج  اي  توجن.  دهديم دیدرصد از جدول را تشك

 است.  C10H16O2با فرمول    ييایمیش  بیترک

میكروگرم    ( بر حسبMIC)حداقد غل ت مهاری

های بــالیني  در ســويه اســتاندارد و جدايــه  لیتربر میلي

مــورد    بیوفیلمتشكید دهنده    پسودوموناس آئروژينوزا

نانوذرات  ،  حرور اسانس مرزه خوزستانيدر    مطالعه

               بـــا    نـــانوذرات اکســـید رویو ترکیـــب    اکســـید روی

را بـــه تفكیـــک نشـــان    اســـانس مـــرزه خوزســـتاني

 .  (7)جدولدهدمي

ــاری نســبي)شــاخص   ــب    (FICغل ــت مه ترکی

(  Zn)نانوذرات اکســید رویبا  اسانس مرزه خوزستاني
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بود کــه    1برابر با عدد    چكربوردسازی  به روش رقیق

 .(8)جدول  نماينگر اثر افزايشي است

بــر حســب    (MBCکشــي)حــداقد غل ــت باکتری

ــر میلي ــرم بـ ــتاندارد و  میكروگـ ــويه اسـ ــر در سـ لیتـ

تشــكید       آئروژينــوزا  پسودوموناسهای بالیني  جدايه

اســانس مــرزه  مورد مطالعه در حرور    بیوفیلمدهنده  

اســانس  و ترکیــب    نــانوذرات اکســید روی، خوزستاني

را بــه    (Znنــانوذرات اکســید روی)با    مرزه خوزستاني

هــای  ای از پلیتنمونــه  (.9)جــدول  دهدتفكیک نشان مي

  کشــيحداقد غل ــت باکتریمورد استفاده جهت تعیین  

     پسودوموناس آئروژينــوزاتیمارهای پژوهش بر علیه   

  يــهارا  3مــورد مطالعــه در شــكد   بیوفیلمتشكید دهنده 

   .شده است

  اسانس  MICغل ت( در  ZOI)رشد  عدم  هالهقطر  

  بی( و ترکZn)  نانوذرات اکسید روی  ،يخوزستان  مرزه

بــر    ياسانس مرزه خوزســتانبا    نانوذرات اکسید روی

 ــعل ــو  هی ــتاندارد)  هيس  ــ( و جداPAO1اس ــال  یهاهي   ينیب

بــر    لمیوفی ــبدهنــده    دیتشــك  پسودوموناس آئروژينوزا

 .(10)جدول  دهدينشان م  کیرا به تفك  mmحسب  

(  PAO1سويه اســتاندارد)  بیوفیلممیزان تشكید  

ــه ــالیني  و جداي ــوزاهای ب ــر    پســودوموناس آئروژين ب

ــد ــب درصـ ــاوتدر غل ت  حسـ ــای متفـ ــانس    هـ اسـ

( در آن به  Zn)روی اکسید نانوذراتو  خوزستاني  مرزه

شده است. بر اساس نتايج اين جدول، با  تفكیک گزارش

نــانوذره  و    خوزســتاني  اســانس مــرزهکــاهش غل ــت  

افــــزايش يافتــــه    بیــــوفیلم، درصــــد تشــــكید  روی

ای مورد  خانه 96های ای از پلیت. نمونه(11)جدولاست

ــكید   ــد تشـ ــین درصـ ــت تعیـ ــتفاده جهـ ــوفیلماسـ   بیـ

ــوزا ــه در     پســودوموناس آئروژين ــورد مطالع ــای م ه

های متفاوت تیمارهای مطالعــه در شــكد  حرور غل ت

 .شده است  يهارا  4

(  PAO1)سويه اســتاندارد  بیوفیلممیزان تشكید  

ــه ــالیني  و جدايـ ــوزاهای بـ ــودوموناس آئروژينـ      پسـ

نانوذرات  های متفاوت ترکیب  در غل ت  برحسب درصد

شــده    گــزارش  خوزستاني  مرزه  اسانسبا  اکسید روی

است. بر اساس نتايج جدول فوق، با کاهش غل ت ايــن  

افــزايش يافتــه    بیــوفیلمتیمار ترکیبي، درصــد تشــكید  

است. شايان ذکر اســت غل ــت اســانس و نــانوذره در  

اســانس مــرزه    بــا  نــانوذرات اکســید رویترکیــب  

مشــخص    چكربــوردســازی  با روش رقیقخوزستاني  

 .(11)جدول  است   شده 

ــان     ــزان بیـــــ ــويه    lasR  ژنمیـــــ در ســـــ

پســودوموناس  های بــالیني  ( و جدايــهPAO1استاندارد)

ــوزا ــده    آئروژين ــكید دهن ــوفیلمتش ــت  بی   MIC  در غل 

و    (Znنانوذرات اکسید روی)،  اسانس مرزه خوزستاني

  مــرزه  اســانسبــا    نــانوذرات اکســید رویترکیــب  

ــه تفكیــک نشــان مي  خوزســتاني .  (12)جــدول  دهدرا ب

ــي   ــودار منحن ــور    DNA gyrasAو    lasR  ژننم در حر

،  ه شده اســتي، ارا5، در شكد  اسانس مرزه خوزستاني

پســــودوموناس    منحنــــي ذوب ســــويه اســــتاندارد

، نماينگر ايــن اســت  6ه شده در شكد  يارا     آئروژينوزا

زاد مورد مطالعــه  های هدف و درونژنکه دمای ذوب  

 در يک راستا بوده است.
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 بیوتیكي ي آنت   حساسیت  تعیین  بیوگرام برای آنتي   تست:  1  شكد 

 

 پسوئوموناس آدروژينوزا های بالیني باکتری وضعیت حساسیت سويه استاندارد و جدايه :  5  جدول

 

 بیوتیکيآنت

     پسودوموناس آئروژينوزاهای بالیني جدايه سويه استاندارد  

 مقاوم 

 )درصد( تعداد 

 نیمه حساس 

 )درصد( تعداد 

 حساس

 )درصد( تعداد 

 مقاوم 

 )درصد( تعداد 

 نیمه حساس 

 )درصد( تعداد 

 حساس

 )درصد( تعداد 

 0(0) 16(64) 9(36) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم 30   سفتازيديم 

 2(8) 9(36) 14(56) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم 30 سفوتاکسیم

 2(8) 1(4) 22(88) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم30  آمیكاسین

 2(8) 14(56) 9(36) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم 10 پنمايمي

 3(12) 8(32) 14(56) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم 10 جنتامايسین

 1(4) 10(40) 14(56) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم  110 تازوباکتام /پیپراسیلین

 4(16) 10(40) 11(44) 1( 100) 0(0) 0(0) 10/75 دیكاسیکلاو ن/نیلیكارسیت

 0(0) 4(16) 21(84) 1( 100) 0(0) 0(0) میكروگرم 10 کولیسین

 0(0) 4(16) 21( 84) 0(0) 1( 100) 0(0) میكروگرم 5 سیپروفلوکساسین

 

  

 

 

 
    بر ژل آگاروز   PCR  محصول :  2شكد 
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 ي مرزه خوزستان   اهی اسانس گ   دهنده   دی تشك   بات ی ترک   :6جدول  

 رش يحد پذ درصد  شیمیايي   باتیترک رديف 

 4/0 ثوجین يا توجن 1

 درصد  90کمتر از  کارواکرول

 55/0 پاينین -آلفا 2
 06/0 کامفن 3
 12/0 پاينین -بتا 4
 81/0 مايرسین -بتا 5
 18/0 فلاندرين-1 6
 05/0 کارن-3-دلتا 7
 89/0 ترپینن-آلفا 8
 09/4 سیمن 9
 40/0 لیمونن  10
 61/0 سینئول   -1-8 11
 04/0 اوسیمن  -بتا-ترنس 12
 18/4 ترپینن-گاما 13
 1/0 سابینن   هیدرات -ترانس 14
 15/0 ترپینول-آلفا 15
 05/0 سابینن  هیدرات  -سیس 16
 57/0 لینالول ال 17
 06/0 ترپینن-گاما 18
 12/0 برنئول ال 19
 97/0 ترپینن -4 20
 23/0 اتر  متید  ايزوتیمول 21
 16/0 کاروون  22
 61/0 تیمول 23
 99/81 کارواکرول  24
 14/0 ول ژناو 25
 36/0 استات  کارواکريد 26
 26/0 کاريوفیلن ترانس 27
 07/0 آلوآروماددرن  28
 05/0 استون  نريد 29
 04/0 بیزابولن ـبتا 30
 94/0 بیسابولول  ـآلفاـ  سیس 31
 17/0 المان ـبتا 32
 16/0 ترپیننـ گاما 33
 12/0 ثوجین يا توجن 34

    
اسانس  با   نانوذرات اکسید روی و ترکیب    نانوذرات اکسید روی ـ    قالب مولكولي   نانوذره ،  اسانس مرزه خوزستاني   حداقد غل ت مهاری :  7جدول  

 تشكید دهنده بیوفیلم مورد مطالعه     پسودوموناس آئروژينوزا   های بالیني باکتری بر علیه سويه استاندارد و جدايه  مرزه خوزستاني 

     پسودوموناس آئروژينوزا
 مورد مطالعه

 اسانس 
 مرزه خوزستاني

 لیتر(میكروگرم بر میلي)

 روی  نانوذره
 لیتر(میكروگرم بر میلي)

با   اسانس مرزه خوزستانيمیكروبي ترکیب  برهمكنش ضد
 چكربوردسازی به روش رقیق (Zn)نانوذرات اکسید روی 

 غل ت اسانس  
 لیتر(میكروگرم بر میلي)

    غل ت نانوذره
   لیتر(میكروگرم بر میلي)

 128 128 256 256 سويه استاندارد  

 128 256 256 512 1جدايه بالیني  

 256 128 512 256 2جدايه بالیني

 256 256 512 512 3جدايه بالیني

 128 128 256 256 4جدايه بالیني
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 چكربورد سازی  به روش رقیق   (Zn) نانوذرات اکسید روی با   اسانس مرزه خوزستاني ترکیب   (FIC)شاخص غل ت مهاری نسبي:  8جدول  

      آئروژينوزا پسودوموناس

 مورد مطالعه  
شاخص غل ت مهاری 

 (FIC) نسبي
 تفسیر نتیجه 

 اثر افزايشي  1 سويه استاندارد  

 اثر افزايشي  1 1جدايه بالیني  

 اثر افزايشي  1 2جدايه بالیني

 اثر افزايشي  1 3جدايه بالیني

 اثر افزايشي  1 4جدايه بالیني

 

علیه    بر   خوزستاني  اسانس مرزه با  نانوذرات اکسید روی  ترکیب    و   (Zn) روی نانوذره    ، خوزستاني کشي اسانس مرزه  : حداقد غل ت باکتری 9جدول  

 مورد مطالعه   بیوفیلم های تشكید دهنده     پسودوموناس آئروژينوزا 

پسودوموناس  
مورد  آئروژينوزا
 مطالعه

 اسانس مرزه خوزستاني  
 لیتر(میكروگرم بر میلي)

 (  Zn)نانوذرات اکسید روی 
 لیتر(میكروگرم بر میلي)

 ( Znنانوذره روی) با اسانس مرزه خوزستاني ترکیب 
 غل ت اسانس  

 لیتر(میكروگرم بر میلي)
 نانوذره -نانوذرهغل ت 

 لیتر(میكروگرم بر میلي)

 256 256 512 512 سويه استاندارد  

   256 256   512 512 1جدايه بالیني  
 512 256 >   512 512 2جدايه بالیني
 512 512 >   512 >   512 3جدايه بالیني
 512   512 >   512   512 4جدايه بالیني

 

 
خوزستاني بر علیه    کشي اسانس مرزه باکتری     پسودوموناس آئروژينوزا جهت تعیین حداقد غل ت  های مورد استفاده  ای از پلیت : نمونه 3  شكد 

 ( Bهای بالیني مورد مطالعه) ( و جدايه Aسويه استاندارد) 

 

نانوذرات  ( و ترکیب اسانس مرزه خوزستاني با  Zn)نانوذرات اکسید روی  اسانس مرزه خوزستاني،     MIC: قطر هاله عدم رشد در غل ت  10  جدول

 های تشكید دهنده بیوفیلم مورد مطالعه    پسودوموناس آئروژينوزا ( بر علیه  Zn) اکسید روی  

پسودوموناس  

     آئروژينوزا

 مورد مطالعه  

 اسانس 

 ( میترمیليمرزه خوزستاني )

 (  Zn)نانوذرات اکسید روی 

 میتر( )میلي

نانوذرات اکسید  ترکیب اسانس مرزه خوزستاني با 

  میتر()میلي( Zn)روی 

 10 5/7 9 سويه استاندارد  

 9 5/7 5/7 1جدايه بالیني  

 5/7 5/6 5/6 2جدايه بالیني

 7 6 6 3جدايه بالیني

 6 6 6 4جدايه بالیني



 محسن عزيزی و همكاران 

   (161شماره پي در پي )1402بهمن و اسفند ـ 6ـ شماره 28ـ دوره له ارمغان دانش مج                                                         788

نانوذرات اکسید  خوزستاني و  های متفاوت اسانس مرزه های مورد مطالعه در غل ت    پسودوموناس آئروژينوزا : درصد تشكید بیوفیلم  11  جدول  

 لیترمیكروگرم بر میليبر اساس  ( Zn) روی 

 

 
 تیمار

 سودومونس غل ت
 مطالعه مورد نوزايآئروژ

 کنترل
  منفي

512 
 

256 
 

128 
 

64 
 

32 
 

16 
 

8 
 

4 
 

 کنترل
 مثبت 

 
اسانس مرزه  
 خوزستاني

 100 100 98/89 01/73 4/72 07/63 01/46 86/41 31/17 0 سويه استاندارد 

 100 100 100 100 100 87/91 35/74 14/47 08/13 0 1جدايه بالیني  

 100 100 100 100 100 41/98 66/65 34/14 63/5 0 2جدايه بالیني  

 100 100 100 100 100 16/96 43/86 94/44 54/35 0 3جدايه بالیني  

 100 100 100 100 14/98 48/97 3/74 12/53 15/23 0 4جدايه بالیني 

نانوذرات  
اکسید روی  

(Zn) 

 100 100 100 100 100 07/93 01/77 86/49 31/28 0 سويه استاندارد 

 100 100 100 100 100 100 100 100 08/13 0 1جدايه بالیني  

 100 100 100 100 100 100 100 100 63/5 0 2جدايه بالیني  

 100 100 100 100 100 100 100 100 54/35 0 3جدايه بالیني  

 100 100 100 100 100 100 3/98 12/85 15/46 0 4جدايه بالیني 

 

 

های مورد مطالعه در     پسودوموناس آئروژينوزا بیوفیلم  ای مورد استفاده جهت تعیین تعیین درصد تشكید  خانه   96ای از پلیت : نمونه 4  شكد 

 های متفاوت تیمارهای مطالعه حرور غل ت 

 

نانوذرات اکسید  ،  اسانس مرزه خوزستاني  MIC  های مورد مطالعه در غل ت    پسودوموناس آئروژينوزا در   lasR ژن : میزان بیان  12جدول  

 اسانس مرزه خوزستاني با   نانوذرات اکسید روی و ترکیب    ( Zn) روی 

 

 موردمطالعه     پسودوموناس آئروژينوزا
 تیمارهای مطالعه 

سويه  
 استاندارد 

جدايه  
 1بالیني 

جدايه بالیني  
2 

جدايه بالیني  
3 

جدايه  
 4بالیني 

 

 اسانس مرزه خوزستاني  
RQ 7836 /0 4358/0 8348 /0 0249 /1 0002/0 
 تفسیر 
 نتیجه

کاهش بیان 
 ژن

کاهش 
 ژنبیان 

کاهش بیان 
 ژن

افزايش بیان  
 ژن

کاهش بیان 
 ژن

 
 نانوذره روی 

RQ 0306 /1 5732 /0 0979/1 8869 /0 0002/0 
 تفسیر 
 نتیجه

افزايش بیان  
 ژن

کاهش 
 ژنبیان 

افزايش بیان  
 ژن

کاهش بیان 
 ژن

کاهش بیان 
 ژن

با  نانوذرات اکسید روی ترکیب 
 اسانس مرزه خوزستاني 

RQ 0306 /1 5732 /0 0979/1 8869 /0 0002/0 
 تفسیر 
 نتیجه

افزايش بیان  
 ژن

کاهش 
 ژنبیان 

افزايش بیان  
 ژن

کاهش بیان 
 ژن

کاهش بیان 
 ژن
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      پسودوموناس آئروژينوزا منحني ذوب سويه استاندارد    :6شكد 

 

 بحه

  مناســبي  محــیط  ســوختگي،  از  ناشــي  هایزخم

ــرای ــه  رشــد  ب ــف  هایگون ــايي  مختل ــه  باکتري   شــمار  ب

  هــایزخم در کــه  مختلفــي  هایباکتریجمله    از.  رودمي

ــاد  ســوختگي ــت  ايج ــدمي  عفون ــوانمي  ،کنن   اعرــای  ت

  و  اســتافیلوکوکوس  ،پســودوموناس  هــایجنس  مختلف

  جــــنس  هایگونــــه.  بــــرد  نــــام  را  انتروباکترياســــه

  و  هــاآنزيم  ساختاری،  فاکتورهای  دارای  پسودوموناس

  مقاومــت  و  ويــرو نس  عامــد  کــه  هستند  هاييتوکسین

  افــزايش.  باشــدمي  گنــدزداها  و  هابیوتیکآنتي  به  نسبت

پســـودوموناس    بیـــوتیكيآنتي  مقاومـــت  افـــزون  روز

  بــه  بیمــاران  درمان  در  را  زيادی مشكلات ،  آئروژينوزا

  از ناشي میر و مرر میزان چنینهم.  است  آورده  وجود

  به  رو  بیماران  در  پسودوموناسي  سوختگي  هایعفونت

  برگشــت  تخريــب  و  هایآســیب  دلیــد  بــه.  است  افزايش

ــذير ــایعفونت  ناپ ــوزا  ه ــودوموناس آئروژين   در     پس

  بــاکتری  اين  برخورد و مهار مسئله سوختگي، هایزخم

  تكنولــوژی  نــانو  علــم گسترش. است مطرح نانوذرات با

ــه  در ــته،  ده ــت  گذش ــرای  را  هاييفرص ــف  ب ــر  کش   اث

  اعتقــاد.  است  کرده  فراهم  فلزی  نانوذرات  ضدباکتريايي

  مهــاری  اثــر  بــر  عــلاوه  فلــزی  نانوذرات که است اين بر

  بــا يي  حجم  به  سطح  نسبت  کوچک،  اندازه  دلید به ذره،

  ثیرأت ــ نتیجــه در و محیط با  بیشتر  تماس  باعه  که  دارد

  موجــود کــارواکرول. شــد خواهد بیشتر باکتريايي  ضد

ــب  در ــانس  اغلــ ــي  هایاســ ــیت  دارای  روغنــ   خاصــ

  بــرای  بــالقوه  عامــد  يــک عنوان به تواندمي ضدباکتری،

  تعامــد  در  ماده  اين  توانايي:  دلید  به  هاباکتری  QS  مهار

  درگیــر پروتئیني هایگیرنده و باکتری سلولي غشای با

  مــرزه  گیــاه.  (16و  17)نمايــد  عمــد  ،بیــوفیلم  تشــكید  در

  منــاطق  بــومي  گیــاه و بوده نعنائیان تیره از خوزستاني

  آن  ترکیبــات  و  گیاه  اين.  باشدمي  زاگرس  معتدل  و  گرم

  ضــد  فعالیت  و  است  بوده  محقق  چندين  تحقیق  موضوع



 محسن عزيزی و همكاران 

   (161شماره پي در پي )1402بهمن و اسفند ـ 6ـ شماره 28ـ دوره له ارمغان دانش مج                                                         790

هــدف  .  (18و  19)نیز به اثبات رسیده است  آن  میكروبي

آغشــته    (Znنــانوذره روی)از اين مطالعه تعیین و تأثیر  

ــه   ــده بـ ــتانيشـ ــرزه خوزسـ ــانس مـ  Satureja))اسـ

khuzestanica    ــان ــزان بی ــر می ــه  lasR  ژنب های  در جداي

ــالیني   ــوزاب ــودوموناس آئروژين ــده        پس ــكید دهن تش

 . بود  در شرايط برون تني  بیوفیلم

ــوزا ــودوموناس آئروژينـ ــک     پسـ ــاتو  يـ   ژنپـ

. يكــي از  (34و  35)گســترش اســت  طلب درحــالفرصت

سپســیس    بــاکتری  ايــن  از  ناشــي  هــایترين عفونتمهم

  . مقاومـــت(36ـ38)باشـــدمي  نـــرم  بافـــت  و  زخـــم

  واســطه  بــه     پســودوموناس آئروژينــوزا  بیوتیكيآنتي

تــرين  است که يكي از مهم  ذاتي  و های اکتسابيمكانیسم

،  بیوفیلم. تشكید  (39و    40)باشدمي  بیوفیلمآنها، تشكید  

بــاکتری، قــرار    سنســینگ  ئورومکوتحت تن یم سیستم  

انــد کــه تعــداد  نشــان داده  ری ــاخهای  پژوهش  .(20)دارد

ــلول  ــب  یهاس ــلول  لمیوفی ــوش    یهاو س ــه س ــاوم ب مق

  نانوذره  ،ياسانس مرزه خوزستاناستاندارد در حرور 

است. در    افتهي  شيافزا  یرو  کمپلكس  نانوو    مس  دیاکس

و همكــاران،    يخسروان  به وسیلهانجام شده    قیتحق  کي

ــأث  ــا  ریت ــر ب  ني ــواد ب  ــم  ــ  ژن  انی ــاز  نیالآلك در    پروتئ

شــد.    يبررس ــ     پســودوموناس آئروژينــوزا  یهاهيسو

اســانس مــرزه  زمــان از نشان داد که اســتفاده هم  جينتا

ــتان ــانوپلو    يخوزس ــول  مرین ــب مولك ــانوذرات  ـ    يقال ن

  یامنجر به کــاهش قابــد ملاح ــه  (MIP-Zn)اکسید روی

  ق،ی ــتحق  ني ــا  در  است.  شده(  MIC)مهار  زانیم  حداقددر  

قالــب    مریو نــانوپل  ياثر توأمان اسانس مرزه خوزستان

  یمهــار  یهــابر غل تنانوذرات اکسید روی ـ  يمولكول

مــورد       پســودوموناس آئروژينــوزامواد در مقابد    نيا

  ينشــان داد کــه مهــار کننــدگ جيقرار گرفت. نتا يبررس

زمــان نســبت بــه  بــه صــورت هم  مریاســانس و نــانوپل

کــاهش    یداريبــه طــور معن ــ  ييبه تنهــا کياستفاده هر 

  بیدر حالت ترک  ژهيو، بهMICکاهش در    نياست. ا  افتهي

-يقالــب مولكــول  مرینــانوپل  و  ياسانس مرزه خوزستان

ــانوذرات اکســید روی ــزانشــان(،  MIP-Zn)ن   شيدهنده اف

  مذکور بوده است.  یمواد در مقابد باکتر  نيا  ياثربخش

انــد کــه اســانس  کرده ديیتأ زین ریاخ  های  پژوهش  جينتا

ممكــن    ،يمكمــد درمــان  کي ــعنوان  بــه  يمرزه خوزستان

  ،   آئروژينــوزا  پسودوموناس  لمیوفیب  ژناست در مهار  

اسانس، بــا   نيدر حرور ا یمهار ریتأث نيمؤثر باشد. ا

بــه وضــوح    ،لمیوفی ــبمــرتبط بــا    lasR  ژن  انی ــکــاهش ب

بــه  انجــام شــده    یگــريد  قیتحق  در  مشاهده شده است.

در    نيكلودکستریسو همكاران، نقش بتا    يسنگال  وسیله

  یهاسياز ماتر  فیمحلول ضع  یترشح داروها  شيافزا

 ــ  .(21)شــد  يدوســت بررس ــ  نــاهمگن و آب  یمــریپل ر  ب

بــه عنــوان    نيكلودکســتریبتاس  ق،یتحق  نيا  جياساس نتا

  وترشــح دار  شيکانال عمد عمد کرده و باعه افــزا  کي

  یدر صــنعت داروســاز  توانديم  يژگيو  نيشده است. ا

شده و بهبود خواص داروها مورد    کنترل  شيرها  یبرا

ــرار گ  ــاســتفاده ق  ــنها  در  .ردی اســتفاده همزمــان از    ت،ي

-يمولكــول  قالــب  مرینــانوپل  و  ياسانس مرزه خوزستان

  راهكــار مــؤثر در  کي ــبه عنــوان  نانوذرات اکسید روی  

پســودوموناس   ژهيوبــه ها،یباکتر لمیوفیبمهار رشد و  

بــا   بــاتیترک ني ــنشان داده شــده اســت. ا  ،   آئروژينوزا

عنوان  بــه  تواننــديخــود، م  يياياثرات ضد باکتر  شيافزا
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  یهــااز عفونت  یریشــگیثر در درمان و پؤم  ييهانهيگز

مورد    هاهيو سو  هاطیاز مح  يدر انواع مختلف  ييايباکتر

 .رندیاستفاده قرار گ

  نحــوه؛  شــامد  فــوق  مطالعــه  هایمحــدوديت

  و  تجهیــزات،  آزمايشــات  انجــام  و  هانمونــه  آوریجمــع

  تفســیر و  دهيگزارش  نحوه،  استفاده  مورد  هایدستگاه

  ،آزمايش  محیط،  آزمايش شرايط و هانمونه تعداد، نتايج

 لــذا    .بودنــد مــالي منــابع و هاداده تحلید ،آزمايش انجام

ســودوموناس  های باکتريــال  افــزايش تعــداد جدايــه

  و    گیریمــورد مطالعــه در حــین نمونــهآئروژينــوزا  

ثیر تیمارهای مطالعه بــر کــاهش بیــان ســاير  أبررسي ت

ســودوموناس  بیــوتیكي  های حــدت و مقاومــت آنتيژن

   شود.پیشنهاد مي  آئروژينوزا

 

 گیرینتیجه

اسانس و   بیترک نیتعاملات ب  دیو تحل  هيبا تجز

گرفته شد که نــه تنهــا   جهینانوذره در مطالعه حاضر، نت

بلكه قطر حلقــه عــدم    اند،افتهيبهبود    MBCو  MIC ريمقاد

زمــان، کــاهش  است. به طــور هم  افتهي  شيافزا  زیرشد ن

  دهيد  یثرؤبه نحو م زین lasR ژنو مهار  لمیوفیب دیتشك

  ديی ــأمثبــت را ت  ریتــأث  نيا زین FIC خصشا يابيشد. ارز

اســانس مــرزه    یبــرا  MBCو    MIC  ريکرد. ارتفــاع مقــاد

ــتان ــه    يخوزس ــبت ب ــانوذراتنس ــید  ن (،  Zn)  روی  اکس

 ــهم ــر  نیچن  ــم  نيکمت ــأثZOI  زانی ــو  ری، نشــانگر ت و    یق

نشان    قیتحق  نيبوده است. ا  یبر باکتر  مارهایثرتر تؤم

ــه ترک ــت ک ــتان  بیـ ـداده اس ــرزه خوزس ــانس م   ،ياس

هــا  زمــان آن( و اســتفاده همZn)روی  اکســید  نــانوذرات

مهــار    ييتوانــا  ،يياي ــضد باکتر  تیفعال  شيعلاوه بر افزا

  يــهرا ارا  lasR  ژنو کــاهش    لمیوفیب  دیدر تشك  یشتریب

ممكــن    بــاتیترک  ني ــاشاره دارد کــه ا  جينتا  ني. ادهديم

  یهــاثر در درمــان عفونتؤم ــ  یهااست به عنوان مكمد

 ــباکتر مــورد      یبــاکتر  حــدتفاکتورهــای    و مهــار  يياي

 .رندیاستفاده قرار گ

 

 و تشكر ريتقد

دکتــری  اين مقاله برگرفته از پايان نامــه مقطــع  

ق  بـــا کــد اخـــلامیكروبیولــوژی  رشـــته     تخصصــي

IR.IAU.SHIRAZ.REC.1402.015    از دانشگاه آزاد اسلامي

اين دانشــگاه و  باشد که با حمايت مالي  واحد شیراز مي

لــذا  انجــام شــد.    همچنین دانشگاه علوم پزشكي ياسوج،

گروه    ريزحمات مددانند از  نويسندگان بر خود  زم مي

دانشــگاه    شــگاهيو همــه کارکنــان آزما  یولــوژیكروبیم

و همكــاران    یپرســند پرســتار  اســوج،ي  يعلوم پزشــك

از    نیچن ــهم  ،اسوجي  یهامارستانیدر ب  يبخش سوختگ

و    اسوجي  یزيدکتر عز شگاهيآزما ريمد غيدريزحمات ب

آزاد    یدانشــگاهها  يعلم ــ  ئــتیمحتــرم ه  یتمــام اعرــا

ه  ي ــکــه بــا ارا اســوجي يو علــوم پزشــك رازیش ــ ياسلام

  یاري ــمقاله    نيارزشمند خود، ما را در انجام ا یهاکمک

 .ندينما  ريتشكر و تقد مانهینمودند، صم
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Abstract 

Background & aim: In the present study, as a research background, the application of nanoparticles 
and herbal medicines in the treatment of diseases caused by Pseudomonas aeruginosa was 
investigated. The aim of this study was to determine the effect of zinc nanoparticles (Zn) impregnated 
with Khuzestan savory (Satureja khuzestanica) essential oil on the expression of lasR gene in clinical 
isolates of Pseudomonas aeruginosa, which are biofilm-forming bacteria, under extracellular 
conditions. 
Methods: The present experimental study was conducted in 2019 on 150 non-repetitive and 
intermittent clinical samples suspected of Pseudomonas aeruginosa, which were collected from skin, 
blood, and urine samples of hospitalized patients in various wards of Imam Sajjad (AS) Hospital in 
Yasuj city. After the entry of 4 clinical strains along with a standard strain of Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC 25922) as a sample, Khuzestan savory essential oil was prepared from Barij Essence 
Pharmaceutical Company (Kashan, Iran). Then, after identifying the Pseudomonas aeruginosa sample 
separated from the patients, PCR was performed to confirm the presence of lasR and DNA gyrase A 
genes, determine the antibiotic sensitivity pattern, broth microdilution test, checkerboard dilution, and 
agar test to determine the minimum inhibitory concentration, and real-time PCR to investigate the 
expression of lasR gene under laboratory conditions. The collected data were analyzed using Mann-
Whitney U, T-Test, and Paired T-Test statistical tests. 
Results: According to the results of the antibiotic sensitivity pattern, the highest resistance was related 
to amikacin (30 μg), colistin (10 μg), and ciprofloxacin (5 μg), and the lowest resistance was related to 
ceftazidime (30 μg) and imipenem (10 μg). Also, Khuzestan savory essential oil and zinc oxide 
nanoparticles had a minimum inhibitory concentration of 256-512 μg/mL against standard strains and 
clinical isolates. The relative minimum inhibitory concentration index (FIC) was equal to 1, which 
represents an increase in effect. Also, the minimum bactericidal concentration (MBC) was four times 
the minimum inhibitory concentration (MIC). The highest MIC was related to zinc oxide nanoparticles 
and the lowest was related to the simultaneous use of essential oil and nanoparticles. In the combined 
mode of treatments, half the MIC of separate treatments was required. Also, with the reduction of the 
effect m . 
Conclusion: The results indicated that clinical strains were highly resistant to some antibiotics but 
sensitive to others. Also, Khuzestan savory essential oil and zinc oxide nanoparticles were effective 
against standard strains and clinical isolates. The main component of this essential oil was carvacrol, 
which has antimicrobial properties. The results showed that the combination of essential oil and 
nanoparticles led to a stronger and more effective reduction in lasR gene expression. The study 
concluded that the combination of Khuzestan savory essential oil and zinc oxide nanoparticles is a 
promising complementary and alternative therapeutic approach for the treatment of chronic 
Pseudomonas aeruginosa infections . 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Silver nanoparticles, Khuzestan thyme essential oil, LasR, 
Biofilm 
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