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 چکیده

سوب یکی از مهم Pseudomonas aeruginosa باکتری شکی مح که  شودمیترین عوامل عفونت در پز

ست هابیوتیکآنتیی مقاوم به هاباکتری ءاخیر جزی هاسالدر  شده ا ستراتژی .شناخته  های یکی از ا

تشلللکیل بیوفیلم  برای PpyRو  algDبیان دو ژن  هابیوتیکآنتیاصللللی مقاومت این باکتری در برابر 

از جمله  هامیکروارگانیسللمی اخیر نشللان داده شللده اسللت،اسللتفاده از هاسللالدر  ،همچنین. باشللدمی

ستهاباکتریی مهار هاروشز یکی ا هاپروبیوتیک جلوگیری  برای، در این مطالعه رواز این .ی پاتوژن ا

 E.coli Nissle 1917(EcN)از باکتری پروبیوتیک  P. aeruginosaاز تشللکیل بیوفیلم ناشللی از باکتری 

 بیوتیکیآنتیکه ارتباط مستقیمی میان مقاومت ییجااز آن .ی درمانی جدید استفاده شدیک گزینه عنوانبه

شترین میزان مقاومت هاسویهوجود دارد،  زاییبیوفیلمو  ست  بیوتیکیآنتییی با بی سط ت بیوگرام نتیآتو

 .Pدر تشکیل بیوفیلم ناشی از باکتری  EcNتعیین میزان بازدارندگی باکتری  برای ،. سپسندانتخاب شد

aeruginosa  یابی بیان دو ژن کلیدیارزبرای انجام شللد و در انتها  زاییبیوفیلمتسللت (algD  وPpyR ) 

استفاده شد. بر  Real- time PCRاز روش  EcN دخیل در تشکیل بیوفیلم، در حضور باکتری پروبیوتیک

ساس نتایج ست  ا شی از باکتری  EcN، باکتری زاییبیوفیلمت شکیل بیوفیلم نا اثر بازدارندگی بالایی در ت

P. aeruginosa در ارزیابی بیان دو ژن  ،همچنین .نشللان دادalgD  وPpyR  در حضللور پروبیوتیکEcN 

نسللبت به گروه کنترل مشللاهده شللد. نتایج این مطالعه نشللان داد  PpyR ی در بیان ژندارمعنیکاهش 

 زاییبیوفیلمکاهش  برایهای درمانی جدید و مناسللل  یکی از گزینه عنوانبهد توانمی EcN پروبیوتیک

P. aeruginosa  کندعمل. 
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 .Pseudomonas aeruginosa ، پروبیوتیک،E. coli Nissle 1917 بیوفیلم، کلید واژگان:
  

 مقدمه-1

هوازی و فرصت ،باسیل گرم منفی P. aeruginosaباکتری 

ناسلللله و عضلللوی از  خانواده سلللودومو ل  از  -yط

proteobacteria این پللاتوژن عللامللل اک ر  .[1] اسللللت

ی هازخمدر افراد دچار  ویژهبهی بیمارسلللتانی هاعفونت

و بیماران بسللتری در سللوختگی، افراد دارای نقا ایمنی 

و یکی از مهمترین عوامل افزایش  اسلللت ICUی هابخش

. از نظر شلللودمیاین بیمللاران محسلللوب  ومیرمرگ

ستانی ی بیمارهاعفونت عامل اک ر اپیدمیولوژی این باکتری

، یبیوتیکآنتیی هامقاومتایجاد  علتبهو  شودمیرا شامل 

درمان را مشللکل سللاخته و موج  افزایش هزینه درمان و 

 این .شللودمیبیماران در زمان بسللتری  ومیرمرگافزایش 

فاکتورهای  وپلی لیپ ،مختلفی شلللامل زاییبیماریباکتری 

، A، پیلی، اگزوتوکسلللین 4، فلاژل نوع (LPS)سلللاکارید

. [1و11]دارد، پروتئاز و آلژینات 6و  3سیستم ترشحی نوع 

به ایجاد بیوفیلم اشلللاره  توانمیاز مهمترین این فاکتورها 

مقاومت ، P. aeruginosa توانایی تشللکیل بیوفیلم در .کرد

، زنده ماندن در شلللرایط سلللخت هابیوتیکآنتیدر برابر 

ستم ایمنی بدن را منجر  سی  .[3]شودمیمحیطی و فرار از 

مل بیوفیلم مجموعه ی میکروبی هاکلنیی میکروبی، شلللا

شده توسط ماتریکس  سلولیساکاریدپلیاحاطه   ی خارج 

ست، که توسط ی متعددی از هاژن .شودمیباکتری تولید  ا

تولید  در ppyRو  pslA ،pelA ،algU ،algD ،algL، جمله

آلژینات یکی . [2]بیوفیلم ناشللی از این باکتری نقش دارند

ه توسط ک از مهمترین فاکتورهای تولید کننده بیوفیلم است

و  شللودمیتولید   algDژن کد کننده کپسللول آلژیناتی یا 

 شودمی P. aeruginosaباعث ایجاد قابلیت چسبندگی در 

باکتری  یت ذرهخواری  قابل کاهش  به  و همچنین منجر 

سلولهای میزبان  سط  ی هاژنیکی دیگر از  .[1]شودمیتو

 .Pیی و تولیللد بیوفیلم زابیمللاریمؤثر در شللللدت 

aeruginosa ژن ،PpyR با افزایش تولید اگزوپلی  ، کهاست

یک سللیدروفور که سلله فاکتور سللاکاریدها و پیووردین )

کند به می الاسللتاز را کنترل ،Aاندوتوکسللین  زاییبیماری

 P. aeruginosa زاییبیماریهمین دلیل اهمیت زیادی در 

  .[4]شودمی( منجر به افزایش تولید بیوفیلم دارد

کی کنترل رشد یکدیگر ی برای هامیکروارگانیسم استفاده از

ی مهار میکروارگانیسللم های پاتوژن اسللت، در هاروشاز 

میللان  ین  لعللاتا قش  مطللا ن زیللادی در خصللللو  

گانیسلللم مل هاباکترییا  هامیکروار یک بر عوا ی پروبیوت

ست.  شده ا ا اثرات مفید خود ر هاپروبیوتیکپاتوژن انجام 

روده، کاهش نفوذ پذیری مخاط روده و  pHاز طریق تغییر 

به  ماریی هامیکروارگانیسلللمحمله  ید موادی  زابی با تول

سید لاکتیک  سینمانند: ا سین، باکتریو ها و تعدیل ها و دفن

  .[5]کنندمیپاسخ ایمنی میزبان اعمال 

یکی از  عنوانبلله E. coli Nissle 1917 (EcN)بللاکتری 

 هاعفونتدر درمان  که استی مورد مصرف هاپروبیوتیک

کولیت اولسلللراتیو و  از جمله،ی التهابی روده هابیمارییا 

ه در التهاب حاد رودبیماری کرون در بزرگسلللالان و نیز 

  .[6]باشدمیمؤثر کودکان 

در مدفوع یک  1917این باکتری برای اولین بار در سلللال 

سلللرباز آلمانی که به بیماری اسلللهال مقاوم و ایمن بود، 

توانایی رقابت با  EcNاز خوا  باکتری  یی شللد.شللناسللا

ماریباکتری  بت .در روده اسلللت زابی قا از طریق  این ر

آزادسللازی فاکتورهای ازبین برندهی باکتری، میکروسللین 

H47  و میکروسینM  که هر دو فاکتور گیرنده دهدمیرخ

ی روده را تشللخیا هاباکتریهای جذب آهن در سللایر 

شده و منجر به و از این طریق وا دهندمی سم  سیتوپلا رد 

  .[6و21]شوندمیی پاتوژن هاباکتریمرگ 
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با وجود باط  یان شللللده در ارت ل  ب طا به م جه   با تو

های که در دهه بیوتیکیآنتیی گسلللترده طی  هامقاومت

در روند اخیر باعث ایجاد معضلللات و مشللکلات بزرگی 

درمان بیماران شده است که افزایش هزینه درمان و افزایش 

 .تاسرا سب  شده بیماران در زمان بستری شده  ومیرمرگ

 یبیوتیکآنتیدر رابطه با درمان مقاومت  زیادی هایپژوهش

مت  قاو جاد م ناشلللی از  بیوتیکیآنتیو جلوگیری از ای

  .ی پاتوژن انجام شده استهاباکتری

در تحقیقلات انجلام شللللده محققلان، بله تل ثیر م بللت 

و همچنین  هابیماریدر درمان بسلللیاری از  هاپروبیوتیک

ی هاریباکت، توسللط بیوتیکیآنتیکاهش اثر ایجاد مقاومت 

یل پی P. aeruginosaپاتوژن نظیر  به همین دل ند.  با  ،برد

ن ی و همچنیبیوتیکآنتیتوجه به ضللرورت درمان مقاومت 

ید  به اثرات مف در پژوهش  ،E. coli Nissle1917با توجه 

 براییک عامل دارویی جدید  عنوانبهحاضر از این سویه، 

 P. aeruginosaبررسی امکان جلوگیری از تشکیل بیوفیلم 

و  algDی هاژناسللتفاده شللد و تغییرات در سللط  بیان 

PpyR ،تشللکیل  های دارای نقش اسللاسللی درعنوان ژنبه

  .شدبیوفیلم ارزیابی 

 هامواد و روش-2

و تعیین  P. aeruginosaی بالینی هاستتویهکشتتت  2-1

 ی بیوتیکآنتیمقاومت 

جدا شللده از  P. aeruginosaسللویه  50در این مطالعه از 

ستفاده ن ست شد.مونههای بالینی بیماران ا پس از انجام ت

 یهاسلللویه بیوگرامآنتیانجام تسلللت  برای های تائیدی،

 ی خط اول درمانهابیوتیکآنتیاز  P. aeruginosa بالینی

 سفتازیدیم ،(GEN) ، جنتامایسین(AMK) آمیکاسین ،شامل

(CAZ)سیم سفوتاک  ، (CTX)سین سا سیپروفلوک  ، (CIP) ،

ستین،  ،(IPN) پنمایمی سیلینکلی سین (PIP)پیپرا   و توبرامای

(TOB) ارزیابیی مورد هاسللویهمیان  اسللتفاده شللد. از، 

 برایی بیوتیکآنتیبا بیشللترین میزان مقاومت  ییهاسللویه

  .شدانتخاب های بعدی ارزیابی

یایی  2-2 باکتر یه  و محیط  E. coli Nissle1917ستتو

 کشت

سویه باکتریایی پروبیوتیک   E. coli Nissle1917برای تهیه 

برای  ساخت کشور آلمان استفاده شد. Mutaflor قر  از

سول  سویه ابتدا مقداری از محتویات داخل کپ شت این  ک

 24انتقال داده شللد و پس از  LB Brothبه محیط کشللت 

سانتی 37انکوبه کردن در دمای اپتیمم ساعت   گراددرجه 

انتقال داده شد  LB Agarاین سوسپانسیون به محیط کشت 

برای  .شلللدفعال  گراددرجه سلللانتی 37و در دمای اپتیمم 

آمیزی گرم و تست تشخیصی سویه مورد نظر از رنگ تایید

 .گالری استفاده شد

 تهیه مایع رویی باکتریایی 2-3

سیونی معادل  برای سپان سو تهیه مایع رویی باکتریایی ابتدا 

 ،سللپس .تهیه شللد 3و  McFarland 5/0 ،1سلله ظلظت 

دقیقه  20به مدت  rpm 12000 سللوسللپانسللیون در دور

 برایمیکرون  2/0از فیلتر  روییسللانتریوفیوژ شللد و مایع 

 جداسازی کامل بیوماس سولی، عبور داده شد.

 بیوفیلم زایی 2-4

، از پلیت P. aeruginosaی مقاوم هاسویهپس از شناسایی 

 .خانه برای بررسلللی تشلللکیل بیوفیلم اسلللتفاده شلللد 96

 McFarlandبا ظلظتی معادل  P. aeruginosa یهاسلللویه

رویی  مایع 3و  1، 0/ 5 در مجاورت با سللله ظلظت 5/0

 24قرار داده شد و پس از  E. coli Nissle1917 پروبیوتیک

شدانکوباساعت  سسیون، پلیت از انکوباتور خارج  پس، . 

شد شدوارونه پلیت  ضافی خارج  ستفاده از .و محیط ا  با ا

سللرم فیزیولوژی  λ 300مولتی چنل سلله مرتبه و هر بار با 

 10فرآیند شللسللت و شللو انجام داده شللد. پلیت به مدت 

 .صللورت واژگون قرار داده شللد تا خشللک شللوددقیقه به

از رنگ کریستال ویوله به هر چاهک اضافه  λ 100 ،سپس

 15در دمای اتاق قرار گرفت. بعد از دقیقه  15پلیت  شللد.

د و پلیت را وارونه کرده و رنگ اضلللافی خارج شلللدقیقه 

 ،مجددا سه مرتبه با سرم فیزیولوژی شست و شو داده شد
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اسلید اسلتیک به هر چاهک اضلافه شلد و  λ 125 ،سلپس

 ،سپس .در دمای اتاق قرار داده شددقیقه  30پلیت به مدت 

شد و از هر چاهک بعد از پیپتاژ  شته  یک پلیت جدید بردا

 به پلیت جدید منتقل شد. λ 100کامل 

قدار  هک در طول موج  ODدر آخر م چا ئت قر 620هر  ا

و محیط کشت  P. aeruginosaاین آزمایش با کنترل )شد. 

 خالی( انجام شد.

 میکروسکوپ الکترونی 2-5

در  P. aeruginosaتصللویر برداری از تجمع باکتری  برای

مایع رویی تاثیر  لت بیوفیلم و  جلوگیری از  برای EcNحا

پ تصللویربرداری میکروسللکو برایتشللکیل بیوفیلم نمونه 

FE-SEM  صویر  شدتهیه شش دهی با طلا، ت و پس از پو

 .انجام شدبرداری 

 Real- timeو انجام  cDNAسنتز  ،RNAاستخراج  2-6

PCR  
ی بالینی توسلللط هاسلللویهاز  RNAدر ابتدا اسلللتخراج 

شور ایران برپایه  Rnxمحلول ساخت ک سیناکلون  شرکت 

توسط  cDNAسنتز  ،سپس انجام شد.کلروفرم -روش فنل

ای برپروتکل کیت تاکارا سللاخت کشللور ژاپن انجام شللد. 

کار، ، میکرولیتر 2در حجم   5X Prime Scriptبافر  این 

و  dT، پرایمر الیگو میکرولیتر 5/0 در حجم RTآنزیم 

 RNAبه  ماکرولیتر 5/0یمرهای رندوم هگزامر در حجم پرا

ضافه  500)در ظلظت   شدمیکروگرم( در مخلوط واکنش ا

در واکنش  cDNAسلللنتز  برایو سلللپس تمامی ترکیبات 

دقیقه و در نهایت  15مدت  به گرادسانتیدرجه  27دمایی 

عال  برای تاز ) کردنظیر ف  رایبآنزیم ریورس ترنسلللکریپ

در ( Real-Time PCRممانعت از ایجاد اختلال در واکنش 

مای  جه  85د مدت  گرادسللللانتیدر یه طبق  5به  ثان

دسلللتورالعمل کیت قرار گرفت. برای ارزیابی بیان دو ژن 

algD  وPpyR،  از تکنیکtime PCR -Real  بر پایه روش

 سایبرگرین استفاده شد .

ست که در این تکنیک از پرایمر ژن   16srRNAقابل ذکر ا

 .شداستفاده ژن رفرنس  عنوانبه

 TB Green Premix Exاز  Real- time PCRدر تکنیک 

Taq II (2x)،  پرایمر فوروارد و پرایمر ریورس و محلول

طبق دسللتور بروشللور کیت اسللتفاده شللد و  RTواکنش 

 :شددر دماهای زیر انجام  ترتی به هاواکنش

 Denature ( 95مرحللله ، Pre incubation (95)مرحللله 

جه سللللانتی له ، (گراددر جه  Anneling (60-50مرح در

 .(گراددرجه سانتی 72) Extension ( و مرحلهگرادسانتی

 :باشدمی 1جدول طبق های مورد استفاده در واکنش پرایمر

 

 Real-Time PCR پرایمرهای مورد نیاز برای 1جدول 

 ریورس فوروارد هاژن

algD (18) 3- GCGACCTGGACCTGGGCT -5 3- TCCTCGATCAGCGGGATC -5 

ppyR (19) 5- CGTGATCGCCGCCTATTTCC -3 5- ACAGCAGACCTCCCAACCG -3 

16srRNA (20) 3- GAGGAAGTTGGGGATGACGT -5 3- AGGCCCGGGAACGTATTCAC -5 

 آنالیز آماری 2-7

ار افزها توسط نرمآماری داده وتحلیلتجزیهدر این مطالعه، 

graph pad شد. برای ارزیابی های بیان ژن از آزمون انجام 

t-test  وOne Way ANOVA  هایی با داده و شللداسللتفاده

p value  شدگزارش  دارمعنی 05/0کمتر از. 

 نتایج-3
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 بیوگرامآنتی 3-1

توسلللط تسلللت  مورد بررسلللیسلللویه بالینی  50از میان 

عداد، بیوگرامآنتی یالینی  12 ت بیشلللترین میزان  باسلللویه 

مت  قاو مانبیوتیکآنتیم های خط در به دارو خاب ی  ، انت

که ارتباط مسلللتقیمی میان از آنجایی (1)شلللکل  ندشلللد

های چند دارویی و ایجاد بیوفیلم گزارش شلللده مقاومت

سویه ست،  شترین میزان مقاومت برای پژوهش ا هایی با بی

  .[7-9]. حاضر انتخاب شدند

بررسللی  ،نشللان داده شللده اسللت 2شللکل همانطور که در 

مت در  قاو تایج م یهن خاب شلللده در برابر  یهاسلللو انت

 یسلللویه 12همه  های مختل  نشلللان داد که،بیوتیکآنتی

، پنمایمی ،ی سللیپروفلوکسللاسللینهابیوتیکآنتیانتخابی به 

م سللفوتاکسللیتوبرامایسللین و ، جنتامایسللین، آمیکاسللین

 10سللفتازیدیم، تنها که در مورد الیمقاومت داشللتند در ح

مقاوم شللناخته  عنوانبهسللویه مورد مطالعه  12سللویه از 

ودند و ب بیوتیکآنتیسویه دیگر حساس به این  2شدند و 

سللویه مقاوم شللناخته  11، همچنین در مورد پیپراسللیلین

 یکبیوتآنتیشللدند و تنها یک سللویه نیمه حسللاس به این 

 .(2)شکل بود 

 

 
تخاب ی خط اول درمان و انهابیوتیکآنتیبه  سودوموناس آئروژینوزا یهاسویهبررسی میزان مقاومت  ؛بیوگرامآنتیننتایج تست  1شکل

 خط اول درمانی هابیوتیکآنتیسویه با بالاترین میزان مقاومت به اک ر  12

 

 
سویه با بیشترین میزان مقاومت برای  12 سودوموناس آئروژینوزاسویه  50از میان  بیوگرامآنتیبا توجه به نتایج  ؛بیوگرامآنتینتایج  2شکل 

 ند. شدایجاد بیوفیلم زایی و ارزیابی اثر پروبیوتیک در روند بیوفیلم زایی انتخاب 

 

 بیوفیلم زایی 3-2

 گیریشکل های صورت گرفته علی رظمبا توجه به ارزیابی

در  هاسلللویه، P. aeruginosaبیوفیلم پرقدرت توسلللط 

قدرت  پروبیوتیک مورد اسلللتفاده، عنوانبه EcNحضلللور 

شان دادند و در برخی  شکیل بیوفیلم کمتری را از خود ن ت

ضور هاسویه ای از پروبیوتیک به میزان قابل ملاحظه در ح
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 3کل شلدر  ،م ال عنوانبه. کردندتشلکیل بیوفیلم ممانعت 

در مجاورت با  P. aeruginosa)تصویر سمت چپ( سویه 

 McFarland 5/0 ،1) سه ظلظت از پروبیوتیک قرار گرفت

( و نتایج نشلللان داد که سلللویه پروبیوتیک با ظلظت 3و 

بت به سللویه کنترل )تصللویر نسلل McFarland 5/0معادل 

شکیل بیوفیلم  سته به میزان بالایی از ت ست( توان سمت را

P. aeruginosa  (.3)شکل جلوگیری کند 

 خوانش درقابل مشللاهده اسللت،  4شللکل همانطور که در 

620OD=  سه ظلظت شکیل بیوفیلم در هر  شان داد که ت ن

McFarland 5/0 ،1  گیریشلللکلقابلیت ممانعت از  3و 

شته  P. aeruginosa ی بالینیهاسویهبیوفیلم ناشی از  را دا

سبت به کنترل ) سه مورد ن ست و در هر   P. aeruginosaا

کاهش  یک(دارای  عدم حضلللور پروبیوت ی دارمعنیدر 

ظت  باشللللد،می با ظل باط  کاهش در ارت ند این  هرچ

McFarland 5/0 0/001 با<p  و در دو ظلظتMcFarland 

ملاحظه است که  گزارش شد. قابل p<0/05 به میزان 3و 1

ظت  جاد بیوفیلم در ظل که در ای یان بیشلللتری  کاهش ب

McFarland 5/0  شاهده سبت به دو ظلظت بالاتر م  شدن

  (.p>050/) (4)شکل  شدگزارش  دارمعنینیز 

3-3 Real- time PCR  

بیوفیلم زایی  ODاز خوانش  دست آمدهبه نتایج بهبا توجه 

یک  McFarland 5/0، ظلظت مشلللاهده شلللد از پروبیوت

 اسللت و بیشللترین کردهبهترین ظلظت مؤثر عمل  عنوانبه

ی هاسلللویهرا در ممانعت از رشلللد  دارمعنیمیزان کاهش 

و مهار تشلللکیل بیوفیلم ناشلللی از  P. aeruginosaبالینی 

شته  هاسویه سبت بهدا سویی دیگر ن ست. از   هایظلظت ا

نشللان داده اسللت و بنابراین  را یدارمعنیکاهش بالاتر نیز 

بهترین ظلظت برای مطالعات بعدی و ارزیابی بیان  عنوانبه

 شکل. همانطور که در شدانتخاب  PpyRو  algDی هاژن

 PpyRی در ژن دارمعنیکاهش بیان  ،است قابل مشاهده 5

. در (p<0/001)شلللد نسلللبت به کنترل داخلی مشلللاهده 

اما این  شلللدمشلللاهده  algDکاهش بیان در ژن  کهحالی

سبت به کنترل  شد. دارمعنیکاهش ن ه نیز این نکت گزارش ن

نیز  algDنسللبت به  PpyRحائز اهمیت اسللت که بیان ژن 

  (.p<0/001) (5ی را نشان داد )شکل دارمعنیکاهش 

  
اقد ف -کنترل منفی عنوانبه) به همراه محیط کشت خالی است  وزاسودوموناس آئروژینی هاسویهتصویر سمت راست نماینگر  3شکل

ویر سمت چپ و تص باشدمیدر دیواره چاهک ها با ظلظت بالا  سودوموناس آئروژینوزاتیمار پروبیوتیکی( و بیوفیلم شکل گرفته توسط 

که همانطور که در تصویر مشخا است و سویه پروبیوتیک به  باشدمیهمراه با تیمار پروبیوتیکی  سودوموناس آئروژینوزاکه سویه 

 .کندجلوگیری  سودوموناس آئروژینوزاخوبی توانسته به میزان قابل قبولی از تشکیل بیوفیلم ناشی از 
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. بیوفیلم زایی در ظلظت نیم فک فارلند از تیمار پروبیوتیکی نسبت به کنترل ) سویه فاقد تیمار پروبیوتیکی( زاییبیوفیلمنتایج  4شکل

ی را نسبت به سویه دارمعنیمک فارلند از تیمار پروبیوتیکی نیز کاهش  3و  1ی هاظلظتنشان داد. در  p = 0.001ی را با دارمعنیکاهش 

. از سویه دیگر شد، هرچند که این کاهش در مقایسه با ظلظت نیم مک فارلند به میزان کمتری مشاهده شدمشاهده  p = 0.01کنترل با 

 ( p = 0.0710)  3و ظلظت  (p = 0.0102) 1نسبت به هر دو ظلظت  شدکاهش بیشتری که در تیمار با ظلظت نیم مک فارلند مشاهده 

 .شدگزارش  دارمعنی

 

 
به میزان  Alg Dنشان داد که در حضور تیمار پروبیوتیکی بیان ژن  PpyRو  alg Dارزیابی های بیان دو ژن  Real Time PCR:نتایج  5شکل

گزارش  دارمعنیاما این کاهش  .شدنیز نسبت به کنترل کاهش مشاهده  PpyR در بیان ژن گرچه ،ابدیکاهش می ( p = 0.001)ی دارمعنی

 .(p = 0.001) شدگزرش  دارمعنی PpyRنیز نسبت به  alg Dنشد.از سوی دیگر کاهش بیان 

 

  میکروسکوپ الکترونی 3-4

بر جلوگیری از تشللکیل بیوفیلم  EcNبرای بررسللی تاثیر 

شد طبق  سکوپ الکترونی گرفته  سط میکرو صاویری تو ت

تصویر سمت چپ نمونه تصویر برداری  در 6شماره شکل 

شان P. aeruginosa یهاباکتریشده تجمیع  و  دهدمیرا ن

 .P یهاباکتریتصلللویر سلللمت راسلللت عدم تجمیع 

aeruginosa ضور باکتری شان  EcNبه علت ح  دهدمیرا ن

توانسللت از تشللکیل  EcNو نتایج حاکی از آن اسللت که 

به میزان بالایی جلوگیری  P. aeruginosa ناشلللی بیوفیلم

 (.6)شکل کند
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و تصویر سمت  شودمیدر آن دیده  P. aeruginosaهای یکروسکوب الکترونی که تجمع باسیلتصوریر سمت چپ تصویر م 6شکل 

 EcNبه علت حضور  P. aeruginosaراست عدم وجود تجمع باکتری 

 

 گیریبحث و نتیجه-4

 ی امروزهبیوتیکآنتیی هامقاومتهمانطور که بیان شلللد، 

درمان شلللده اسلللت و وجود تبدیل به چالش بزرگی در 

از جمله توانایی تشللکیل  هاباکتریهای متفاوت مکانیسللم

 شللودمی هابیوتیکآنتیبیوفیلم باعث مقاومت آنها در برابر 

را با مشللکل مواجهه  هاعفونتو در نتیجه درمان و کنترل 

 ،قاز سلله طری تواندمیی بیوتیکآنتیده اسللت .مقاومت کر

ند ، ذاتی قال انت هاباکتریبه  زاییجهشاکتسلللابی و فرای

 یی کههاباکتریترین تر بیان شد یکی از مهمپیش .[10]یابد

ی بالایی داشلللته و امروزه درمان را با بیوتیکآنتیمقاومت 

 که باشللدمی P. aeruginosa مشللکل مواجه کرده اسللت

تانی ی بیمارسهاعفونتباکتری فرصت طل  و عامل اصلی 

ست شکیل  دلیلبه P. aeruginosaباکتری  .[11]ا توانایی ت

از دارد.  هابیوتیکآنتیبیوفیلم مقاومت زیادی نسلللبت به 

اهمیت بالای این موضوع در چند دهه اخیر  دلیلبه ،رواین

ه در زمین هاباکتریی مقاومت هامکانیسمدانشمندان زیادی 

 را مورد ارزیابی قرار مهار و جلوگیری از تشلللکیل بیوفیلم

از سوی دیگر علاقه روزافزون به ارتقای سلامت به  دادند.

روش طبیعی، تحقیقات در زمینه پروبیوتیک را در مقیاس 

ست، در نتیجه منجر  شدید کرده ا جهانی در دو دهه اخیر ت

ید لات جدبه تولید صللنعتی تعداد قابل توجهی از محصللو

در  هاپروبیوتیکبا توجه به اثرات مفید  .[12]شللده اسللت

 نوانعبه هاپروبیوتیکی مختل  در مطالعات اخیر هازمینه

نهیک  مانی در برابر  یگزی ناسلللل  در متم قاو ی هام

شدند. مطالعه بیوتیکآنتی  Dariush shokri et alی انتخاب 

شان داد که  ضد  دلیلبهها  Lactobacillusن تولید ترکیبات 

ید  عنوانبهباکتری مختل   ندیهامتابولیتم ال، تول مان  ،ی 

ی هاباکتری، رشد pHیک، و کاهش اسیدهای استیک و لاکت

 .کنندمیرا مهار  زابیماری

عه  ،همچنین طال های مختل  از  Lactobacillusدر این م

منابع لبنی محلی جدا شللد و اثرات ضللد باکتری و ضللد 

 . دوشدبررسی   .aeruginosaPی هاسویهبیوفیلم در برابر 

شناسایی  L. fermentum عنوانبهکه  Lactobacillusسویه 

ی هاویهسبیشترین اثر آنتاگونیستی را در برابر تمام شدند، 

P. aeruginosa  نتایج ناشللی از پژوهش  .[13]نشللان داد

به بررسلللی اثر یکی از حاضلللر  تا  نیز در همین راسللل

یک ند  FDAی دارای مجوز هاپروبیوت هار فرای بر روی م

پرداخت و نتایج قابل توجهی  P. aeruginosaبیوفیلم زایی 

مر این ا .شللددر زمینه کاهش فرایند بیوفیلم زایی مشللاهده 

ی هامتابولیتتولید و ترشللل  بسلللیاری از  دلیلبهد توانمی

ی ظشللای خارجی هاوزیکولترشللحی باکتریایی از جمله 

سیاری از  ست که ب شده ا شخا  شد.امروزه م باکتری با

ی هامتابولیتاثرات خود را به واسلللطه ترشللل   هاباکتری

 . کنندمیاولیه و ثانویه خود القا 
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عهدر  طال که توسلللط  ایم کاران  Da-hye leeدیگر  و هم

شد سین  ،انجام  شد که باکتریو شان داده  باعث  HW01ن

کاهش تولیدفاکتورهای ویرولانس مانند پیوسیانین، پروتئاز 

 .[22]شودمی P.aeruginosa KCTC 2004و رامنولیپید در 

بر اسلللاس گزارش مطالعات مختل  در ارتباط با کارایی 

یک به افزایش نرخ  هاپروبیوت جه  باتو متو  قاو ی هام

حاضر  در پژوهش هابیوتیکآنتیی و ناکارآمدی بیوتیکآنتی

به تا  یک  تلاش شلللد  یابی اثر پروبیوت بر روی  EcNارز

پرداخته شود؛  P. aeruginosa بیوفیلم ناشی از گیریشکل

یکی از مشللکلات  P. aeruginosaناشللی از بیوفیلم زیرا 

و ارتباطی مسللتقیم با مقاومت  باشللدمیرایج در پزشللکی 

در سلللال های اخیر مطالعاتی در مورد  .داردی بیوتیکآنتی

شگران  EcNکارایی باکتری  ست و پژوه سیده ا به انجام ر

باکتری را در  نهاین  ی هاباکتریی مختل  در برابر هازمی

 انجام شللده یمطالعه .کردندبیوفیلم آنها ارزیابی پاتوژن و 

سط شان داد  al etyang تو  Lactobacillusهای ، گونهکه ن

با اسللتفاده از روش انتشللار چاه آگار،  Bifidobacteriumو 

مقاوم به دارو را کاهش  E. coliتوانسلللتند رشلللد باکتری 

ظنی  یهاپروبیوتیکدهند. به عبارت دیگر، فعالیت مهاری 

شرایط در  زابیماری E. coliشده با سلنیوم در برابر باکتری 

in vitro  وin vivo [14]ند شلللده اسلللتبه خوبی مسلللت. 

 .C بلله شللللدت تولیللد بیوفیلم  EcNهمچنین، وجود 

perfringens CP4   و تعدادClostridium perfringens  در

را کاهش داد. مکانیسللم مشللخا شللده احتمالا   بیوفیلم

، توانایی EcNسیستم منحصر به فرد یرسینیا باکتین  دلیلبه

سبندگی و فیمبریا یا ترکی  آن  سایجاد چندین چ  16]تا

 بر EcNمطالعات ما نیز با نشلللان دادن کارایی اثر  .[15و 

د این باکتری توانمیزایی روی مهار و کاهش فرایند بیوفیلم

با ی پروبیوهاباکترییکی از  عنوانبهپروبیوتیکی را  یک  ت

 .P. ندکبیوفیلم زایی معرفی پتانسلللیل پیشلللگیری و مهار 

aeruginosa  می در ه م قش  ن لوژی  یو م پیللد ظر ا ن از 

ی بیمارستانی دارد و در کشور ما نیز میزان شیوع هاعفونت

درصللد تخمین زده شللده  58مقاومت دارویی این باکتری 

ضرورت مطالعه بر روی این باکتری  همین امر .[1و3]است

پتانسلللیل درمانی را ایجاد  و معرفی فاکتورهایی جدید با

شکیل بیوفیلم کندمی ی زیادی هاژن P. aeruginosa. در ت

له دو ژن ند algDو  PpyR از جم یل هسلللت طبق که  دخ

 P. aeruginosaی هاسلللویهی تحقیقات متاآنالیز در همه

به  قاوم  یکآنتیم ندوجود  بیوت نابراین .[3]دار  برای ،ب

شان در این مطالعه  سی اثر پروبیوتیک بر ارزیابی بیان  برر

در طی مطالعاتی که بر روی تحقیقات اخیر  .شدندانتخاب 

مت  قاو با بیوفیلم و م باط  مچنین ی و هبیوتیکآنتیدر ارت

د مانی جدیدر یگزینهیک  عنوانبه هاپروبیوتیککاربرد 

بر آنکه  مبنیشللکل گرفت ای فرضللیهانجام شللده اسللت، 

یک  ندمی  E.coli Nissle1917پروبیوت یک  عنوانبه توا

شکیل بیوفیلم و برایدرمانی جدید  یگزینه  جلوگیری از ت

مت  قاو له  هاباکتریی بیوتیکآنتیکاهش م  .Pاز جم

aeruginosa  شوددر ضیه  و نظر گرفته  برای اثبات این فر

عه  طال ی هانمونهاز  P. aeruginosaسلللویه  50در این م

که  P. aeruginosaسویه بالینی  50بالینی جدا شد. از میان 

 12 ،مورد بررسللی قرار گرفتند بیوگرامآنتیتوسللط تسللت 

ی به تیکبیوآنتیبالینی که بیشلللترین میزان مقاومت  سلللویه

زیرا  شللدند،داروهای خط اول درمان را داشللتند انتخاب 

 یدارمعنیکه ارتباط  کردندبسلللیاری از مطالعات گزارش 

-9]ی و ایجاد بیوفیلم وجود داردبیوتیکآنتیمیان مقاومت 

نیز  حاصللل از پژوهش حاضللردر نتایج  موضللوعاین ، [7

یی که دارای رنج مقاومت هاسویه جالبی طوربه و دیده شد

به  ی بالاتری بودند بیوفیلم بیشللتری را نسللبتبیوتیکآنتی

شتند، هاسویه سیبرای ادامه  رواز اینی دیگر دا  در هابرر

یی با بالاترین میزان مقاومت هاسویهبه انتخاب  این مطالعه

. با مشللاهده کاهش چشللمگیر پرداخته شللدی بیوتیکآنتی

 بیوفیلم در حضور سویه پروبیوتیک به ارزیابی گیریشکل

ا این که آی پرداخته شللددو ژن کلیدی در تشللکیل بیوفیلم 

د ارتباط با بین این دو ژن کلیدی توانمیمشللاهده فنوتیپی 
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ن یداشته باشد و ایا اساسا این پروبیوتیک توانسته بر روی ا

دو ژن کلیدی اثر گذار بوده و از این طریق کاهش بیان این 

کاهش  به  یدی منجر  کلدو ژن کل بیوفیلم در  گیریشللل

 باشد.  شده P. aeruginosa یهاسویه

یان  یابی ب با بیوفیلمهاژنبرای ارز  و PpyR) ی مرتبط 

algD ) مجللاورت بللا لظللت EcNدر  ظ  McFarland از 

 Real- time PCRپروبیوتیک اسلللتفاده شلللد و نتایج 5/0

بیانگر آن بود که  در حضلللور پروبیوتیک مورد بررسلللی  

شد. با توجه  PpyRی در بیان ژن دارمعنیکاهش  شاهده  م

اینکه این  دلیلبهو  EcNبه کاهش بیان این ژن در حضللور 

های  فاکتور  یل بیوفیلم و  ماریژن در تشلللک  .Pیی زابی

aeruginosa مولکول های سللیگنال  پیووردین و، )الاسللتاز

نتیجه  توانمی ،[17]نقش مهمی داردکروم سلللنسلللینگ ( 

که  فت  یدی هاژنبا اثر بر روی یکی از  EcNگر ی کل

نمی P. aeruginosبیوفیلم در  گیریشلللکل به توا د منجر 

کی از ی عنوانبه تواندمیبیوفیلم شده و  گیریشکلکاهش 

های بیشتر جدید معرفی و مورد ارزیابیدرمانی فاکتورهای 

توان در مطالعات بعدی به ارزیابی می رواز این. قرار گیرد

ی هانژنقش این پروبیوتیک در بیوفیلم زایی پاتوو بررسی 

ن ی مختل  ایهامتابولیتمختل  و همچنین امکان تولید 

پرداخت تا بتوان با قطعیت در ارتباط با متابولیت  باکتری

 ترشحی اثر گذار بر این روند بیوفیلم زایی اظهار نظر کرد.
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1917 on biofilm formation caused by clinical strains of 

Pseudomonas aeruginosa and evaluating the expression of 

algD and PpyR genes in order to prevent biofilm formation. 
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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa is one of the most important causes of infection in 

medicine, which in recent years is known as an antibiotic resistant bacterium. 

One of the antibiotic resistance strategies of this bacterium is algD and PpyR 

genes expression for biofilm formation. In recent years, it has been shown that 

using microorganisms, such as probiotics, is a method of pathogen bacterium 

harnessing, hence, in this study, for preventing biofilm formation of P. 

aeruginosa, E.coli Nissle 1917(EcN) probiotic bacterium is used, as a new 

treatment choice. Due to direct relationship between antibiotic resistance and 

biofilm formation, strains with the highest antibiotic resistance was chosen by 

antibiogram test. Then, in order to determine the inhibition rate of EcN 

bacterium in the formation of biofilm caused by P. aeruginosa bacterium, a 

biofilm formation test was performed. At the end, to evaluate algD and PpyR 

genes expression, which were key parts of biofilm formation, in the presence 

of probiotic EcN bacterium, Real- time PCR method was used. Based on the 

results of the biofilm formation test, EcN bacterium showed a high inhibitory 

effect on the formation of biofilm caused by P. aeruginosa bacterium. Also, 

in assessment of algD and PpyR genes expression in presence of EcN 

probiotic, a significant reduction in PpyR gene expression has been seen, in 

comparison with control group. The results of this study showed that EcN 

probiotic can act as a suitable new treatment option, to reduce P. aeruginosa 

biofilm formation. 
 

Keywords: Biofilm , E. coli Nissle 1917 ,Probiotic, Pseudomonas aeruginosa.  
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