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 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 94-93، صفحه 1931 آبان، 11، شماره نوزدهمدوره 

مقاوم به سیپروفلوکساسین  سودوموناس آئروژینوزایهای در جدایه mexBتغییر بیان ژن 

 تحت تیمار با سیلیبینین انکپسوله در نانوذرات 
 

 4(PhD) ، بهرام سلطاني تهراني*1(PhD، نجمه رنجي )1(BScزهرا احمدی رودبارکي )

 

 

 ، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامي ، دانشكده علوم پایهگروه زیست شناسي-1

 لكولي، دانشگاه علوم پزشكي گیلانو مو ليمرکز تحقیقات سلو-4

 

 91/1/31 ، پذیرش:19/1/13 ، اصلاح:11/4/13دریافت: 

 خلاصه
افزایش بیان  فلوکساسینوسیپرمقاوم به  سودوموناس آئروژینوزاهای جدایه در های ضدباکتریایي است.ترکیب فعال سیلیمارین با فعالیت یک سیلیبینین )سیلیبین( :سابقه و هدف

 نین بود.با سیلیبی تیمار شده و تیمار نشده سودوموناس آئروژینوزایهای در جدایه mexBهدف از این مطالعه، ارزیابي بیان ژن  گزارش شده است. mexBژن 

تهیه شد. بعد از تعیین حساسیت به چندد آنتدي  از بیمارستان ها و آزمایشگاههای استان گیلانسودوموناس آئروژینوزا تحلیلي، جدایه های  -در این مطالعه توصیفي ها:مواد و روش

( و در ترکیب با سیلیبینین انكپسدوله 1( به تنهایي )گروه MIC 4/1ساسین )تحت تیمار با سیپروفلوک مقاومسودوموناس آئروژینوزای جدایه  5(، MICبیوتیک )دیسک دیفیوژن و 

 PCR-Realtimeبده روش  mexBصورت گرفدت و بیدان ژن  4و  1در گروه  cDNAو سنتز  RNAاستخراج  ساعت، 49( قرار گرفت. بعد از 4در میسل )نانوذرات( )گروه 

 ارزیابي گردید. ΔΔCT-2 ( و معادلهPCR-RT-Qکمي )

 نتدای مقاوم به سیپروفلوکساسین تشخیص داده شددند.  MICبه روش  %16/93به روش دیسک دیفیوژن و  %99/99، سودوموناس آئروژینوزاجدایه  13در این مطالعه از  ها:هیافت

کندد. در سدلولهای تحدت القدا  مي %51( تا MIC 4/1) های مقاوم تحت تیمار با سیپروفلوکساسین(، مرگ را در جدایهml/µg911نشان داد که سیلیبینین انكپسوله در نانوذرات )

 در مقایسه با سلولهای تحت تیمار با سیپروفلوکساسین به تنهایي آشكار شد. mexBتیمار با سیلیبینین و سیپروفلوکساسین کاهش بیان ژن 

باعد  افدزایش تدر یر سیپروفلوکساسدین در مهدار رشدد  mexBپمد  نظیدر به نظر مي رسد سیلیبینین از طریق کاهش بیان ژنهای درگیر در سیستم های افلاکس  گیری:نتیجه

 .سودوموناس آئروژینوزا شود

  .، سیلیبیننانوذرات، سودوموناس آئروژینوزا ،mexBسیپروفلوکساسین،  های کلیدی:واژه
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 مقدمه 

فنلي و ترکیب فعال سیلیمارین است سیلیبینین )سیلیبین( یک فلاونوئید پلي

آید. سیلیمارین از چندین بدست مي (Silybum marianum) خار مریمکه از گیاه 

دیانین کریستین و سیليترکیب شامل سیلیبینین)سیلیبین(، ایزوسیلیبین، سیلي

اکسیدان، ضد التهاب و محافظت کننده کبد سیلیبینین به عنوان آنتي. (1)باشندمي

و در مطالعات مختلف خواص ضدسرطاني آن تریید شده است  (4)شناخته شده 

. همچنین خواص ضدباکتریایي آن در چند سال اخیر در مطالعات گزارش شده (9)

 است که آئروژینوزا یک پاتوژن فرصت طلب بیمارستاني سودومونای .(9و5)است 

از جمله از آنتي بیوتیكها  ایگسترده سابي به طیفبخاطر مقاومت ذاتي و اکت

استفاده . (1)شودتهدیدی برای مراقبتهای پزشكي محسوب مي فلوروکوئینولونها

خودسرانه آنتي بیوتیكها در افراد با نقص سیستم ایمني همچون سوختگیهای 

و لازم است  (3)شدید در درمان سودوموناس آئروژینوزا مشكل ساز شده است

شود.  درنظر گرفتهراهكارهای جدید برای مقابله با این گروه از عوامل بیماریزا 

در درمان اشتباه عفونتهای  سیپروفلوکساسینچون  فلوروکوئینولونهایياستفاده از 

 مقاوم به این دارو مي تواند باع  عدم پاسخ به دیگر آنتي بیوتیكها از جمله ایمي

 بعضي مكانیسمهای ایجادکننده مقاومت( شود. لزوم  بخاطر شباهت در) (6)پنم

 

های با خطر مرگ استفاده از داروهای مناسب از مهمترین مسائل درمان عفونت

 های سودوموناسباشد. در جدایهچون سوختگیهای شدید و سرطانها مي

های افلاکس های مختلفي چون افزایش بیان ژنمقاوم به دارو مكانیسم آئروژینوزای

های هدف این داروها و انتقال افقي ژنهای بتالاکتامازها پم ، تغییر ساختار آنزیم

ها و ها، شویندههای افلاکس با خروج داروها، رنگپم  .(3)کنندنقش ایفا مي

های پم  . از جمله مهمترین سیستم(3)شوند سموم باع  بقای باکتری مي

 ایجاد مقاومت اشاره نمود که در MexAB-oprMتوان به سیستم افلاکس مي

. جهش در ژنهای (11)ها در سودوموناس آئروژینوزا نقش داردبه آنتي بیوتیک

و  (11)تنظیم کننده بیان سیستم های پم  افلاکس باع  افزایش بیان این ژنها 

در نتیجه خروج بیشتر دارو از سلول و نیاز به غلظت بالاتر دارو برای ا ربخشي و 

استفاده از داروهای  ،ی دارویي جدید. از جمله راهكارهاشودکشندگي باکتری مي

 MexBهدف از این مطالعه، بررسي بیان ژن باشد. مي گیاهي در درمان عفونتها

های سودوموناس آئروژینوزای در جدایه MexAB-oprM از سیستم افلاکس

مقاوم به سیپروفلوکساسین تحت تیمار با سیلیبینین انكپسوله در نانوذرات میسلي 

  مي باشد. realtime-PCRبه روش کمي سیپروفلوکساسین  حاوی سیلیبینین و
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 هامواد و روش
تحلیلي، در بازه  -در این مطالعه توصیفي :تهیه جدایه های سودوموناس آئروژینوزا

آئروژینوزا از مشكوک به سودوموناس جدایه 411تعداد  1935تا  1939زماني 

روز بافتي، ادراری و های مختلف بالیني شامل نمونه های سوختگي، نكنمونه

ترشحات تنفسي از بیمارستانهای ولایت، آریا، قائم و رازی رشت و آزمایشگاههای 

مهر و رازی لاهیجان جمع آوری گردید. برای تشخیص سودوموناس آئروژینوزا 

، کانادا( کشت داده شدند و به مدت Quelabآگار )ها در محیط مولرهینتوننمونه

ها سانتیگراد انكوبه گردیدند. سپس شناسایي باکتری درجه 93ساعت در دمای  49

براساس مورفولوژی کلني )میله ای شكل بودن( زیر میكروسكوپ، رنگ آمیزی 

آگار، مثبت بودن تست گرم، تشكیل رنگدانه سبز رنگ در محیط کشت مولرهینتون

 درجه سانتیگراد بر روی آگار مغذی انجام گرفت. 94اکسیداز و رشد در دمای 

مقاومت آنتي بیوتیكي به روش انتشار دیسک، با : یین حساسیت آنتي بیوتیكيتع

( و g11(، جنتامایسین )g91های آنتي بیوتیكي آمیكاسین )استفاده از دیسک

 16-49هند( صورت گرفت. بعد از  HiMedia) ،(g5سیپروفلوکساسین )

د اطراف هر درجه سانتیگراد، قطر هاله عدم رش 93ساعت انكوباسیون در دمای 

 گیری گردید.دیسک اندازه

برای تعیین حداقل غلظت : تعیین حداقل غلظت مهارکنندگي آنتي بیوتیک

( Minimum Inhibitory Concentration =MICرشد )مهارکنندگي 

مک فارلند تهیه و  5/1ش براث دایلوشن استفاده شد. رقت باکتری به میزان از رو

( )شرکت روناک ml41/ mg411) لوکساسینهای متوالي سیپروفبه همراه رقت

ساعت در دمای  49به مدت  µg/ml 1- 4196دارو، ایران( در محدوده غلظت 

C° 93 ای نداشت به عنوان ای که کدورت قابل مشاهدهانكوبه گردید. اولین لوله

MIC  .در نظر گرفته شد 

ذرات میسلي  در این تحقیق نانو: تهیه سیلیبینین محبوس شده در نانوذرات میسلي

)ترکیب اولئیک اسید و پلي اتیلن گلایكول در ابعاد نانو( توسط گروه تحقیقاتي 

های استاندارد بررسي گردید. سپس پودر سیلیبینین نظر آزمایش تهیه و از

(Sigma aldrich در آن تعبیه شد )(14)، آلمان. 

برای : تیمار جدایه های سودوموناس آئروژینوزا با سیلیبینین و سیپروفلوکساسین

بررسي ا ر ضدباکتریایي سیلیبینین، چندین جدایه مقاوم به سیپروفلوکساسین تحت 

تیمار با سیپروفلوکساسین به تنهایي )نمونه کنترل( و یا در ترکیب با سیلیبینین 

ست( قرار گرفت. هدف از این کار بررسي ا ر انكپسوله در نانوذرات میسلي )نمونه ت

سیلیبینین بر کاهش مقاومت به سیپروفلوکساسین در جدایه های مقاوم به این 

سیپروفلوکساسین مربوط به هر نمونه توان  MICدارو بود. به علت اینكه غلظت 

مهارکنندگي رشد را داشت برای بررسي ا ر سیلیبینین بر مهار رشد باکتریها، از 

( به همراه سیلیبینین استفاده شد. MIC4/1دارو ) MICلظت پایینتر از یک غ

را دارند اما با حضور سیلیبین انتظار مي رفت  MIC4/1در باکتری ها توان رشد 

در این غلظت سیپروفلوکساسین، مهار رشد و مرگ باکتریها رخ دهد. به این 

دل نیم مک فارلند میكرولیتر از سوسپانسیون میكروبي با غلظت معا 51منظور، 

(، سیپروفلوکساسین و سیلیبینین انكپسوله در نانوذرات میسلي با 5/1×611)

ها اضافه و در میكروگرم در میلي لیتر( به چاهک 911و  411، 111، 1غلظتهای )

ساعت نگهداری شد. برای اطمینان از ا ر کشندگي  49به مدت  C° 93انكوباتور 

 MBC=minimumدارو )شي کسیلیبینین حداقل غلظت باکتری

bactericidal concentration .تعیین گردید ) 

میكرولیتر از هر نمونه تیمار شده در لوله، به محیط مولر  51به این منظور 

ساعت نمونه های تیمار  49داده شد. بعد از  چمنيکشت هینتون آگار منتقل و 

تشكیل  ینین از نظرو یا در ترکیب با سیلیب شده با سیپروفلوکساسین به تنهایي

ها در محیط کشت آگار مورد بررسي قرار گرفت. هر تیمار دارویي میزان کلوني

 حداقل دوبار تكرار گردید.

های تیمار شده با سیپروفلوکساسین از جدایه RNAاستخراج : RNAاستخراج 

(4/1 MIC و )( و غلظت مؤ ر نانو ذرات میسلي حاوی سیلیبینین )نمونه تست

 MIC4/1تیمار نشده با سیلیبین )تحت تیمار با غلظت های جدایه

ساعت به کمک کیدت  49سیپروفلوکساسین به عنوان نمونه کنترل( بعد از 

Total RNA Extraction mini Kit  یكتا تجهیز آزما، ایران( زیر هود(

 RNAو در شرایط استریل صورت گرفت. برای تعیین غلظت  IIلامینار کلاس 

 )امریكا( استفاده شد. c4111انودراپ استخراج شده از ن

جهت : Q-RT-PCRبه روش  MexBبررسي بیان ژن  و cDNAسنتز 

 cDNA Synthesisهای استخراج شده از کیت  RNAاز  cDNAسنتز 

Kit  یكتا تجهیز آزما، تهران( استفاده شد. به این منظور(RNA اولیگو ،dT  و

قرار  C°31قیقه در دمای د 5با هم مخلوط شده، بده مددت  RNase freeآب 

داده شد. سپس آنزیم و دیگر اجزای واکنش به مخلوط اضافه شده و در دمای 

C°94  دقیقه و در دمای  11)بدرای انجدام واکدنش( بده مددتC°31  بدده

( در دستگاه ترموسایكلر RTدقیقدده )بددرای غیرفعالسازی آندزیم  11مدددت 

Analaytik Jena شد. بعد از سنتز  )آلمان( قرار دادهcDNA واکنش ،Q-

RT-PCR  به کمک کیتSYBR® Premix Ex Taq™ II 

(TaKaRa در دستگاه )ژاپن ،ABI StepOne  امریكا( صورت گرفت. برنامه(

به ترتیب شامل این موارد بود: مرحله واسرشت  Q-RT-PCRدمایي واکنش 

 5به مدت  C° 35سیكل شامل  91 انیه( و  91به مدت  C° 35شده ابتدایي )

به عنوان ژن رفرنس استفاده شد.  Rpsl انیه. از ژن  91به مدت  C° 11 انیه و 

کره جنوبي سنتز  Bioneer( توسط شرکت 1)جدول  پرایمرهای مورد استفاده

 انجام گرفت. ΔΔCt-2گردید. آنالیز بیان ژن ها به کمک معادله 

زیع موضع عفونت از برای بررسي میزان مقاومت به داروها و تو: آزمون آماری

از آزمون  realtime PCRاستفاده شد. همچنین جهت آنالیز نتای   χ 2آزمون

T-test  15/1دو گروه مورد مطالعه استفاده شد و برای مقایسه اختلاف بینp< 

 معني دار درنظر گرفته شد.

 

 . مشخصات پرایمرهای مورد استفاده1جدول 

 نام ژن یمرپرا توالي پرایمر PCRطول محصول  رفرنس

(19) Bp499 
5'- GTGTTCGGCTCGCAGTACTC -3' F mexB 

5'- AACCGTCGGGATTGACCTTG -3' R mexB 

 Bp493 این مطالعه
5'- GCTGCAAAACTGCCCGCAAC-3' F Rpsl 

5'- CCCGAGGTGTCCAGCGAACC-3' R Rpsl 
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 و همكاران ی رودبارکيزهرا احمد؛  در سودوموناس آئروژینوزا تحت تیمار با سیلیبینین mexBتغییر بیان ژن 

 

  هایافته
جدایه سودوموناس آئروژینوزا  13نمونه مشكوک،  411در این تحقیق از 

های سوختگي تشخیص داده شد ک بیشترین موارد به ترتیب مربوط به نمونه

(. نتای  حاصل از آزمون 1( بود )نمودار %19/94( و نمونه های ادراری )43/41%)

بیوتیک نشان داد که تفاوت معني دار آنتي 9ین باکتری نسبت به تعیین حساسیت ا

(15/1p<) (، حساس وابسته به <%91های مقاوم )نظر فراواني بین نمونه از

. در این آزمون کمتر از (4)جدول  ( مشاهده گردید<%11( و حساس )<%11دوز)

بودند. حدود  ها به سیپروفلوکساسین، جنتامایسین و یا آمیكاسین مقاومنمونه 91%

ها به روش دیسک دیفیوژن به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند درصد نمونه 99/99

 (. 4)جدول

ها مقاوم به نمونه %16/93نشان داد که  MICدر حالیكه نتای  

سیپروفلوکساسین بودند. در این مطالعه بالاترین میزان مقاومت به 

رین میزان آن مورد و کمت 3در  =μg/ml 1149MIC سیپروفلوکساسین

μg/ml 94MIC=  (.4جدایه تعیین شد )نمودار  6در 

 5: ها با سیلیبینین انكپسوله در نانوذرات میسلي و سیپروفلوکساسینتیمار جدایه

نمونه مقاوم تحت تیمار با غلظت های مختلف سیپروفلوکساسین و نانوذرات 

 51کشندگي  برای ترییدساعت قرار گرفت.  49میسلي حاوی سیلیبینین به مدت 

 MBCنتای  استفاده شد.  MBCجدایه های تحت تیمار، از تست  درصدی

سیپروفلوکساسین )که توان مهار رشد باکتری را  MIC4/1 نشان داد که غلظت

نداشت( در صورت ترکیب با نانوذرات سیلیبینین قادر به کاهش رشد باکتری مقاوم 

که ا ر کشندگي سیپروفلوکساسین  بود. نتای  این مطالعه نشان داد %51به دارو تا 

نانوذرات میسلي حاوی  µg/ml911بر جدایه های مقاوم در این مطالعه با غلظت 

  (.1ساعت افزایش یافت )شكل  49سیلیبینین به مدت 

در جدایه های تیمار شده با سیلیبینین انكپسوله در  mexBکاهش بیان ژن 

پروفلوکساسین و نانوذرات میسلي ها با سیبعد از تیمار نمونه: نانوذرات میسلي

نسبت به نمونه کنترل )تحت تیمار با  mexBحاوی سیلیبینین، بررسي بیان ژن 

در همه  mexBصورت گرفت. کاهش بیان  (MIC4/1) سیپروفلوکساسین

 .(9)نمودار  های تیمار شده با سیلیبینین نسبت به نمونه کنترل مشهود بودنمونه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 عفونت های سودوموناس آئروژینوزای مقاوم به سیپروفلوکساسین برحسب موضع عفونتتوزیع . 1مودار ن

 

 CLSIد استاندارد برای سویه های سودوموناس آئروژینوزا براساس روش رفرانس قطر هاله عدم رش .4جدول 

 (mmقطر هاله ) تعداد جدایه ها )درصد(
 آنتي بیوتیک

 حساس نیمه حساس مقاوم حساس نیمه حساس مقاوم

 سیپروفلوکساسین ≥41 11-41 ≤15 91(94/53) 5(49/3) 49(99/99)

 جنتامایسین ≥15 19-19 ≤14 95(34/51) 3(19/11) 43(19/93)

 آمیكاسین ≥13 11-15 ≤19 96(13/55) 5(49/3) 41(16/93)

 

 

 

 

 

 

 

 

 روفلوکساسیندر جدایه های سودوموناس آئروژینوزای مقاوم به سیپ MICتوزیع میزان  .4 نمودار
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: B( و µg/ml 11: نمونه تیمارشده با سیپروفلوکساسین )A(. =µg/ml 94MICسودوموناس آئروژینوزای مقاوم به سیپروفلوکساسین ) 19تیمار جدایه شماره  .1شكل 

 (µg/ml 911( و نانوذرات میسلي حاوی سیلیبینین )µg/ml 11) نمونه تیمار شده با سیپروفلوکساسین

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نمونه های تحت تیمار با آنتي بیوتیک سیپروفلوکساسین و نانوذرات میسلي حاوی سیلیبین در مقایسه با نمونه های کنترل تحت تیمار با  mex Bبررسي بیان ژن در . 9نمودار 

 بررسي قرار گرفتند.در این آزمون مورد  19و  95، 91، 49، 9آنتي بیوتیک سیپروفلوکساسین به تنهایي. باکتری های شماره 

 

 ح  و نتیجه گیریب

 سیلیبینین انكپسوله در نانوذرات میسلي  که در این مطالعه مشخص شد

تواند باع  افزایش ا ربخشي سیپروفلوکساسین در این جدایه ها شود. در مي

و همكاران انجام شد، میزان مقاومت به  Nahaeiای که توسط مطالعه

 %44، %51، سیپروفلوکساسین و آمیكاسین به ترتیب های جنتامایسینبیوتیکآنتي

های و همكاران در بین جدایه Taghvaeeدر مطالعه . (19) گزارش شد %15و 

سودوموناس آئروژینوزا، مقاومت به سیپروفلوکساسین، جنتامایسین و به ترتیب 

و همكاران بر  Nikokarدر مطالعه  .(15)، گزارش شد 9/41%، 9/13%، 3/15%

، آمیكاسین %9/19روی نمونه های سوختگي میزان مقاومت به سیپروفلوکساسین 

 . (11) گزارش شد % 4/93و جنتامایسین  6/96%

و همكاران   Nahaeiپایین بودن میزان مقاومت به آنتي بیوتیكها در مطالعه

مي تواند مربوط به سال تهیه گزارش باشد و و همكاران  Taghvaeeو مطالعه 

ز نیز مشابه گیلان، افزایش مقاومت طي این سالها انتظار مي رود در اراک و تبری

رخ داده باشد. علت تفاوت میزان مقاومت به سه آنتي بیوتیک در مطالعه حاضر با 

و همكاران به علت موضع عفونت است. در مطالعه  Nikokarمطالعه 

Nikokar  و همكاران فقط نمونه های سوختگي مورد بررسي قرار گرفته است

ه دلیل نقص در پاسخ ایمني شرایط مساعدتری برای عفونت های که این موارد ب

بیمارستاني محسوب شده و میزان مقاومت در آنها بالا مي باشد. بر اساس نتای  

 رسد در نواحي مختلف کشور و در این مطالعه و مطالعات دیگر محققین به نظر مي

 

در حال افزایش  اما ،ها متفاوتسالهای مختلف میزان مقاومت به آنتي بیوتیک

باشد. با توجه به سرعت بالای این باکتری بیماریزا در کسب مقاومت لازم مي

های مناسبي جهت شناسایي انواع مقاوم در بیمارستانها مورد استفاده است روش

قرار داد تا با انتخاب داروهای جایگزین مناسب با عوارض جانبي کمتر، درمان افراد 

و همكاران  Hassanshahianهمراه باشد. در مطالعه مبتلا با موفقیت بیشتری 

تا یر ضدباکتریایي عصاره انار بر چندین باکتری از جمله سودوموناس آئروژینوزا 

و همكاران ا ر ضدباکتریایي بنفشه معطر  Ramezaniدر مطالعه . (13)تریید شد 

سودوموناس  باکتری پاتوژن شامل استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکلای، 9بر 

آئروژینوزا بررسي شد و بیشترین تر یر آن بر استافیلوکوکوس اورئوس و کمترین 

و  Roshaniدر مطالعه  (16)آن بر سودوموناس آئروژینوزا مشاهده گردید

همكاران مشخص شد که عصاره های متانولي و استوني گزنه و آویشن شیرازی 

. (13)روی جدایه های سودوموناس آئروژینوزای مقاوم به دارو ا ر کشندگي دارند 

بر اساس مطالعات پیشین انتظار مي رود از ترکیبات گیاهي بتوان در درمان عفونت 

و همكاران مشخص شد که سیر از رشد  Molanaدر مطالعه  ها بهره برد.

  (.41) کندسودوموناس آئروژینوزا جلوگیری مي

گیاه خارمریم مورد بررسي فعال و مؤ ر  در این مطالعه ا ر سیلیبینین ترکیب

و همكاران ا رات ضدباکتریایي عصاره آبي و آلي  Puriدر مطالعه گرفت. قرار 

گیاه خارمریم علیه چندین باکتری گرم مثبت مانند استافیلوکوک اورئوس و گرم 
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 Evrenدر مطالعه  .(41) و سودوموناس آئروژینوزا تایید شد E.coliمنفي چون 

های گرم منفي و گرم مثبت و همكاران با تر یر عصاره سیلیمارین بر باکتری

. در (44)رد های گرم مثبت را دامشخص شد این عصاره توان مهار رشد باکتری

سیلین و جنتامایسین بر و همكاران ا ر سینرژیک سیلیبینین با آمپي Leeمطالعه 

. در (9) های حساس به دارو نظیر گونه استرپتوکوک مشاهده شدروی باکتری

و همكاران ا ر سینرژیک سیلبین و سیلیمارین بر چندین آنتي Oliveira مطالعه 

. در دو مطالعه (5)های کلینیكي و حساس به دارو نشان داده شد بیوتیک در جدایه

ذکر شده ا ر این دارو بر چندین گونه باکتریایي حساس به آنتي بیوتیک های 

مختلف بررسي شد. در حالیكه مطالعه حاضر با تهیه جدایه های مختلف از چندین 

جدایه دارای مقاومت چند دارویي انتخاب و مورد  5بیمارستان و آزمایشگاه استان، 

 بررسي از نظر ا ر سیلیبینین قرار گرفت. 

از سیلیبینین بصورت انكپسوله در نانوذرات میسلي، باع  افزایش استفاده 

به سلول و در نتیجه افزایش ا ربخشي آن بر سلول گردید.  انتقالکارآیي دارو حین 

سیلیبین به همراه سیپروفلوکساسین قادر به کاهش رشد  بطوریكه نانوذرات حاوی

سودوموناس آئروژینوزای مقاوم به همان دوز سیپروفلوکساسین بودند؛ بنابراین مي 

بیوتیک توان گفت که نانوذرات حاوی سیلیبین ا ر سینرژیک بر آنتي

ای سودوموناسي مورد هتواند برای درمان عفونتسیپروفلوکساسین داشته و مي

استفاده قرار گیرد. با توجه به اینكه در این مطالعه برای اولین بار از نانوذرات حاوی 

سیلیبین و سیپروفلوکساسین جهت بررسي ا ر کشندگي بر سودوموناس آئروژینوزا 

 49در کمترین زمان ممكن ) 𝜇g/ml 911استفاده شد و غلظت مناسب کشندگي 

بعد و همكاران  Leeحالیكه کمترین غلظت کشندگي توسط ساعته( تعیین شد در 

 . (9)ساعت ا ر بخش بود  96از 

بنابراین نتای  این مطالعه نشان داد که استفاده از نانوذرات در افزایش 

ها در بیوتیکیكي از دلایل مقاومت به آنتي د مؤ ر باشد.ا ربخشي دارو مي توان

سودوموناس آئروژینوزا افزایش بیان ژنهای سیستم های پم  افلاکس نظیر 

mexAB-oprM مطالعه است. در Riou از داری معني ارتباطهمكاران  و

 هایمقاومت با mexBو  mexA هایژنافزایش بیان  بینآماری  لحاظ

همچنین در مطالعه . (49)گردید مشاهده آئروژینوزا سودوموناسدر  بیوتیكييآنت

Pourakbari  و همكاران در چندین جدایه کلینیكي سودوموناس آئروژینوزا در

اینكه  با توجه به. (49)مشاهده شد  mexBو  mexAایران افزایش بیان ژنهای 

در  mexBهایي چون بین مقاومت به سیپروفلوکساسین و افزایش بیان ژن

آئروژینوزا ارتباط وجود دارد و با توجه به اینكه سیلیبین  سودوموناسهای نمونه

ا رات ضد باکتریایي از خود در مطالعات پیشین نشان داده، فرض بر این بود که 

کاهش بیان آنها باع  کاهش خروج  های پم  افلاکس وقادر است با ا ر بر ژن

بیوتیک در آنتي بیوتیک از سلول و در نتیجه محبوس شدن میزان بیشتری از آنتي

تر سیپروفلوکساسین بتوان میزان کشندگي سلول شود. بطوریكه با غلظت پایین

 ها را افزایش داد. نمونه

 mexBیان کند که سیلیبینین قادر به کاهش بنتای  این مطالعه پیشنهاد مي

باشد. کاهش بیان این ژن با کاهش خروج های تحت تیمار ميدر جدایه

بیوتیک در سلول و محبوس شدن غلظت بالاتری از این آنتي سیپروفلوکساسین

همراه بوده و به این ترتیب سیلیبینین قادر به افزایش ا ربخشي سیپروفلوکساسین 

یافته های این مطالعه نشان  بود.های مقاوم به این آنتي بیوتیک خواهد در جدایه

لیتر از سیلیبین انكپسوله در نانوذرات میسلي میكروگرم بر میلي 911داد که غلظت 

سبب  mexBبیوتیک سیپروفلوکساسین از طریق کاهش بیان ژن به همراه آنتي

تا یر بهتر سیپروفلوکساسین و در نتیجه مهار رشد باکتری سودوموناس آئروژینوزا 

بنابراین انتظار مي رود بتوان از این ترکیب  شود.ساعت مي 49زمان  پس از مدت

فعال گیاهي به عنوان مكمل درمان در عفونتهای مقاوم به آنتي بیوتیک ها در 

 آینده نزدیک استفاده نمود.
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND AIM: Silibinin (silybin) is an active component of silymarin with anti-bacterial activities. In 

drug resistant isolates of Pseudomonas aeruginosa has been reported overexpression of mexB gene. The aim of this 

study was evaluation of mexB gene expression in silibinin treated and untreated isolates of Pseudomonas aeruginosa. 

METHODS: In this descriptive analytical study, Pseudomonas aeruginosa isolates were obtained from hospitals and 

laboratories of Guilan province. After determining several antibiotics susceptibility (disc diffusion and MIC), 5 

ciprofloxacin resistant isolates of Pseudomonas aeruginosa were treated by ciprofloxacin (1/2MIC) only (group1) and 

in the combination with silibinin-encapsulated micelles (nanoparticles) (group2). After 24h, RNA extraction and cDNA 

synthesis was performed in group1 and group2 and mexB gene expression was evaluated by quantitative-realtime PCR 

(Q-RT-PCR) and 2-ΔΔCT equation. 

FINDINGS: In this study from 69 isolates, 33.33% by disc diffusion test and 37.86% by MIC test were determined 

ciprofloxacin resistant. Our analysis showed that silibinin -encapsulated nanoparticles (400µg/ml) induced death up t0 

50% in ciprofloxacin (1/2MIC) treated resistant isolates during 24h. In treated cells with silibinin and ciprofloxacin 

revealed downregulation of mexB gene compared to treated cells with ciprofloxacin alone. 

CONCLUSION: It seems that silibinin is cause of increasing ciprofloxacin effect on inhibition of growth of 

Pseudomonas aeruginosa through decreasing expression of genes implicated in efflux pomp systems such as mexB. 

KEYWORDS: Ciprofloxacin, mexB, Nanoparticles, Pseudomonas aeruginosa, Realtime PCR, Silybin. 
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