
 

  مقاله پژوهشی

  رفسنجان یمجله دانشگاه علوم پزشک

  307-321 ،1403تیر  ،23 دوره

یک تتراسایکلین بیوتهاي بارگذاري شده آنتینیوزوم ضدبیوفیلمیو  ضد باکتریایی خصوصیات

  : یک مطالعه آزمایشگاهیپنومونیهکلبسیلا هاي ایزولهدر برابر 

  3یتربت یاسیالهام س ،2یفاطمه اشرف ،1الهام بازرگان

  04/04/1403 :مقاله رشیپذ 02/04/1403: سندهیاز نو هیاصلاح افتیدر 23/12/1402: جهت اصلاح سندهیارسال مقاله به نو 14/08/1402: مقاله افتیدر
  

  

  چکیده

هدف مطالعه حاضر سنتز ساختارهاي نیوزومی حاوي  ها است.مقاومت دارویی باکتري تولید بیوفیلم از دلایلزمینه و هدف: 

  ؤثر بود.در یک سیستم درمانی م کلبسیلا پنومونیههاي مقاوم به داروي بیوتیک تتراسایکلین و تعیین تأثیر آن بر جدایهآنتی

) با استفاده از روش هیدراتاسیون لایه نازك Tet-Nioن (در این مطالعه آزمایشگاهی، نانونیوزوم حاوي تتراسایکلی ها:مواد و روش

)، کریستال MIC )Minimum inhibitory concentrationسنتز شد و خصوصیات مورفولوژیکی، آزادسازي دارو بررسی شد. از تست 

هاي علیه سویه ضدبیوفیلمیو  ضد باکتریایی اثرات) براي بررسی MBEC )Minimum biofilm eradication concentrationویوله، 

جدایه با استفاده از  10در  mrkAاستفاده شد و بیان ژن  Tet-Nioمورد مطالعه در معرض تتراسایکلین آزاد و  کلبسیلا پنومونیه

  .طرفه استفاده شده استها از تحلیل واریانس یکبراي آنالیز دادهارزیابی شد.  Real-Time PCRتست 

، میزان 168/0±010/0برابر  Polydispersity indexنانومتر،  45/169±55/9با اندازه ذرات  2اره فرمولاسیون شم ها:یافته

 48و درصد آزادسازي داروي تتراسایکلین در بازه  31/75±48/1دام اندازي دارو برابر ، درصد به-55/24±63/1زتاپتانسیل برابر 

-Tetهینه انتخاب شد. نتایج تست میکروبی نشان داد که ساختار درصد به عنوان فرمولاسیون ب 34/45±15/1ساعت به میزان 

Nio چنین، بیان شد که فرمولاسیون بهینه باکتریایی بیشتري نسبت به داروي آزاد است. هم داراي اثرات ضدTet-Nio تواند می

ی نسبت به گروه داروی پنومونیهکلبسیلا هاي پاتوژن تشکیل بیوفیلم را در باکتري mrkAي با کاهش بیان ژن دارمعنیبه طور 

  ).P>001/0کاهش دهد (

مهار نمایند.  کلبسیلا پنومونیههاي حاوي تتراسایکلین توانستند تشکیل بیوفیلم را در ایزوله مقاوم به دارو نیوزم گیري:نتیجه

  فاده کرد.است کلبسیلا پنومونیه هاي بیمارستانی ناشی ازها براي مقابله با عفونتتوان در مطالعات بالینی از آنمیبنابراین، 

  بیوتیکی، بیوفیلم، مقاومت آنتیکلبسیلا پنومونیهنیوزوم، تتراسایکلین،  هاي کلیدي:واژه
  

  

 یکلینتتراسا بیوتیکیشده آنت يبارگذار هايیوزومن ضدبیوفیلمیو  ضد باکتریایی یاتخصوص، ا یتربتیاسیف، س یبازرگان ا، اشرف :ارجاع

 :صفحات ،4 شماره 23 دوره، 1403 سال ،رفسنجان پزشکی علوم دانشگاه مجله. یشگاهیمطالعه آزما یک: یهپنومون یلاکلبس هايیزولهدر برابر ا

321-307.  
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   مقدمه

یکی از ) Klebsiella pneumoniae( کلبسیلا پنومونیه

هاي گرم منفی با فراوانی بالاي مقاومت چند دارویی است باکتري

کلبسیلا، یک . )1، 2( شودکه باعث عفونت در بیماران بستري می

راي طلب و داحرکت، اکسیداز منفی، فرصتپاتوژن گرم منفی، بی

 طلب، باعثاست. این باکتري، فرصتساکاریدي کپسول پلی

هاي مجاري ادراري در بیماران سمی و عفونتالریه، سپتیذات

 هاي مقاومت چندداروییژن کلبسیلا پنومونیهشود. در بستري می

افزایش یافته است که باعث درمان دشوار این عفونت بیمارستانی 

در  شود. این باکتري به طور گسترده مقاومت چنددارویی رامی

هاي با طیف هاي معمول از جمله بتالاکتامبیوتیکبرابر آنتی

 متوپریم وها، آمینوگلیکوزیدها، تريگسترده، فلوروکینولون

. مشخصات ژنی گزارش شده در سولفامتوکسازول نشان داده است

، blaSHV هايژنمقاوم به چند دارو شامل  کلبسیلا پنومونیه

blaCTX-M ،blaTEM ،blaOXA و ،blaNDM  بتالاکتاماز، کاست

و  ompK36و ژن پروتئین غشاء خارجی  1ژن اینتگرون کلاس 

ompA ،هايژن fim  1(فیمبریا نوع ،(هاي ژنmrk  فیمبریاي نوع)

ها بیشترین این ژنباشد. می) E. Coli common pili( ecp) و 3

 مقاوم به چند دارو دارند کلبسیلا پنومونیههاي گزارش را در سویه

)4 ،3(.  

 ستها امقاومت دارویی باکتريتولید بیوفیلم یکی از دلایل 

اکتري، هاي این ببه منظور تشکیل یک بیوفیلم، بیشتر سویه. )5(

هاي مختلف و دهند تا به سلولرا تشکیل می 3فیمبریاي نوع 

جزء تشکیل از دو  3سطوح خارج سلولی بچسبند. فیمبریاي نوع 

) و Main fimbriae; MrkAشده است که شامل فیمبریاي اصلی (

. )6( باشد) میAdhesive fimbriae; MrkDفیمبریاي چسبنده (

براي رشد روي  MrkDطبق تحقیقات، وجود فیمبریاي چسبنده 

چنین تولید بیوفیلم هم. )7، 8(سطوح حاوي کلاژن ضروري است 

هاي خشن میزبان توانایی باکتري را براي زنده ماندن در محیط

. )9( هاي مزمن و پایدار استدهد و مسئول عفونتافزایش می

هاي مقاوم به دارو هایی که براي درمان باکتريبیوتیکیکی از آنتی

یل ها به دلشود، تتراسایکلین است. تتراسایکلیناستفاده می

 الطیف در برابر پنومونی مولد بتالاکتاماز،سمیت کم، فعالیت وسیع

ها پذیري و دسترسی آسان به بازار، به طور گسترده در دامتحمل

ها به طور خاص تتراسایکلین. )10( شوندها استفاده میو انسان

 کنند و مانع از اتصالرا مهار می S 30 واحد ریبوزومی زیر

aminoacyl-tRNA   به محل گیرنده در مجموعهmRNA- ریبوزوم

ا منجر به هبیوتیکنتیرویه از این آشوند. متأسفانه، استفاده بیمی

ی مندسازي دارویبیوتیکی شده است. بنابراین، هدفمقاومت آنتی

ی از بیوتیکتتراسایکلین براي جلوگیري و کاهش مقاومت آنتی

  .)11( اهمیت بالایی برخوردار است

ها در از جمله پرکاربردترین نانوحامل )Niosomes( هانیوزوم

پاتیک و داروسانی هستند که حاوي لیپیدهاي آمفی

ها از یک یا چند لایه متراکم هاي غیریونی هستند. آنسورفکتانت

تشکیل شده و داروهاي محلول در آب و محلول در چربی را در 

ها نانوذرات سورفکتانت نیوزوم. )12(کنند خود محصور می

 اند. مزیتبهبود بخشیدهغیریونی هستند که خواص لیپوزوم را 

 هاي غیریونی به جايها، تشکیل غشاء توسط سورفکتانتنیوزوم

ري شود)، افزایش پایداها استفاده میفسفولیپیدها (که در لیپوزوم

ا هو عدم تمایل به اکسیداسیون و کاهش هزینه آن است. نیوزوم

ی آب گریز هستهپاتیک هستند و یک غشاء آبترکیبات آمفی

گریز داراي اندازد. این غشاء آبها را به دام میآن داخلی

نفوذپذیري آب بالا و بار خنثی است. بنابراین، به راحتی با غشاء 

ت را دوسگریز و آبشود تا ترکیبات دارویی آبسلولی ترکیب می

  . )13-15( تحویل دهد

ا هاي بیمارستانی بوسط عفونتبا توجه به مقاومت دارویی که ت

هاي چنین مزایاي نانوحاملشود و همتولید بیوفیلم ایجاد می

بیوتیکی، ضرورت استفاده از نیوزومی براي حمل عوامل آنتی

رو هاي مقاوم به داهاي جدید بر پایه نانو براي مقابله با عفونتروش
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تعیین خصوصیات . لذا، هدف از این مطالعه )16(شود احساس می

هاي بارگذاري شده زومنیو ضدبیوفیلمیو  ضد باکتریایی

  .بود نومونیهکلبسیلا پهاي بیوتیک تتراسایکلین در برابر ایزولهآنتی

  هامواد و روش

نمونه شامل ادرار،  100در این مطالعه آزمایشگاهی، تعداد 

هاي تهران زخم، مایع مغزي نخاعی، خون و خلط از بیمارستان

تا  1401 (شامل بیمارستان بقیه االله و امام خمینی) از مهر

کلبسیلا سویه  30ها آوري شد که از بین آنجمع 1402فروردین 

این مطالعه توسط کمیته اخلاق ). n=30شناسایی شد ( پنومونیه

دانشگاه آزاد اسلامی تهران شمال با شناسه 

IR.IAU.TNB.REC.1402.086  تأیید شده است. تست

سایی ابیوگرام با استفاده از روش دیسک دیفیوژن براي شنآنتی

تفاده با اس کلبسیلا پنومونیههاي هاي مقاوم انجام شد. سویهسویه

)، SIM )Sulfur ،Indole ،Motility هاي بیوشیمیایی ماننداز تست

TSI )Triple Sugar Iron ،(MR-VP )Methyl-red VOGES-

PROSKAUER Broth ،( اوره، سیترات، و اکسیداز شناسایی و

به عنوان سویه  ATCC 13884 نیهکلبسیلا پنوموجداسازي شدند. 

  .مرجع در این مطالعه استفاده شد

) بر اساس روش Tet-Nioي حاوي تتراسایکلین (هانیوزوم

هیدراتاسیون لایه نازك سنتز شدند. در این روش، مقادیر وزنی 

Span60  وTween60  بر اساس سه نسبت مختلف)Span60  به

Tween60 (خریداري شده از ) با کلسترول در محلول کلروفرم

سیگما آلدریچ، ایالات متحده آمریکا) حل شده و تحت خلاء در 

گراد توسط اواپراتور چرخشی (هایدولف، درجه سانتی 60دماي 

دور در دقیقه) تبخیر شدند. سپس  120ساعت،  1آلمان) (

هیدراتاسیون فیلم تشکیل شده با استفاده از محلول تتراسایکلین 

 (تهران دارو، ایران) در بافر فسفاتلیتر میلیگرم بر میلی 1

)Phosphate-buffered saline; PBS ()7/2=pH ،یک ساعت ،

دور در دقیقه) انجام شد. در نهایت، ترکیبات تهیه شده به  120

دقیقه با استفاده از دستگاه سونیکاتور پروب (پردازنده  7مدت 

ها مونهن، آلمان) فراصوت شدند. Hielscher up50Hاولتراسونیک 

داري گراد نگهدرجه سانتی 4هاي بیشتر در دماي براي بررسی

  .)17( شدند

با میکروسکوپ الکترونی رویشی  Tet-Nioمورفولوژي 

)Scanning electron microscopy; SEMار ) مورد بررسی قر

گرفت. ارزیابی میانگین اندازه ذرات، شاخص چند پراکندگی 

)Polydispersity index; PDIهاي سنتز شده با ) و بار زتا فرمول

) با Dynamic light scattering; DLSتکنیک پراکندگی نور پویا (

) در دماي Nano ZS3600 )Malvern Instrument, U.Kدستگاه 

نمونه  1:100ر ابتدا سوسپانسیون اتاق انجام شد. براي این منظو

در آب دیونیزه رقیق شد. سپس یک قطره نمونه روي یک فیلم 

  .)18(رسانا مانند آلومینیوم پخش شد و در دماي اتاق خشک شد 

هاي سنتز شده میزان راندمان به دام افتادن براي فرمولاسیون

با تعیین مقدار تتراسایکلین محبوس و تتراسایکلین غیرمحبوس 

به  .مشخص شدها با استفاده از روش اولترافیلتراسیون در نیوزوم

 4ساعت در دماي  1به مدت  Tet-Nioلیتر از میلی 1طوري که 

) سانتریفیوژ (سانتریفیوژ g×14000گراد (درجه سانتی

Eppendorf® 580R آلمان) شد. مقدار تتراسایکلین در هر نمونه ،

نانومتر  272با محاسبه حداکثر جذب مایع رویی در طول موج 

) Entrapment efficiency; EE ( راندمان جذبتعیین شد. درصد 

 :)19(گیري شد بر اساس فرمول زیر اندازه

EE% =  مقدار کل تتراسایکلین اولیه محبوس شده در)

مقدار تتراسایکلین آزاد) / مقدار کل  - هانیوزوم

  .100 ×تتراسایکلین

اده از ها با استففرآیند آزادسازي تتراسایکلین از ساختار نیوزوم

ا هاي بارگذاري شده بلیتر محلول تتراسایکلین و نیوزوممیلی 2

) مورد بررسی MWCO 12 KDaتتراسایکلین در یک غشاء دیالیز (

دور در دقیقه)  50هاي دیالیز سپس به آرامی (. کیسهقرار گرفت

گراد درجه سانتی 37در دماي  PBSبافر  لیترمیلی 50در 

)4/7=pH لیتر از هر نمونه در فواصل میلی 1) هم زده شدند. سپس
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ساعت) گرفته شد و  72و  48، 24، 8، 4، 2، 1زمانی معین (

ها با اسپکتروفتومتري ارزیابی شد. علاوه بر سرعت رهاسازي نمونه

 هاي جنبشیاین، مکانیسم انتشار تتراسایکلین با پروفایل

-آزادسازي مختلف (مدل صفر، مرتبه اول، هیگوچی و کورسمایر

  .)20(بررسی قرار گرفت  پپس) مورد

 Minimum inhibitory( حداقل غلظت مهارکننده

concentration; MIC ( وsub-MIC کلبسیلا هاي براي سویه

با  Tet-Nioمورد مطالعه در معرض تتراسایکلین آزاد و  پنومونیه

سازي براث مؤسسه استاندارد استفاده از روش میکرورقیق

 Clinical & Laboratory Standards( آزمایشگاهی بالینی

Institute; CLSI(  تأیید شد)علاوه بر این، براي تعیین )14 .

 Minimum antibacterial( حداقل غلظت آنتی باکتریال

concentration; MBC( ،10  میکرولیتر از هر چاهک روي مولر

 37، هند) پخش شد و در دماي HiMedia Pvt Ltdهینتون آگار (

به  MBCها، یک شبه انکوبه شد. سپس با شمارش کلنیدرجه 

 9/99عنوان کمترین غلظت نمونه گزارش شد که منجر به کاهش 

 . )14(درصدي تلقیح اولیه شد 

به  هاونهنمجدا شده از  کلبسیلا پنومونیهتشکیل بیوفیلم در 

ط توس روش میکروتیتر پلیت انجام شد. طبق فرمول ارائه شده

هاي کاملاً چسبنده، نسبتاً ها به سویهاستپانوویچ و همکاران، جدایه

چسبنده، ضعیف چسبنده و غیر چسبنده تقسیم شدند. ارزیابی 

مهار تشکیل بیوفیلم در دو مرحله قبل و بعد از درمان (با 

تتراسایکلین و نیوزوم حاوي تتراسایکلین) با استفاده از روش 

  .)14(شد میکروتیتر پلیت انجام 

هاي از براي ایجاد اختلال در بیوفیلم توانایی عوامل آزمایش

 MBEC )Minimum biofilmبا استفاده از ، قبل تشکیل شده

eradication concentration( پس از تشکیل شود. گیري میاندازه

ها با آب مقطر استریل شسته شدند ها، چاهکبیوفیلم توسط سویه

میکرولیتر از هر غلظت آزمایش شده از محلول تتراسایکلین  200و 

ها هاي بارگذاري شده با تتراسایکلین اضافه شد. پلیتآزاد و نیوزوم

 گراددرجه سانتی 37ساعت به صورت هوازي در دماي  24به مدت 

 570ها در طول موج بیوفیلم ODانکوبه (شیماز، ایران) شدند و 

تریپتیک تلقیح  براي کنترل منفی، سویهشد.  گیرينانومتر اندازه

نشده (اکسوئید، ایالات متحده آمریکا) مورد استفاده قرار گرفت، 

بت به عنوان کنترل مث کلبسیلا پنومونیهدر حالی که کشت ساده 

به عنوان کمترین غلظت تعیین  MBEC مورد استفاده قرار گرفت.

کنترل منفی  OD بیوفیلم کمتر یا مساوي با ODشد که میانگین 

  . )21(ها در سه تکرار انجام شدند دهد. آزمایشرا نشان می

مورد  یهکلبسیلا پنومونوفیلم در سویه هاي بیان ژن مرتبط با بی

هاي ، جدایهRNAدر ابتدا، براي استخراج ارزیابی قرار گرفت. 

ها نمونه MIC هاي زیرحاوي ژن بیوفیلم ابتدا با غلظت

(تتراسایکلین و تتراسایکلین بارگذاري شده در نیوزوم) به مدت 

 استخراجبا استفاده از کیت  RNA ساعت تیمار شدند. سپس 24

)Qiagen RNAطبق پروتکل استخراج شد.  )، ایالات متحده آمریکا

هاي استخراج شده توسط کیت RNAاز  cDNA سپس سنتز

(کیجن، ایالات متحده آمریکا) با  QuantiTect رونویسی معکوس

 cDNAاستفاده از پرایمرهاي هگزامر تصادفی انجام شد. غلظت 

و تأیید شد. بیان ژن  هاي سنتز شده توسط نانو دراپ تعیین

 PCR )Applied کمی Real-Time بیوفیلم با استفاده از روش

Biosystems ،UK ( میکرولیتر  20ارزیابی شد. ترکیبات در حجم

 10از هر پرایمر و  cDNA ،pmol 10میکرولیتر  2شامل 

حاوي سایبر گرین بود که بر روي دستگاه  Mastermix میکرولیتر

 Applied Biosystems Real-Time PCRیا  ABI مرحله یک

Instruments .16ژن  (ایالات متحده آمریکا) انجام شدsrRNA  نیز

- به عنوان کنترل داخلی مورد استفاده قرار گرفت. بیان نسبی ژن

گیري شد. اندازه CTΔΔ -2هاي مورد مطالعه با استفاده از روش 

سیم براي محاسبه میزان بیان ژن و تر Restافزار سپس از نرم

نمودارهاي مربوطه استفاده شد. در نهایت، تجزیه و تحلیل بیان با 

در مقایسه با سویه استاندارد  mRNAگیري نسبی بیان اندازه

  .)15() انجام شد ATCC 25923( کلبسیلا پنومونیه
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 افزارهاي این مطالعه توسط نرمهاي آماري دادهتجزیه و تحلیل

SPSS  ا هانجام شد. براي ارزیابی نرمال بودن توزیع داده 20نسخه

و براي  استفاده شد Kolmogorov-Smirnovاز آزمون ناپارامتریک 

و تشکیل بیوفیلم از  Real-Time PCRهاي تجزیه و تحلیل داده

مستقل استفاده شد. سطح  tطرفه و از آزمون آنالیز واریانس یک

 در نظر گرفته شد. 05/0ها داري در آزمونمعنی

  نتایج

بر اساس  Tet-Nio هاي تهیه شده از، فرمولاسیون1در جدول 

نشان داده شده است.  Tween60 به Span60 هاي محتلفنسبت

و  PDI ترین سایز، کمترینفرمولاسیون بهینه مطابق با کوچک

. مطابق شودو آزادسازي دارو انتخاب می EE بیشترین میزان درصد

با اندازه ذرات  2وضوع، فرمولاسیون شماره با این م

، میزان 010/0±168/0برابر  PDIنانومتر،  55/9±45/169

دام اندازي دارو برابر ، درصد به-55/24±63/1زتاپتانسیل برابر 

 48و درصد آزادسازي داروي تتراسایکلین در بازه  48/1±31/75

بهینه درصد به عنوان فرمولاسیون  34/45±15/1ساعت به میزان 

  انتخاب شد.

با استفاده از دو  Tet-Nioدر این مطالعه شناسایی فرمولاسیون 

شناسی ریخت SEMانجام شد که تست  DLSو  SEMتست 

 100تر از هم چسبیده و کوچکفرمولاسیون بهینه را کروي، به

اندازه ذرات به طور  DLS) و تست 1نانومتر نشان داد (شکل 

  ).2نانومتر نشان داد (شکل  45/169میانگین 

  

  Tween60به  Span60مختلف هاي نسبتبر اساس  Tet-Nioتهیه شده از هاي فرمولاسیون -1 جدول

  
  نانومتر) 100(مقیاس  Tet-Nioفرمولاسیون بهینه  SEMتصویر  -1 شکل

  

 فرمولاسیون
Span60/Tween60 

(mol ratio) 

Tet 

(mg/ml) 

 اندازه وزیکل

(nm) 
PDI 

 پتانسیل زتا

(mV) 

EE (%) 
 آزادسازي

(48h, %) 

Tet Tet 

F1 75:25 1 21/5±65/205 012/0±213/0 24/1±93/27- 21/1±29/64 29/1±63/50 

F2 50:50 1 55/9±45/169 010/0±168/0 63/1±55/24- 48/1±31/75 15/1±34/45 

F3 25:75 1 37/6±24/231 021/0±273/0 12/1±39/30- 06/1±53/57 67/1±93/34 
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  Tet-Nioفرمولاسیون بهینه  DLSتصویر  -2 شکل

  

، میزان آزادسازي داروي تتراسایکلین را از فرمولاسیون 3شکل 

 4/7برابر با  pH با PBS ساعت از 72در بازه زمانی  Tet-Nio بهینه

ساعت اولیه شاهد رهایش  6دهد. مطابق با این شکل، در نشان می

ایم، در حالی که رهایش دارو درصدي داروي آزاد بوده 100تقریباً 

، 24هاي زمانی به صورت آهسته بوده و در بازه Tet-Nio از ساختار

 25/50درصد و  74/46درصد،  92/40 ساعت به ترتیب 72و  48

چنین، مدل کینتیک آزادسازي دارو از شد. هم درصد گزارش

 2Rبا  Peppas-Korsmeyerساختار بهینه نشان داد که از مدل 

  ).2(جدول  کندمیپیروي  9258/0(ضریب تعیین) برابر 

  
  4/7برابر  pHبا  PBSساعت از  72در بازه زمانی Tet-Nioمیزان آزادسازي داروي تتراسایکلین از فرمولاسیون بهینه  -3 شکل

  

  

  Tet-Nioهاي مختلف کینتیک آزادسازي دارو از فرمولاسیون بهینه مدل -2 جدول

Kinetic Model 

Zero-Order First-Order Higuchi Korsmeyer-Peppas 

t0+K0=CtC /2.303tLogC=LogC0+K √�HQ=K n.tt=K�/MtM 
2R 2R 2R 2R n* 

Tet (aq) 

4/7=pH 
4552/0 9312/0 6271/0 7523/0 3971/0 

Tet-Nio 

4/7=pH 
7971/0 8516/0 9261/0 9258/0 4329/0 
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سویه که  10مورد بررسی،  کلبسیلا پنومونیهسویه  30از تعداد 

بودند براي انجام مطالعات بعدي انتخاب شدند.  mrkAداراي ژن 

ضد اثر  Tet-Nioو  Tetگذاري در ابتدا با انجام تست دیسک

 هايسویهفرمولاسیون تهیه شده و داروي آزاد علیه  باکتریایی

) که 1بالینی و سویه استاندارد مورد بررسی قرار گرفت (نمودار 

 Tet-Nio و Tet مواجهه باقطر هاله عدم رشد در نشان داده شد. 

متر میلی 22هاي بالینی به ترتیب به طور میانگین در همه سویه

 25/26و  22و در سویه استاندارد به ترتیب  مترمیلی 5/25و 

 Tetبیشتر از  Tet-Nioدهد میتخمین زده شد که نشان  مترمیلی

  .شودمیبه تنهایی موجب مهار رشد این باکتري 

ایزوله  10علیه این  Tet-Nioو  Tet باکتریاییضد چنین، اثر هم

با روش میکرودایلوشن انجام شد  MBCو  MICبالینی با روش 

به ترتیب از  Nio-Tetو  MIC Tet) که نشان داده شد 3(جدول 

 41/11-63/45و  مترمیلیمیکروگرم بر  81/22-25/91

به ترتیب از  Nio-Tetو  MBC Tetو  مترمیلیمیکروگرم بر 

 25/91-81/22و  مترمیلیمیکروگرم بر  63/45-5/182

 ومونیهکلبسیلا پنهاي بالینی علیه سویه مترمیلیمیکروگرم بر 

  گزارش شد.

 
  بالینی و سویه استاندارد کلبسیلا پنومونیه هايسویهآزاد علیه  Tetو  Tet-Nioفرمولاسیون  ضد باکتریاییگذاري براي بررسی اثر تست دیسک -1 نمودار

  

  بالینی و سویه استاندارد کلبسیلا پنومونیه هايسویهآزاد علیه  Tetو  Tet-Nioفرمولاسیون  ضد باکتریاییمحاسبه شده براي بررسی اثر  MBCو  MICمقادیر  -3 جدول

 MIC MBC 
 Tet Tet-Nio Tet Tet-Nio شماره سویه

1 25/91 63/45 50/182 25/91 

2 63/45 81/22 25/91 63/45 

3 63/45 81/22 25/91 63/45 

4 25/91 63/45 5/182 25/91 

5 63/45 81/22 25/91 63/45 

6 63/45 81/22 25/91 63/45 

7 81/22 41/11 63/45 81/22 

8 63/45 81/22 25/91 63/45 

9 25/91 63/45 50/182 25/91 

10 63/45 81/22 25/91 63/45 

 81/22 63/45 41/11 81/22 استاندارد
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نی بالی کلبسیلا پنومونیهسویه  10توانایی تشکیل بیوفیلم در 

محاسبه شد  Tet-Nio و Tet و سویه استاندارد پس از تیمار با

و نشان داده شد تولید بیوفیلم پس از تیمار با هر دو ) 2(نمودار 

ت دار داشته اسمعنی ها کاهشباکتریال در تمامی سویهآنتیعنصر 

)001/0<Pهاي تیمار دار مشاهده شده در سویهکاهش معنی )، که

گیري بیشتر از این کاهش در به طور چشم Tet-Nio شده با

به تنهایی بود. بررسی میزان قطر ناحیه  Tet هاي تیمار شده باسویه

کلبسیلا سویه  10) در MBECمهار شده در تشکیل بیوفیلم (

 Tet-Nioو  Tetبالینی و سویه استاندارد پس از تیمار با  پنومونیه

-Tet و Tet نتایج تست کریستال ویوله را تأیید کرد که هر دو عامل

Nio  ودار دهند (نمداري تشکیل بیوفیلم را کاهش میبه طور معنی

3.(  

  
با استفاده از تست کریستال ویوله با   Nio-Tetو  Tetسویه کلبسیلا پنومونیه بالینی و سویه استاندارد پس از تیمار با 10توانایی تشکیل بیوفیلم در  -2 نمودار

  اند.هاي کنترل (قبل تیمار) مقایسه شدهباکتري
  

هاي تحت گروه دارمعنیاختلاف  *، طرفهنالیز واریانس یکآ

 Before تیمار با دارو و نیوزوم حاوي دارو با گروه قبل از تیمار یا

treatment 05/0عنوان کنترل (بهP< محور افقی نشان دهنده .(

 دهنده هاي کلبسیلا پنومونیه و محور عمودي نشانشماره سویه

  .باشدمی 570میزان جذب نوري در طول موج 

 
با استفاده از تست  Tet-Nio و Tet سویه کلبسیلا پنومونیه بالینی و سویه استاندارد پس از تیمار با 10میزان قطر ناحیه مهار شده در تشکیل بیوفیلم در  -3 نمودار

  اند.مقایسه شدههاي کنترل (قبل تیمار) کریستال ویوله با باکتري
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هاي تحت گروه دارمعنیاختلاف  *، طرفهنالیز واریانس یکآ

 Before تیمار با دارو و نیوزوم حاوي دارو با گروه قبل از تیمار یا

treatment 05/0عنوان کنترل (بهP< محور افقی نشان دهنده .(

 دهنده عمودي نشانهاي کلبسیلا پنومونیه و محور شماره سویه

  باشد.متر) میقطر هاله عدم رشد (میلی

هاي تیمار شده در سویه mrkA گیري تغییرات بیان ژناندازه

-Realبا استفاده از تکنیک  Tet-Nio و Tet با کلبسیلا پنومونیه

Time PCR  انجام شد که نشان داده شد بیان این ژن در تمامی

کاهش  Tet-Nioو  Tet باهاي مورد بررسی پس از تیمار سویه

که این  استنسبت به ژن مرجع داشته ) P>001/0(دار معنی

بیشتر  Tet-Nio هاي تیمار شده باسویهدر  mrkAکاهش بیان ژن 

  ).4(نمودار  خوردبه چشم می

 
 Real-Time PCRبا استفاده از تکنیک  Tet-Nioو  Tetسویه کلبسیلا پنومونیه بالینی و سویه استاندارد پس از تیمار با  10در  mrkAتغییرات بیان ژن  -4 نمودار

  )>05/0P( در گروه تیمار شده نسبت به گروه کنترلدار اختلاف معنی* ، طرفهنالیز واریانس یکآ نسبت به ژن مرجع

  

  بحث

تانی هاي بیمارسیکی از عوامل اصلی عفونت کلبسیلا پنومونیه

 هايو اکتسابی در جامعه است و بار قابل توجهی را بر سیستم

ند موجب تواکند. بیوفیلم این باکتري میمراقبت بهداشتی وارد می

رشد در . )14( بیوتیکی در این باکتري شودایجاد مقاومت آنتی

ازي، س یوفیلم با ایجاد دفاع در برابر چندین مکانیسم پاكیک ب

کند. ماتریکس بیوفیلم می ءنقش مهمی در طول عفونت ایفا

هاي ایمنی مانند ماکروفاژها تواند دسترسی انواع خاصی از دفاعمی

ل دهند، مخترا که نفوذ ناقص به ماتریکس بیوفیلم را نشان می

هاي بیوفیلم افزایش تحمل نسبت علاوه بر این، سلول. )22( کند

هاي بر خلاف مکانیسم. )23( دهندها را نشان میبیوتیکبه آنتی

یوفیلم بیوتیکی مرتبط با ببیوتیکی ارثی، تحمل آنتیمقاومت آنتی

ها حساس معمولاً وارد یک یک حالت گذرا است که در آن باکتري

دهد. شوند که حساسیت را کاهش میفیزیولوژي تغییر یافته می

شوند و دوباره وارد حالت ها پراکنده میهنگامی که این سلول

ه بیوتیکی طبیعی را دوباره بشوند، حساسیت آنتیتون میپلانک

هاي پنومونیه در از این رو، مقابله با عفونت. )24( آورنددست می

هنگام تشکیل بیوفیلم از اهمیت بالایی برخوردار است و هدف از 

به عنوان یک ساختار درمانی  Tet-Nio مطالعه حاضر تعیین اثر

  .وژن بیمارستانی بودجدید براي مقابله با بیوفیلم این پات
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هاي بیوتیک تتراسایکلین در نانوحاملدر مطالعه حاضر، آنتی

در  Tween60 و Span60 نیوزومی سنتز شده کپسوله شد. وجود

هاي سنتز شده باعث ایجاد پایداري و افزایش ساختار نیوزوم

اندازه ذرات یکی از . )25(شود دام افتادن دارو میراندمان به

درصد دارو و آزاد شدن آن  EE ییآهاي قابل توجه در کارویژگی

ز نیوزوم است و مقدار ترکیبات نیوزوم مانند کلسترول در آن نقش ا

دهد اندازه یکنواخت ذرات را نشان می PDIدارد. در یک مخلوط، 

متفاوت است و ذرات با همان اندازه یکنواخت  1-0که در محدوده 

کمتري دارند که کمتر  PDI هستند. بنابراین، ترکیبات همگن

ها باعث افزایش ورود این ویژگی. )14( مستعد تجمع هستند

هاي میزبان و تجمع تتراسایکلین در تتراسایکلین به داخل سلول

شود. با توجه به معیارهاي فوق، فرمولاسیون هاي میزبان میسلول

بالا با  EE چنین درصدکوچک و هم PDI با ابعاد و 2شماره 

ولاسیون بهینه انتخاب ساختاري کروي و یکنواخت به عنوان فرم

  .شد

درجه  37بررسی پروفایل انتشار تتراسایکلین در دماي 

ساعت از فرمول نیوزوم بهینه نشان داد که  72-0گراد و سانتی

انتشار تجمعی در مقایسه با تتراسایکلین آزاد دو فازي است. فاز 

اولیه و سریع آزادسازي تتراسایکلین به رهایش داروي آزاد در 

وم بستگی دارد، در حالی که فاز غیرفعال و آهسته رهش سطح نیوز

. )15( شودهاي نیوزوم مربوط میدارو به آزادسازي از طریق لایه

هاي جنبشی مکانیسم انتشار دارو بر اساس شکل خطی مدل

هاي انتشار توضیح داده شده است. یک مدل مختلف براي داده

است.  1اي ضریب رگرسیون نزدیک به سینتیکی بهینه دار

سازي دارو توسط  دهد که آزادهاي کینتیک نشان میداده

. علاوه بر این، )26(شود هاي انتشار و فرسایش کنترل میمکانیسم

دارو توسط انتشار دهنده ترشح  گیري شده نشاناندازه nمقادیر 

فیکیان دیفیوژن است. به طور کلی، ارزیابی نمایه آزادسازي 

دهنده بهبود در نرخ رهاسازي دارو با استفاده  تتراسایکلین نشان

چنین با کاهش عوارض از نیوزوم به عنوان حامل دارو است که هم

  .)27(کند جانبی دارو، مدت زمان مصرف دارو را کنترل می

داراي  Tet-Nio دهد که ساختارنتایج تست میکروبی نشان می

 وريط باکتریایی بیشتري نسبت به داروي آزاد است به اثرات ضد

 MBC و MIC آن حداقل نصف میزان MBC و MIC که میزان

محاسبه شده براي داروي آزاد است که این اصل با انجام تست 

ون فرمولاسیچنین، بیان شد که . همگذاري نیز تأیید شددیسک

ا اي تشکیل بیوفیلم رتواند به طور قابل ملاحظهمی Tet-Nio بهینه

اروي نسبت به تیمار با د کلبسیلا پنومونیههاي پاتوژن در باکتري

که این امر با  )MBEC تست کریستال ویوله و( آزاد کاهش دهد

هاي تأیید گردید. مکانیسم mrkA در بیان ژن دارمعنیکاهش 

 Tet-Nio بیشتر ضدبیوفیلمیو  ضد باکتریاییمتفاوتی براي اثر 

توان به افزایش نسبت به داروي آزاد پیشنهاد شده است که می

ول بیوتیک در سلنفوذپذیري غشاء باکتري، افزایش غلظت آنتی

باکتري در اثر جذب وزیکول، همجوشی بین وزیکول نیوزوم و 

 هاي زندهاجزاي با بار مثبت در غشاء باکتري، کاهش تعداد سلول

همکاران نشان و  Rahmati. مطالعه )28( لم اشاره داشتدر بیوفی

بت بیشتري نس ضد میکروبیداد که نیوزوم حاوي آمیکاسین اثر 

همرد و دا کلبسیلا پنومونیههاي به آمیکاسین آزاد در برابر سویه

  mrkD خود را با کاهش شدید در بیان ژن بیوفیلمی ضداثر  چنین

مطالعه دیگري نشان داده شد چنین، در . هم)14( کنداعمال می

ي ترقوي ضد میکروبینیوزوم حاوي ونکومایسین و جینجرول اثر 

قاوم به مکلبسیلا پنومونیه هاي بالینی نسبت به دو دارو در سویه

چنین اثر ضد بیوفیلمی خود را با تأثیر بر بیان و هم ها داردکرباپنم

. نتایج )15(کند در این سویه هاي بالینی ایجاد می mrkDژن 

Abo Kamer فکتانتی هاي سورو همکاران نشان داد که وزیکول

فرمولاسیون نانوحامل حاوي ارتاپنم را تا  MICقادر بودند مقادیر 

کلبسیلا هاي سویههاي آزاد دارو علیه برابر نسبت به فرم 9

  .)29(کاهش دهند  پنومونیه
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هاي پیش رو از لحاظ تعداد نمونه هايبا توجه به محدودیت

روز ههاي بمحدود باکتریایی، در دسترس نبودن ابزارها و تکنیک

آزمایشگاهی و محدودیت زمانی براي انجام پژوهش، پیشنهاد 

هاي بیشتري براي ارزیابی اثرات ضد باکتریایی شود تکنیکمی

ا هچنین اثرات این نانوحاملنانوحامل سنتز شده اتخاذ شود و هم

  .و بالینی نیز بررسی گردد in vivo در شرایط

  گیرينتیجه

) Tet-Nioهاي حاوي تتراسایکلین (حاضر، نیوزومدر مطالعه 

ها تأیید شد. روي ساخته شدند و از لحاظ مورفولوژیکی ساختار آن

بهینه شده آزادسازي  Tet-Nio هم رفته نشان داده شد که ساختار

کنترل کرد و موجب رهایش  ریاییضد باکتدارو را براي عملکرد 

-Tet ذشد. نفو کلبسیلا پنومونیههاي کنترل شده دارو در باکتري

Nio  هاي باکتریایی به طور قابل توجهی بیان ژن مربوط به سلول

ار کرد. مه کلبسیلا پنومونیههاي بالینی به بیوفیلم را در جدایه

هاي مزمن ناشی از توانند عفونتبنابراین، این نانوساختارها می

باکتري کلبسیلا مقاوم به دارو را مدیریت کرده و پتانسیل درمانی 

تتراسایکلین را بهبود بخشند و از این رو ممکن است بتوان در 

هاي بیمارستانی ها براي مقابله با عفونتمطالعات بالینی از آن
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Background and Objectives: Biofilm production is one of the reasons for drug resistance in bacteria. The aim of the present study 

was to synthesize niosomal structures containing tetracycline antibiotic and determine its effect on Klebsiella pneumoniae drug-

resistant isolates in an effective treatment system. 

Materials and Methods: In this laboratory study, nanoniosomes containing tetracycline (Tet-Nio) were synthesized using the thin 

layer hydration method, and the morphological characteristics of drug release was investigated. MIC (Minimum inhibitory 

concentration), crystal violet, MBEC (Minimum biofilm eradication concentration) tests were used to investigate the antibacterial and 

anti-biofilm effects against Klebsiella pneumoniae strains under study exposed to free tetracycline and Tet-Nio, and the expression of 

mrkA gene in 10 isolates using was evaluated by real-time PCR test. One-way analysis of variance was used to analyze the data. 

Results: Formulation No.2 with the particle size of 169.45±9.55 nm, polydispersity index (PDI) equal to 0.168±0.010, Zeta-potential 

equal to -24.55±1.63, entrapment efficacy equal to 75.31%±1.48%, and tetracycline drug release percentage in 48 hours equal to 

45.34%±1.15% was chosen as the optimal formulation. The microbial test results showed that the Tet-Nio structure has more 

antibacterial effects than the free drug. Also, it was stated that the optimal formulation of Tet-Nio can significantly reduce the formation 

of biofilm in Klebsiella pneumoniae pathogenic bacteria by reducing the expression of the mrkA gene compared to the drug-treated 

group (p<0.001). 

Conclusion: Niosomes containing tetracycline were able to inhibit biofilm formation in drug-resistant isolates of Klebsiella 

pneumoniae. Therefore, they can be used in clinical studies to deal with nosocomial infections caused by Klebsiella pneumoniae isolate. 
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