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 ABSTRACT 
 

 Background:  Pseudomonas aeruginosa infections are resistant to antimicrobial agents and produce toxic virulence factors 
such as exotoxin A. Studies have shown that some nanoparticle compounds and antibiotics have a synergistic effect. 
Therefore, the aim of this study was to investigate the synergistic effect of silver nanoparticles and erythromycin on 
antibiotic-resistant P. aeruginosa. 

 Materials & Methods:  In this descriptive cross-sectional study, 40 cultured samples of burn wound secretions were taken 
from Imam Musa Kazem (PBUH) Burns Hospital in Isfahan, Iran. Diagnostic and differential tests were performed. Antibiogram 
was performed to obtain the bacterial resistance pattern and the exotoxin A gene was detected by PCR. The bacterial 
minimum inhibitory concentration (MIC) was then applied to the silver nanoparticles (shape and mean size) and erythromycin 
separately and a common mixture of both in 10 dilutions to investigate the synergistic effect. 

Results & Conclusion:   A number of 26 bacteria were strains of P. aeruginosa. Of samples, 25 (96.15%) had exotoxin A 
gene. All samples were sensitive to all erythromycin concentrations. The mean MIC of nanoparticles against bacteria was 
reported to be 2 μg/mL. A solution of 40 μg/mL erythromycin and 2 μg/mL nanoparticles was also considered as MIC 
solution. Pseudomonas aeruginosa is sensitive to erythromycin to very low concentrations of silver particles. But no 
synergistic effect between silver nanoparticles and erythromycin was reported for this bacterium. Based on PCR results 
and antibiotic resistance pattern, a significant number of the samples contained the exotoxin A gene and the use of 
erythromycin alone was not appropriate for treatment. 
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative, non-
fermenting, opportunistic, and highly invasive bacillus 
with an increasing resistance to antimicrobials. It is the 
normal flora of the skin and intestines that causes 

respiratory, urinary tract, and gastrointestinal infections, 
keratitis, otitis, and bacteremia in patients with 
weakened immune systems (such as cancer, burns, 
AIDS, cystic fibrosis). These infections often cause death 
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(1). The antibiotic resistance of this bacterium is a major 
health problem that has increased the cost of treating 
this disease. Therefore, the limitations of treatment and 
complications of the disease are also rising (2). 

P. aeruginosa pathogens include exotoxin A, 
exoenzyme S, phospholipase C, and pyocyanin (3). 
Exotoxin A is one of the main components of the type 2 
secretion system that causes tissue necrosis and has a 
function similar to diphtheria toxin. The toxin inhibits 
protein synthesis by ADP-ribosylation of elongation 
factor 2 (4). Inhibition of this toxin reduces cell damage. 
Nowadays, various antimicrobials are known to prevent 
the growth of resistant bacteria and to eliminate 
resistance to antibiotics. Nanoparticles are a broad class 
of substances with antimicrobial properties. Silver 
nanoparticle (AgNPs) are best known for their high 
index of antimicrobial effects. 

AgNPs are used for various purposes in medicine (5). 
They are used as a new antimicrobial agent for 
sterilization (6). They have high antimicrobial effects on 
various organisms (1, 7). These nanoparticles accumulate 
in the bacterial membrane and cause cavities, resulting in 
unstable cell membrane arrangement and increased 
permeability (8). 

Studies have shown that AgNPs in most cases inhibit 
the formation of biofilms in P. aeruginosa and 
Staphylococcus epidermidis. This property can be used 
in medicine in the future (9). There are also several 
studies on the synergistic effect of AgNPs and 
antibiotics. Mirnejad et al. (2013) showed that 
streptomycin and AgNPs have a synergistic effect with 
each other (10, 11). Ahmadi et al. (2017) also showed 
the synergistic effect of tetracycline and AgNPs. They 
reported a synergistic relationship for wound healing 
and microbial inhibition (12). 

The production of this material is economically 
valuable. The methods of synthesis of AgNPs have been 
reviewed and described according to recent studies and 
approaches which include the physical, photochemical, 
biological, and chemical approaches. Some examples of 
chemical approach include the synthesis of 
nanoparticles using aqueous polymers, the synthesis of 
AgNPs using low molecular weight compounds as a 
double dispersing agent, and the method of one-step 
synthesis of AgNPs-C sintered at temperature (2). 

Clindamycin, erythromycin, and imipenem antibiotics 
are used to treat pseudomonas infections, but the 
resistance to them is increasing. Therefore, the most 
effective way to prevent increased resistance is to use 
alternative antimicrobials and combine other 
antimicrobials with antibiotics. In this study, first, the 
antibiotic resistance of erythromycin and AgNPs were 
evaluated, and then a test was designed to evaluate the 
synergistic effect of these two substances on clinical 
samples in vitro. 

Materials and Methods 

Sampling and Identification of Samples 

The present descriptive cross-sectional study was 
conducted during December 2017 and June 2018. A total 
of 40 samples were extracted by simple random sampling 
from the wounds of burn patients admitted to Imam 
Musa Kazem Hospital in Isfahan, Iran. The samples were 
identified using standard biochemical and microbiological 
tests. Samples were first cultured on eosin methylene 
blue medium (Ibersco, Italy). Then, hot staining, catalase, 
oxidase, glucose, fermentation, oxidation, and TSI (Triple 
Sugar Iron) tests were used to diagnose P. aeruginosa. 
After identification, P. aeruginosa was stored in Tryptic 
Soy Broth medium (Merck, Germany) with 15% glycerol 
in a research laboratory at 4°C (13). 

Preparation of nanoparticles 

To prepare the nanoparticles, we added 640 µg of 
AgNPs into 10 mL of double distilled water, then used 
an ultrasonic device (Skymen/China) for two hours to 
homogenize the solution. 

Determination of Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC) of Erythromycin 

The MIC of bacterial growth for erythromycin was 
determined by microdilution method. In this study, 100 µl of 
bacterial culture medium at a concentration of 0.5 McFarland 
was added in a ratio of one to ten to all wells except the first 
column. Then, in the first column, sterile culture medium and 
the highest inhibitory concentration without bacteria were 
used for the negative control group. In column 12, only the 
culture medium solution and 200 µl of bacteria without any 
inhibitors as a positive control were added. 

MIC of Nanoparticles 

The concentration of AgNPs was based on one-half by 
microdilution method. Therefore, dilution series was 
prepared in 96-well plates from 125-250-500-1000-
2000-4000-8000-16000-32000-64000 ng/mL. The 
concentration of erythromycin was also determined as a 
half with a dilution series of 7.81-15.62-31.25-62.5-125-
250-500-1000-2000-4000 ng/mL. The plates were then 
placed in an incubator at 37°C for 24 h to grow. Then, 
0.5 McFarland turbidity was prepared from bacteria 
according to standard buffer (106 C 6CFU/mL) (6). 

Preparation of Nanoparticle Solution with Antibiotics 

The solution of the purchased AgNPs was mixed 
with 40 µg of erythromycin; then the solution was 
homogenized using an ultrasonic device for two hours, 
and the solution was stored at ambient temperature. 

MIC of Mixture of Nanoparticles and Antibiotics 

Microdilution method was used to determine the 
MIC of bacterial growth against nanoparticles and  
antibiotics. Mixture of 100 µl AgNPs was poured from 
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the second column of the microplate into the third 
column, and then 100 µl of solution was poured from 
the second column into the fourth column, and this 
process continued until column eleven. Finally, dilution 
series was obtained from a mixture of AgNPs with 
antibiotics. 

PCR Test 

To test and confirm the samples, the samples were 
cultured on Müller-Hinton agar medium. After 24 
hours of heating, the main bacterial genome was 
isolated using a gene extraction kit from Sinaclon 
Company (Sinagen, Iran). For PCR, pairs of ETA primers 
with Forward 5'-GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC-3' 

and Reverse 5'-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3' 
primer sequences with a product length of 396 bp 
were used (14). Also, from Mastermix containing 2.5 
μL of PCR buffer, 1 μL of MgCl2, 0.5 μL of dNTPs, 0.5 μL 
of taq polymerase enzyme (Sinaclon, Iran), along with 
1 μL of each primer and 3 μL of template DNA of 25 μL 
was prepared and placed in the device. The PCR steps 
are listed in Table 1 to identify the ETA gene in P. 
aeruginosa. These steps were repeated 34 times. The 
results of amplification of the fragments were 
electrophoresed on 1% agarose gel and was observed 
after staining the gel using DNA safe stain. The 
standard strain used in this study is P. aeruginosa ATCC 
27853 bought from the Microbial Bank of Iran.

 

Table 1. Polymerase chain reaction conditions for exotoxin A gene amplification in Pseudomonas aeruginosa 

 Time Temperature 

First denaturation 5 min 95°C 

Denaturation 1 min 95°C 

Annealing 1 min 65.4°C 

Extension 1 min 72°C 

Final Extension 1 min 72°C 

 

Results & Discussion 

Results of MIC of Erythromycin 

The results of MIC examination showed complete 
resistance to erythromycin. In this study, the growth of 
P. aeruginosa was not stopped in any of the cells and 
all the cells belonging to the inhibitory concentrations 
(2-11) had turbidity due to the growth of P. 
aeruginosa. 

Results of MIC of AgNPs 

The minimum inhibitory concentration of bacterial 
growth was 2000 μg/mL. In this study, turbidity due to 

the growth of P. aeruginosa was observed in cells with 
a concentration of less than 2000 μg/mL. 

Results of Synergy of AgNPs and Erythromycin 

Lack of growth was observed for synergistic results 
in cell number 7 (2000) and turbidity due to growth of 
P. aeruginosa was still observed in lower 
concentrations. 

Results of exotoxin A Gene Prevalence 

Out of 26 P. aeruginosa samples, 24 had exotoxin A 
gene. The prevalence of P. aeruginosa exotoxin A gene 
in this study was 96.15% of the total samples (Figure 
1). 

 

 

Figure 1. Extraction of exotoxin A gene and polymerase chain reaction on agarose gel. Leader in the first column and negative control 
between columns 3-4 and positive control in the last column are visible. In this figure, the standard strain Pseudomonas azuginosa ATCC 
27853 was bought from the Microbial Bank of Iran. 
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Mechanism of Antimicrobial Effect of AgNPs and 
Erythromycin 

In the introduction section, we discussed the mechanism 
of nanoparticles that act on cell membranes. Erythromycin, 
which has a known mechanism of action on protein 
synthesis, is described in detail in Ketolide section of the 
chapter 28 of the Jawetz Medical Microbiology; it binds to 
the S50 component of ribosomes on SrRNA23, interfering 
with the formation of the initial complex of peptide chain 
synthesis. 

In this study, the prevalence of exotoxin A and 
antibiotic resistance by microdilution method and the 
synergistic effect between AgNPs and erythromycin on 
bacterial inhibition were investigated. According to the 
findings, the MIC for AgNPs with a diameter of 20-100 nm 
against P. aeruginosa in well 7 was reported 2 μg/mL. 

Also, erythromycin could not be used against P. 
aeruginosa and all strains obtained were resistant to 
this antibiotic. The suitable concentration of AgNPs 
to prevent the growth of P. aeruginosa was 2 μg/mL. 
In testing the antimicrobial effect of a mixture of 
antibiotics erythromycin and AgNPs against the 
growth of P. aeruginosa, this bacterium did not show 
growth in the well 7 at a concentration of 2 μg/mL. 

The prevalence of P. aeruginosa exotoxin A gene in 
this study was 96.15% of the total samples. This toxin is 
one of the pathogens of this bacterium. This study 
showed that the predominant population of P. 
aeruginosa produces the secretion of exotoxin A burn 
wound. One of the important factors in the 
pathogenicity of P. aeruginosa is the production of 
exotoxin A, which causes serious health problems, and 
therefore, by performing a test for the presence or 
absence of this factor, more effective diagnosis and 
treatment can be performed. 

Shinashal et al. conducted a study on the effect of 
silver and gentamicin on P. aeruginosa by disk 
diffusion method and found that the antimicrobial 
effect of AgNPs was better than that of gentamicin; 
250 mg of gentamicin and 10 mg of AgNPs were 
reported (7). In the present study, the antimicrobial 
effect of AgNPs was reported 2 μg, which is less than 
that reported by Shinashal et al. The size of the 
nanoparticles is probably the reason for their 
increased antimicrobial properties. 

Marck et al. (2014) studied the synergy of AgNPs 
and azithromycin against P. aeruginosa PAO1 biofilm. 
In this study, AgNPs in the sizes of 10 nm, 20 nm, 40 
nm, 60 nm, and 100 nm were used and each of these 
concentrations were mixed with 0.234 μg/mL, 0.625 
μg/mL and 1.25 μg/mL, 2.5 μg/mL, and 7.5 μg/mL of 
aztreonam antibiotic, respectively; then the MIC was 
evaluated. The best concentration of AgNPs was 

reported to be 0.13 μg/mL for 10 μm and 0.500 
μm/mL for 20 nm. AgNPs may also have a synergistic 
relationship with azithromycin against inhibition of P. 
aeruginosa (15). The results of this study were 
consistent with the present study. 

He T. et al., in an experiment on the antibacterial effect 
and analysis of graphene-based AgNPs proteome on the 
pathogen P. aeruginosa, concluded that P. aeruginosa did 
not grow at 5 μg/mL in the first 7-9 hours but had a slight 
growth after 48 hours, which was considered as the MIC 
of bacterial growth inhibitor. It has also been reported 
that growth stopped at 20 μg/mL and this concentration 
was considered as the minimum lethal concentration 
(16). This concentration is consistent with the present 
study and shows that the antimicrobial effect of AgNPs 
on P. aeruginosa is positive. 

Sondi et al. (2004) studied the effect of AgNPs as 
antimicrobial agents on Escherichia coli, as a gram-
negative bacterial model. They found that AgNPs 
with a diameter of 12 nm and a concentration of 10 
μg cm−3 were able to stop the growth of E. coli by 
70% and they significantly reduced the growth at a 
concentration of 20 μg cm-3 and completely stopped 
the growth at a concentration of 50-60 μg cm−3 (8). 

Kalishwaralal et al. (2010) showed that AgNPs inhibit 
biofilm formation by P. aeruginosa and S. epidermidis; 
AgNPs with a diameter of 50 nm were performed by 
well test method. The diameter of the inhibitory region 
of 100 nM AgNPs was reported 9.5±0.9 mm for P. 
aeruginosa and 12±1.2 mm for S. epidermidis; also, for 
blocking exopolysaccharide (Biofilm), 50 nM was 
reported for both bacteria (9). The results of the present 
study are also consistent with the results of the study by 
Kalishwaralal et al. Finally, it is recommended that this 
test be performed with other antibiotics. 

Conclusion 

Exotoxin A is one of the main pathogens of P. 
aeruginosa. The bacterium is sensitive to AgNPs that 
have effects on microbes. AgNPs can be used in a way 
that they are not harmful to host cells. P. aeruginosa is 
resistant to erythromycin and has no effect on it. Due 
to the fact that AgNPs and erythromycin were used 
together and there was no change in the inhibitory 
concentration, these two antimicrobials have no 
synergistic effect on this bacterium. 
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   سودوموناس آئروژینوزا علیهنانوذره نقره و اریترومایسین  سینرژیسم اثر 

 سوختگی  هایزخم جدا شده از ترشح   Aاگزوتوکسین و ردیابی ژن 

 

 *3طاهریرمضانعلی   ، 2رامندی فصیحیمهدی   ، 1دهقاندانیال  

 

 ایران ، تهران ، (عج)بقیه الله علوم پزشکی دانشگاه  ،تحقیقات دانشجویی. کمیته 1

   ران یا تهران،  ،(عج)الله ه یبق  یپزشک علوم  دانشگاه   ت ها،یمسموم و  یولوژیب  ستمیس پژوهشکده ،یملکول یولوژیب  قات یتحق مرکز. 2

 ایران، تهران ، (عج)بقیه الله علوم پزشکی مرکز تحقیقات نانو بیوتکنولوژی، دانشگاه. 3
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 1399/ 05/ 27  : ین نلا آ   انتشار 

   موضوع:
 یدر پزشک  یوتکنولوژینانو ب    

 

 

 

اهداف:   و  آئروژینوزاهای  عفونتزمینه  آنتی  سودوموناس  به  درمان    معمولاًبیوتیک  مقاوم  و    شوندمیسخت 

  و   است   در حال افزایشارگانیسم نسبت به عوامل ضد میکروبی    مقاومت این  .های محدودی برای درمان وجود داردبیوتیک آنتی

بیماریزا کوتاه،  فاکتورهای  مطالعه  این  در  لذا  است.  شده  نیز مشخص  آن  ار  سمینرژیاثر سی  و  نقره    ه یعل  نیسیتروماینانوذره 

 بررسی شد. یسوختگ یهاجدا شده از ترشح زخم  A نیاگزوتوکس دارای نوزایسودوموناس آئروژ

 هایتست   انجام   با و    گرفته شد   با سواپ   سوختگی  های زخم ترشح  محل  نمونه از    40  مقاله کوتاه،در این    مواد و روش کار: 

افتراقی  و  آئروژینوزا نمونه    26  استاندارد   تشخیصی  گردید   سودوموناس  روش    Aاگزوتوکسین  ژن    وجود   .جدا  الگوی   PCRبا  و 

ارزیابی شد. سپس   بائر  کربی  روش  با  بیوتیکی  آنتی  نقره مخلوط    ثر ا مقاومت  ذره  در    و   نانو  برای    10اریترومایسین  بررسی رقت 

 بیوتیکی استفاده شد.و مقایسه با نتایج الگوی مقاومت آنتی حداقل غلظت مهارکنندگی به صورت میکرودیلوشن  

  .بودند Aاگزوتوکسین ژن واجد نمونه  25 آئروژینوزا سودوموناس نمونه 26از  :گیری نتیجه و  هایافته

در آخر اینکه   برای حداقل غلظت مهاری، این باکتری نسبت به نانو ذرات نقره حساس و نسبت به اریترومایسین مقاوم بود.

 وجود نداشت.هیچ گونه همکاری بین این دو ماده برای مهار این باکتری  

 

 Aاگزوتوکسین  ، اریترومایسین، حداقل غلظت مهاری،  نوزایسودوموناس آئروژنانو ذرات نقره،   :هاواژه  دیلک

 

 دسترسی آزاد؛ کپی برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است. :  مجله میکروب شناسی پزشکی ایران   ©رایت  کپی 

 مسئول: نویسندۀ

   ،رمضانعلی طاهری

بیوتکنولوژی،   نانو  تحقیقات  مرکز 

پزشکی  دانشگاه  الله  علوم    ، (عج)بقیه 

  ایران ،  تهران

 taheri@bmsu.ac.ir ایمیل:

 

 مهمقد 

  ، تخمیر   فاقد قدرت یک باسیل گرم منفی    سودوموناس آئروژینوزا 

با قدرت تهاجمی است که به عوامل ضد میکروبی مقاوم    فرصت طلب 

مقاومت    است.  بزرگ    بیوتیکی آنتی افزایش  مشکل  یک  باکتری  این 

این ارگانیسم فلور طبیعی پوست و روده است که    برای سلامت است. 

گوارشی،    های عفونت باعث   عفونت  ادراری،  مجاری  عفونت  تنفسی، 

مثل  )   کراتیت، اوتیت و باکتریمی در بیماران با سیستم ایمنی ضعیف 

فیبروز  سیستیک  ایدز،  سوختگی،  عفونت   . شود می   ( سرطان،  ا  ه این 

باعث مرگ و میر     سودوموناس آئروژینوزا   . ( 1)  شوند بیماران می اغلب 

بیماریزا  مانند فاکتورهای  اگزوآنزیم  Aاگزوتوکسین    یی   ،S  فسفولیپاز  ،

C  پیوسیانین بیماریزای   . ( 3)   دارد ،  فاکتورهای  از  باکتری    ی یکی  این 

  2از اجزای اصلی سیستم ترشحی نوع  یکی  که    است   Aاگزوتوکسین  

و  بافتی   بوده  نکروز  اگزوتوکسین  است   باعث   .A ،    شبیه عملکردی 

-ADPرا به وسیله   این توکسین سنتز پروتئین   توکسین دیفتری دارد. 

 ی پزشکی ایران شناسکروب یممجله 

 1399مرداد و شهریور ـ   4 ـ شماره 14سال 
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سازی   طویل  فاکتور  شدت    کند می مهار    2ریبوزیلاسیون  در  و 

   . ( 4)  زایی نقش دارد بیماری 

آنتی  به  مقاومت  با بیوتیک امروزه  مکانیسم   ها  از  های  استفاده 

است    در   مختلف  یافته  گسترش  باکتری،  میکروب این  ضد  های  و 

ره نقره در زمینه ذنانو    گوناگونی برای درمان آن ساخته شده است. 

دار کاربرد  میکروبیولوژی  و  درمان    دنپزشکی  برای  امروزه  و 

بیماریباکتری استفاده میهای  نیز  نانو مواد    . (5،  1)  شوند زا  این 

روش  میبه  تولید  گوناگونی  شکلهای  و  اندازه  که  های  شوند 

   . (2)کند  متفاوتی را ایجاد می

نانو ذرات نقره که فعالیت ضد  مطالعات اخیر نشان داده است که  

در  . ( 6  ، 1)  د ن دار  ها ارگانیسم میکرو یشتر میکروبی وسیع الطیفی بر علیه ب 

آنتی  که  شد  داده  نشان  گذشته،  نانو  بیوتیک  مطالعات  و  تتراسایکلین 

رابطه   دارای  نقره  افزایی    سینرژیسم ذرات  هم  نوع  رشد  مهار    برای از 

لذا با توجه به مطالعات گذشته، در مطالعه کوتاه    . ( 7)  دارند   ها میکروب 

بیوتیک اریترومایسین  افزایی نانوذره نقره و آنتی حاضر به بررسی اثر هم 

نمونه  رشد  از  جلوگیری  بالینی  برای  آئروژینوزا های   سودوموناس 
 پرداخته شد. 

 روش پژوهش 

 نمونه گیری

مقطعی این مطالعه  از   نمونه   40تعداد  توصیفی کوتاه،    –در 

سوختگی  بیماران  زخم  ساده  ترشح  تصادفی  روش  شد   به  . جدا 

با  نمونه  و    هایتست ها  بررسی بیوشیمیایی  میکروبیولوژی  افتراقی 

ابتدا    شدند. داده   هانمونه در  بلو کشت  متیلن  ائوزین  محیط  روی 

رنگ   های تست از    سودوموناس آئروژینوزا شد سپس برای تشخیص  

اکسیداسیون و   ، آمیزی گرم، کاتالاز، اکسیداز، تست گلوکز، تخمیر 

TSI   (triple sugar iron )    .پس   سودوموناس آئروژینوزا استفاده شد

توسط محیط کشت تریپتیک سوی براث با گلیسرول   ، از شناسایی

 .(8)   شدبه آزمایشگاه میکروبیولوژی منتقل    15%

کنندگی  مهار  غلظت  حداقل  نانوذرات،    برای   تعیین 

 اریترومایسین و مخلوط هر دو

مولر هینتون   از محیط کشت   mL100در این پژوهش مقدار  

تناسب یک به ده ه  ب   سودوموناس آئروژینوزا همراه با    )مرک، آلمان(

فارلند   با کدورت نیم مک  باکتری  به از محلول   تهیه شد. مخلوط 

در   ریخته شد.  به جز ستون اول  ی میکروپلیتها تمام چاهک   درون 

از   اول  خانه  منفی   ستون سه  کنترل  گروه  که   اول  شد  از   ایجاد 

استریل   از محیط کشت  محیط کشت  مهاری و  غلظت  بالاترین  و 

استفاده شد.  باکتری  اول،در چاهک   بدون  بعدی ستون  فقط   های 

عنوان   به  مهاری  ماده  هیچ  بدون  باکتری  و  محیط کشت  محلول 

در ادامه سریال رقت از   ریخته شد.  µl  200ه مقدار  کنترل مثبت ب 

میکرودیلوشن   روش  با  دوم  یک  پایه  بر  نقره  شدنانوذرات  . تهیه 

های   پلیت  در  رقت  سریال  از    96بنابراین  -64000خانه 

125ng/mL  .غلظت اریترومایسین هم به صورت یک دوم   تهیه شد

پلیت   ng/mL  7/ 81-4000با سریال رقت   اضافه ها  تهیه شد و به 

پلیت شد  سپس  انکوبا .  درون  رشد  برای  دمای    تور ها  به   ºC37 با 

داده شد.  24مدت   قرار  معادل  ساعت  باکتری  نیم   تعداد  کدورت 

 .(6)   استفاده شد مک فارلند  

 Aبرای بررسی وجود ژن اگزوتوکسین    PCRآزمون    

نمونه  تست از  اساس  بر  که  عنوان هایی  به  استاندارد،  های 

بر روی محیط مولر   در نظر گرفته شده بود،  نوزا ی آئروژ   سودوموناس 

کشت   آگار  شد. هینتون  از    داده  گرماگذاری   24بعد   ،ساعت 

سیناکلون   DNAاستخراج   از  ژن  استخراج  کیت  )سیناکلون،   با 

برای (  ETAپرایمرهای  سپس از پرایمرهای زیر )   .انجام شد   ایران( 

 استفاده شد. مشخصات پرایمرها شامل، ،  PCRانجام 

 Forward 5'-GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC-3' 

Reverse 5'-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT-3' 

چنین از مسترمیکس    هم   گزارش گردید.    bp 396  با طول محصول 

بافر    2/ 5حاوی     میکرولیتر   2MgCl ،  5 /0میکرولیتر    PCR  ،1میکرولیتر 

dNTPs  ،5 /0    میکرولیتر آنزیمtaq    پلی مراز، به همراه یک میکرولیتر از هر

غلظت  پرایمر   حجم    DNAمیکرولیتر    3و  پیکومول(    1)با  با    25الگو 

و   ( آنلینگ )  افزایش دما   مرحله  ر داده شد. میکرولیتر آماده و در دستگاه قرا 

  PCRواکنش    Setupمرتبه تکرار شد. شرایط    34بسط و افزایش نهایی  

آمده    جدول یک در    سودوموناس آئروژینوزا در    ETAبرای شناسایی ژن  

، روی کروموزوم باکتری با روش  Aن ی س ک وجود ژن اگزوتو در ادامه،  است. 

PCR   100  و در کنار مارکر+ bp    و  د ی گرد  تروفورز ک ال   % 1برروی ژل آگاروز 

مشاهده شد. ، نتایج DNA safe stainبا استفاده از  ژل  ی ز ی رنگ آم  از  پس 
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 سودوموناس آئروژینوزا در  Aاگزوتوکسین پلیمراز از ژن  ایزنجیرهشرایط مراحل واکنش  .1جدول 

 Time Temperatures 
First denaturation 5 min 95°C 

Denaturation 1 min 95°C 

Annealing 1 min 65.4°C 

Extension 1 min 72°C 

Final Extension 1 min 72°C 
 

 

 سودوموناس آئروژینوزا مقدار غلظت مهاری برای نانو ذرات نقره و اریترومایسین برعلیه باکتری   کمترین  .2جدول 

 نانوذرات نقره 
 اریتروما 

 یسین ونانوذره نقره 
 اریترومایسین

 مقاوم  حساس + مقاوم  حساس 

ng/mL2000 ng/mL2000  مقاوم  + مقاوم 

 

          

 پلی مرازبر روی ژل آگاروز  ایزنجیرهو انجام واکنش  Aاگزوتوکسین استخراج ژن  .2شکل              نمای میکروسکوپ الکترونی از نانوذرات نقره  .1 شکل     

 

 و بحث هایافته 

از   سودوموناس آئروژینوزا سویه  26مطالعه کوتاه، تعداد در این  

شد.   40 شناسایی  مشکوک،  نمونه   نمونه  تمام  وجود   ها و    ژن   برای 

همچنین   Aاگزوتوکسین   شدند،  به    بیوتیکی آنتی مقاومت    ارزیابی 

بین نانوذره نقره و    افزایی اثر هم و    بررسی شده   روش میکرودیلوشن 

 گزارش شد.   اریترومایسین بر مهار باکتریایی 

پژوهش مقدار ح   ها یافته بر طبق   این  مهاری  در  غلظت  داقل 

قطر   با  نقره  ذرات  نانو  علیه   nm  100-20برای  سودوموناس  بر 
  نتیجه   گزارش شد.   ng/mL  2000با غلظت    6در چاهک    آئروژینوزا 

علیه   اریترومایسین  برای  مهاری  غلظت  سودوموناس  کمترین 

به  آئروژینوزا  نسبت  باکتری  این  و  بود  باکتریایی  مقاومت   ،

نشان  حساسیت  با    نداد.   اریترومایسین  نقره  ذره  نانو  که  تستی  در 

 2000غلظت    6این باکتری در چاهک  مخلوط گردید،  اریترومایسین  

  ng/mL   گزارش شد. رشد    بدون 

آئروژینوزا   Aاگزوتوکسین    ژن ،  مطالعه   این   در    در    سودوموناس 

به نظر می     نمونه(   25)   درصد   96/ 15 لذا    25  که رسد  مشاهده شد. 

از    . کردند می   تولید   را   توکسین   این   بالینی،   نمونه  توکسین  این 

این پژوهش نشان    . نتایج باکتری است   قوی در فاکتورهای بیماریزایی  

غالب   جمعیت  آئروژینوزا داد  تولید    Aاگزوتوکسین    سودوموناس  را 
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توکسین،  تولید    . ند د ر ک می  زمینه  این  بروز مشکلات جدی در  باعث 

مولکولی برای تشخیص وجود ژن    لذا با انجام تست   شود. می سلامت  

آن،   وجود  صورت  در  توکسین،  این  تولیدکننده  و  عامل  تشخیص 

برنامه درمانی موثرتری    د با رویکرد بهتری انجام شده و  توان می درمان  

 در نظر گرفته شود. را  

ه  زمینه  در  نیز  دیگری  آنتی م مطالعات  و  بیوتیک افزایی  ها 

درمان  برای  آئروژینوزا    نانوذرات  است. سودوموناس  شده  در   انجام 

و جنتامایسین روی   افزاییهم   درباره  Shinashal  تحقیقی که  نقره 

مشخص شد که   ، انجام داد  بائر کربی به روش   سودوموناس آئروژینوزا 

قدرت ضد میکروبی نانو ذرات نقره بسیار بیشتر از جنتامایسین بود 

جنتامایسین   دوز  نقره    گرم میلی   250که  نانوذره   گرممیلی   10و 

نانوذرات   .(6)  شدگزارش   اثر ضد میکروبی  نیز،  در مطالعه حاضر 

 بیوتیک گزارش شد. نقره بیشتر از اثر ضد میکروبی آنتی 

سال    Habashکه    دیگری   مقاله در   در  همکارانش    2014و 

علیه   بر  آزیترومایسین  و  نقره  نانوذزات  سینژیسم  بررسی  درباره 

آئروژینوزا بیوفیلم   که    PAO1  سودوموناس  شد  مشخص  دادند  ارائه 

و   است  شده  باکتری  این  مهار  باعث  تنهایی  به  نقره  ذرات  نانو 

نقره   نانوذرات  سینرژیسم    تواند می همچنین  رابطه  آزیترومایسین  با 

در این مطالعه    . ( 11) داشته باشد    سودوموناس آئروژینوزا برعلیه مهار  

به تنهایی می  اثرات ضد  توان نیز نشان داده شد که نانوذرات نقره  ند 

اهم  اثر  اما  داشته،  آنتی میکروبی  با  باشند.  افزایی  نداشته  بیوتیک 

با عنوان    2014و همکارانش در سال    He T  توسط   مطالعه دیگری 

و آنالیز پروتئوم نانو ذرات نقره بر پایه گرافین بر    باکتریال آنتی   تأثیر 

بیماریزای   باکتری  آئروژینوزا روی  ص  و مشخ   شد ارائه    سودوموناس 

علیه  ایه گرافن قدرت کشندگی بالایی  که نانو ذرات نقره بر پ   گردید 

 . ( 12)   داشتند این باکتری  

بر   2004و همکارانش که در سال    Sondiدیگری    در مقاله 

از  استفاده  با  میکروبی  ضد  عوامل  عنوان  به  نقره  نانوذرات  روی 

کلی  انتخاب   ایشریشیا  منفی  گرم  باکتری  مدل  یک  عنوان  به  که 

شد مشخص شد که نانو ذرات نقره در غشای باکتری تجمع کرده و 

آمدن   وجود  به  نفوذپذیری   شودمی   هایی حفره باعث  نتیجه  در  و 

افزایش  غ  و  خورده  بهم  سلولی  این خصوص   .( 13)  یابدمی شا  در 

مطالعات بیشتری نیاز است و مطالعه حاضر به بررسی این موضوع 

 نپرداخته است. 

و همکارانش در سال   Kalishwaralal  کهدیگری نیز    مقاله در 

بیوفیلم   ای مقاله در    2010 تشکیل  مانع  نقره  ذرات  نانو  عنوان  با 

 شود می   استافیلوکوکوس اپیدرمیس  و  آئروژینوزا سودوموناس  توسط  

در   نقره  ذرات  نانو  که  دادند  مهار   %95نشان  موجب  موارد 

 بعداً  تواندمی که    شودمی در تشکیل بیوفیلم    سودوموناس آئروژینوزا 

 .(14)در علم پزشکی کاربرد داشته باشد 

 گیری نتیجه

بیماریزایی   اصلی  عوامل  از  آئروژینوزا یکی    سودوموناس 

این باکتری تولید و دارای نقش    Aاگزوتوکسین   است که توسط 

این باکتری به نانو ذرات نقره    اصلی در بیماریزایی این باکتریست.

برای  الطیفی  وسیع  فعالیت  دارای  که  است  حساس 

آئروژینوزا  .هاستمیکروب اریترو  سودوموناس  به  مایسین  نسبت 

و بوده  آنتی  مقاوم  ندارداین  آن  درمان  برای  تاثیری  با    .بیوتیک 

هم با  توام  اریترومایسین  و  نقره  ذره  نانو  اینکه  به   نیز  توجه 

وجود   کنندگی  مهار  غلظت  کاهش  در  تغییری  و  شد  استفاده 

نداشت این دو ماده ضد میکروبی هیچ گونه اثر سینرژیسم با هم  

 ندارند. 

 سپاسگزاری 

  واحد“  یها و مشاوره ها  یی ها، راهنما  یتشکر از همکار  با

  . ”)عج(الله  هیبق مارستانیب ینیبال قاتیتوسعه تحق

 تعارض در منافع 

است   مستقل  پژوهشی  مقاله  مالی  کاین  حمایت  بدون  ه 

در  انجام سازمانی   است.   نویسندگان حاضر، مطالعة انجام شده 

. اندنداشته منافعی دتضا گونههیچ
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