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Abstract 

Introduction: "Klebsiella pneumonia" is an opportunistic human pathogen known 
for its ability to form biofilms, which contribute to multidrug resistance. This study 
investigates the green synthesis of silver nanoparticles and their effects on the 
expression of biofilm-related genes in "Klebsiella pneumonia" strains.
Material and method: In this cross-sectional descriptive study, 60 urine samples 
were collected and subjected to biochemical verification tests. Ethanolic extract of 
garlic ("Allium sativum") was prepared for the green synthesis of silver nanoparticles. 
Characterization of the synthesized nanoparticles was performed, and "Klebsiella 
pneumonia" biofilm formation was assessed by measuring color intensity associated 
with biofilm presence. The resistance pattern of the bacteria was determined using 
the disk diffusion method, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of silver 
nanoparticles against biofilm-forming strains was evaluated using the microdilution 
method. Multiplex PCR was conducted to identify the genes "mrkD", "sugE", and 
"luxS", and the expression levels of these genes were analyzed using Real-Time PCR.
Result: Among the 60 samples, 36 were confirmed as "Klebsiella pneumonia", 
and all strains tested positive for biofilm formation. Most isolates were classified as 
multidrug resistant (MDR). The synthesized silver nanoparticles exhibited a spherical 
shape, black color, and an average size of 60 nm. They demonstrated antibacterial 
activity against all isolates, with MIC values ranging from 6.25 to 100 μg/ml. The 
highest frequency of the "luxS" gene was found in 30 isolates (83.33%), while "sugE" 
and "mrkD" were present in 23 isolates each (63.88%). Notably, the expression of 
"mrkD", "sugE", and "luxS" genes significantly decreased in cells treated with silver 
nanoparticles compared to the control group.

Conclusion: The study concludes that silver nanoparticles effectively inhibit biofilm 
formation and antibiotic resistance in "Klebsiella pneumonia" isolates, suggesting their 
potential utility in managing multidrug-resistant infections in hospitalized patients.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, Biofilm, Silver Nanoparticle, Antimicrobial 
Resistance, Gene Expression
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بررسی اثرات نانوذرات نقره سنتز شده به روش سبز بر روی بیان ژن‌ های بیوفیلمی
 در سویه  های کلبسیلا پنومونیه

مقدمه: کلبسیلا پنومونیه یک پاتوژن فرصت طلب انسانی است. تشکیل بیوفیلم، یکی از خواص مهم این باکتری 
اســت که به ایجاد فنوتیپ هایی با مقاومت دارویی چندگانه منجر می شود. فناوری نانوذرات یکی از زمینه های 
مهم در طیف گسترده ای از مطالعات بوده است. در این مطالعه، سنتز سبز نانوذرات نقره و بررسی اثرات آن بر 

روی بیان ژن های بیوفیلمی در سویه های کلبسیسلا پنومونیه مورد بررسی قرار گرفت.
مواد و روش کار: در این مطالعه توصیفی - مقطعی تعداد 60 نمونه از موارد ادراری جمع آوری و با اســتفاده 
از تســتهای تأییدی بیوشیمیایی بررسی شدند. پس از تهیه گیاه سیر از بانک گیاهی مرکز ذخایر زیستی، عصاره 
اتانولی سیر تهیه شد و سنتز نانوذره نقره به روش سنتز سبز انجام شد. مشخصه یابی نانوذره نقره سنتز شده انجام 
گردید. توانایی تشکیل بیوفیلم کلبسیلا پنومونیه به کمک سنجش میزان رنگ متصل شده به بیوفیلم بررسی شد. 
الگوی مقاومتی کلبسیلا پنومونیه به روش دیســک دیفیوژن تعیین شد. حداقل غلظت ممانعت کنندگی نانوذره 
 PCR نقره به روش میکرودایلوشــن بر روی ســویه های مولد بیوفیلم کلبسیلا پنومونیه ارزیابی شد. مالتيپلکس
جهت شناســايي ژنهايmrkD، sugE و luxS انجام شــد. در نتیجه، بیان ژنهای mrkD، sugE و luxS کلبسیلا پنومونیه 

تیمار شده با نانوذره نقره به روش Real Time PCR بررسی شدند. 
یافته ها: در این مطالعه از 60 نمونه جمع آوری شده 36 نمونه باکتری کلبسیلا پنومونیه تأیید شد. تمامی سویه ها 
از نظر تست فنوتیپی بیوفیلم مثبت بودند. اکثر سویه ها مقاوم به چند دارو )MDR( بودند. نانوذره نقره سنتز شده 
دارای ســاختار کروی و سیاهرنگ و دارای میانگین سایز۶۰نانومتر بود. نانوذره نقره بر روی تمامی جدایه های 
مــورد مطالعه خاصیت ضدباکتریایی داشــت ولی کمتریــن غلظت MIC برابر با 6/25 و بیشــترین میزان ۱۰۰ 

میکروگرم بر میلی لیتر گزارش شد. 
نتیجه گیری: نتایج نشان داد که بیشترین فراوانی مربوط به ژن luxS  در 30 جدایه )83/33 درصد( است، همچنین 
فراوانی ژنهای sugE و mrkD هر کدام 23 جدایه )88/63 درصد( بود، و تعداد 23 جدایه )68/88 درصد( به طور 
همزمان دارای هر ســه ژن است. بیان ژنهای mrkD، sugE و luxS در ســلولهای تیمار شده با نانوذره نقره نسبت 
به گروه کنترل کاهش قابل توجهی داشــت. تشکیل بیوفیلم و مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه های کلبسیلا پنومونیه 
به طور مؤثر در واکنش به نانوذرات اکسید نقره مهار شــدند. نتایج تحقیق در کنترل عفونت های مقاوم در برابر 

چند دارو )MDR( در بیماران بستری می تواند مفید باشد.

کلمات کلیدی: کلبسیلا پنومونیه، بیوفیلم، مقاومت آنتی بیوتیکی، نانوذره نقره، بیان ژن
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3وفیلمییب یژن ها نایب یو ررب زسب شور هه بدش زتسن هرقوذرات ننان تارثا یسررب

نشریه علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی البرز، زمستان 1403؛ دوره14، شماره1؛ 1-16

مقدمه
کلبسیلا پنومونیه باکتری گرم منفی، متعلق به خانواده انتروباکتریاسه 
است که به عنوان پاتوژن فرصت طلب انسانی باعث عفونت های شدید؛ 
به‌ویژه  سپتی سمی  و  پنومونی  مننژیت،  ادراری،  دستگاه  عفونت  مانند 
بیماری‌زایی مرتبط  بیماران بستری می شود )1(. به طور طبیعی نرخ  در 
اما توانایی تشکیل بیوفیلم و تجمع باکتری ها،  با این باکتری کم است، 
به بروز مقاومت آن به چندین آنتی‌بیوتیک منجر می شود که یک عامل 
 Type 3 کدکننده mrkA مهم بیماری‌زا برای باکتری تلقی می شود )2(. ژن
Fimbria Shaft یک پروتئین ساختاری فیمبریه را کد می کند و در شروع 

اتصال باکتری به کاتتر برای تشکیل بیوفیلم مهم است )3(. حضور این ژن ها 
در کلبسیلا پنومونیه منجر به تولید عفونت‌های شدیدتری در بیماران میشود

ژن های treC و sugE با تنظیم پلی ساکارید کپسول که در شکل‌گیری 
  mrkDژن  .)4( می گذارند  اثر  بیوفیلم  تشکیل  بر  ضروری‌اند،  بیوفیلم 
پروتئین ساختاری فیمبریه را کد می کند و در شروع اتصال باکتری به کاتتر 
برای تشکیل بیوفیلم مهم است. ژن های treC وsugE  با تنظیم پلی ساکارید 
اثر  بیوفیلم  تشکیل  بر  ضروری‌اند،  بیوفیلم  شکل‌گیری  در  که  کپسول 
سیگنالینگ  مولکول های  از  استفاده  با  باکتریایی  سلول های  می گذارند. 
)پیام‌رسان(شیمیایی که به عنوان کروم سنسینگ شناخته می شوند، با یکدیگر 
ارتباط برقرار می کنند و در فنوتیپ های باکتریایی مانند تشکیل بیوفیلم 
اهمیت دارند. ژنLuxS  یــکی از ژن های مهم در فرآیند کروم سنسینگ و 

تشکیل بیوفیلم است)6و5(. 
یــکی از محصولات فناوری نانو، نانوذرات نقره است توانایی ارائه 
نقره از طریق ساختار نانوکریستال به طرز شگرفی ارزش بیولوژیکی و 
ضدمیکروبی آن را بالا میبرد، زیرا نانوذرات نقره سطح تماس بیشتری در 
مقایسه با ذرات نقره به صورت توده دارد )7(. در روش سنتز سبز یون های 
مرحلهای  تک  واکنش  یک  معمولاًً  گیاهی  ترکیبات  از  استفاده  با  فلزی 
بوده که بدون نیاز به سورفکتانت و سایر عوامل پایدارکننده به نانوذره 
تبدیل می شوند. مواد و ترکیبات فعال زیستی در عصاره گیاهان از جمله 
فلاونوئیدها و سایر متابولیت های مؤثر فعال محلول در آب می توانند برای 

احیا یونهای فلزی به نانوذرات در دمای اتاق مورد استفاده قرار گیرند)8(.
برخي از باکتری ها در برابر نقره مقاوم هستند و ميتوانند نقره را در 
ديواره سلولي خود تا حدود 25 درصد به عنوان زیست توده از وزن خشک 
خود جمع کنند و اين نشان‌دهنده استفاده فراوان آنها در بازيافت صنعتي 

نقره از مواد سنگي است. مهم ترین مزيت استفاده از عصاره های گياهي 
براي سنتز نانوذرات نقره اين است که در اکثر موارد بهراحتي در دسترس، 
ايمن و غيرسمي هستند و متابولیت های متنوعي دارند که ميتوانند به کاهش 
یــون های نقره کمک کنند و نسبت به میکروب ها، فرایند سنتز را سریع تر 
پيش ميبرند )9(. نانوذرات نقره خارج سلولي در مدت 10 دقيقه سنتز شدند 
اشرشياکلاي،  آئروژينوزا،  برابر سودوموناس  در  فعاليت ضدباکتريايي  و 
کلبسيلا پنومونيه و انتروکوکوس فکاليس دیده شدند. نانوذرات فلزی مانند 
نقره می تواند برای هر دو باکتری گرم مثبت و گرم منفی خواص ضدباکتری 
داشته باشد )10(. از معایب روش های شیمیایی که نقش عوامل احیایی و 
تثبیت کننده را ایفا می کنند، این است که در طبیعت به صورت تجزیه نشده 
باقی می مانند و در نهایت موجب آلودگی شیمیایی محیط‌زیست میشوند. 
اخیراًً سنتز زیستی نانوذرات نقره توسط عوامل طبیعی و زیستی؛ مانند 
گیاهان موردتوجه محققان قرار گرفته است )10( در این مطالعه از گیاه سیر 

جهت سنتز سبز نانوذرات نقره استفاده شد.
 امروزه علاوه بر روش های شیمیایی، روش های زیستی برای تولید 
نانوذرات فلزی به عنوان روش های سبز غیرسمی توسعه یافته‌اند )11(. یکی 
از راهکارهای مقابله با تولید بیوفیلم و مقاومت آنتی‌بیوتیکی، استفاده از 
علم نانوتکنولوژی میباشد. یکی از نانوذرات مورد استفاده جهت از بین 
بردن بیوفیلم باکتریایی، نانوذرات نقره میباشد)11(. تاکنون مطالعات کمی 
‌در زمینه بررسی اثرات ضدبیوفیلمی  نانوذرات نقره به انجام رسیده است. 

دانشمندان با استفاده از تقطیر بخار آب بر روی سیر موفق به دستیابی 
ترکیب دی آلیل دی سولفید همراه با مقادیر کمی دی آلیل تری سولفید 
ترکیب  هر  داد  نشان  تحقیقات  سپس  شدند.  سولفید  تترا  آلیل  دی  و 
به‌دست آمده دارای خواص ضدباکتریایی و ضدقارچی است )12(. بهجز 
ترکیبات گوگردی که عوامل اصلی خواص سیر هستند، ترکیبات دیگری از 
قبیل استرولها، فسفاتیدیل کولینها، فسفاتیدیل اتانول آمینها، لینولنات اسید، 
چربیهای اصلی موجود در سیر هستند. از فلزات موجود در سیر میتوان  به 
مس، آلومینیوم، کروم، نقره، نیکل، منگنز و قلع، همچنین از آنزیمهای کاتالاز 
در سیر وجود دارد که با خواص اکسیدکنندگی از عوامل مؤثر بر روی 

بسیاری از میکروبها میباشد)13 ,12(.
نانوذرات با اجزاي اصلی سلول های باکتریایی مانند DNA، لیزوزوم ها، 
ریــبوزوم ها و آنزیم ها ارتباط برقرار میکنند نمی توانند منجر به استرس 
سلولی،  غشاي  نفوذپذیري  در  تغییر  هتروژنوس،  تغییرات  اکسیداتیو، 
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و  پروتئین  غیرفعال سازی  آنزیم ها،  مهار  الکترولیت ها،  تعادل  اختلالات 
تغییر در ژنوم شوند )14(. تشکیل بیوفیلم را می توان با پوشاندن سطوح با 
نانوذرات مهار کرد این مهار بیوفیلم میتواند ناشی از مهار چسبندگی باکتری 
به سطح یا خاصیت ضدباکتریایی نانوذره یا هر دوی آنها باشد. اثر نانوذرات 
نقره را روی بیوفیلم باکتریایی تعدادی از باکتری های پاتوژن بررسی کردند 
)15(. نتایج نشان داد که نانوذرات نقره باعث مهار بیوفیلم باکتری های 
اورئوس و  استافیلوکوکوس  فلکسنری،  آئروژینوزا، شیگلا  سودوموناس 

استرپتوکوکوس پنومونیه می شود )15(. 
اثرات درمانی عصاره گیاه سیر و کاربردهای وسیع نانوذرات نقره در 
تولیدات داروئی سبب انجام پژوهش حاضر است. هدف از این مطالعه 
 sug، lux سنتز سبز نانوذرات نقره و بررسی اثرات ضد بیوفیلمی ژن های
و mrkA بر روی ایزولههای بالینی کلبسیلا پنومونیه است. تولید بیوفیلم 
و توانایی اتصال به بافت های میزبان در کلبسیلا پنومونیه توسط ژن های 
مختلفی مانند mrkA، sug و lux کنترل میشوند را مورد ارزیابی قرار گرفت

مواد و روش کار
نمونه‌گیری و ایزولاسیون میکروبی: در این مطالعه توصیفی - مقطعی 
تعداد 60 نمونه از نمونه های مختلف بیولوژیکی در آزمایشگاه شامل ادرار، 
مدفوع، خلط و زخم از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان آموزشی و 
درمانی میلاد تهران جمع آوری شد. پس از انتقال نمونه ها به آزمایشگاه 
استاندارد  تست های  از  استفاده  با  فوق  بالینی  نمونه های  از  تحقیقی، 
میکروب شناسی و روش هایی مانند رنگ آمیزی و کشت و نیز تست های 
بیوشیمیایی درمحیط های کشت TSI، SIM، MR-VP، سیمون سیترات، 
اورهآز )شرکت مرک آلمان( باکتری های کلبسیلا پنومونیه جداسازی و تایید 

تشخیص گردید.
نگهداری سویه های ایزوله شده کلبسیلا پنومونیه: سویه های کلبسیلا 
پنومونیه ایزوله شده در محیط ترپتیک سوي براث )شرکت مرک آلمان( 
و گلیسرول در 70- درجه سانتیگراد براي انجام تست های بعدي مطالعه 

نگهداری و ذخیره شدند. 
تهیه گیاه سیر: گیاه سیر از بانک گیاهی مرکز ذخایر زیستی با شماره 

هرباریومی 1395 تهیه و خریداری شد.
آماده سازی عصاره اتانولی سیر: اندام هوایی گیاه ابتدا در جریان هوا 
قرار داده و سپس در سایه کاملاًً خشک شدند و توسط دستگاه آسیاب 
برقی )IKA M20 Universal, China( کاملاًً پودر شده و درون ظرف های 

اتانولی  شیشه‌ای نگهداری شدند. از پودر تهیه شده برای عصارهگیری 
با استفاده از روش ماسراسیون استفاده شد. عصاره به‌دست آمده توسط 
کاغذ صافی )واتمن 42، آلمان( فیلتر شد و عصاره اتانولی حاصل برای 

آزمایش های بعدی در دمای 4 درجه سانتیگراد نگهداری شد )16(. 
سنتز نانوذره نقره به روش سنتز سبز: سنتز نانوذرات نقره، با استفاده از 
روش رسوب گذاری با احیای یون های نقره توسط عصاره اتانولی گیاه سیر 
انجام شد. به این صورت که نانوذرات نقره با افزودن 2 میلی‌لیتر عصاره با 
غلظتmM 0/001 از نیترات نقره )مرک، آلمان( تحت شرایط دمایی 60 

درجه سانتی گراد و همزدن سنتز شدند. 
احیای کامل یون های نقره به نانوذرات نقره با تغییر رنگ محیط مشخص 
میشود جهت مشاهده تغییرات رنگ بروی میزان جذب محلول با استفاده 
از دستگاه اسپکتوفتومتر )Uv-Vis( )مدل shimadzu UV2550 ساخت 
از  قرار گرفت. پس  بررسی  نانومتر مورد  ژاپن( در محدوده 700-300 
گذشت مدت یک ساعت از زمان واکنش و تغییر رنگ محلول، سه مرتبه 
  rpm شستوشوی رسوب با آب مقطر انجام گرفت. مراحل شستشو با دور
13000 به مدت 20 دقیقه سانتریفیوژ )Hettich, Germany( انجام شد. 
در نهایت رسوب نهایی بعد از خشک شدن در شیشه استریل جمع آوری 

شد)16(.
مشخصه یابی نانوذره نقره سنتز شده: به منظور بررسی ریخت شناسی 
و تأیید اندازه نانوذرات نقره، یک قطره از نمونه سوسپانسیونی ذرات نقره 
بر روي گرید فیلم کربنی قرار داده شد و پس از خشک شدن آن در دماي 
  )TEM( الکترونی گذاره با استفاده از دستگاه میکروسکوپ  آزمایشگاه 
به منظور بررسی مورفولوژي نانوذرات نقره استفاده شد. شرایط بهینه برای 
سنتز نانوذرات نقره در غلظت نیترات نقره 1 میلیمولار، غلظت عصاره 20 

گرم/لیتر،pH  برابر با 9 و دمای  45 درجه سانتیگراد است. 
مشخصات نانوذرات نقره سنتز شده توسط تکنیک های اسپکتروسکوپی 
فرابنفش/مرئی، مادون قرمز، پراش اشعه ایکس، پراکندگی دینامیکی نور 
عبوری  الکترونی  میکروسکوپ  و   )Dynamic Light Scattering(

)TEM( بررسی شدند. 
آزمون آنالیز پراش پرتو ایکسXRD 1 برای نانوذرات نقره به منظور 
تعیین ساختار کریستالوگرافی نانوذرات با استفاده از دستگاه پراش پرتو 
در   ،)А54056/1=λ˚( Cu-Kα تابش  تحت   ،PW 1730 مدل  ایــکس 

1  X-ray powderdiffraction
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اسکن  محدوده  گرفت.  انجام  میلیآمپر  جریان30  و  کیلوولت   40 ولتاژ 
2θ از10-80 درجه قرار داده شد. تحلیل و بررسی نتایج حاصل از این 

آزمون توسط نرم افزار XPERT high score plus نسخه 3.0.5 انجام 
شد. بررسی ساختار نانوذرات نقره با اسپکتروسکوپی مادون قرمز انتقالی 
فوریرFTIR(1(، بررسی اندازه، توزیع اندازه نانوذرات نقره، بار سطحی با 
روش پراکندگی نوری دینامیک )DLS( نیز انجام شد و همچنین آنالیز 
طیف سنجی مرئی- فرابنفش )UV-VIS(  بین 200 تا 700 نانومتر مورد 

ارزیابی قرار گرفت)17(.
تست سنجش فنوتیپی تولید بیوفیلم: جهت تعیین سویه هاي کلبسیلا 
پنومونیه مولد بیوفیلم، سویه ها بر روي محیط کشت کنگورد آگار)مرک 
به مدت 24 ساعت در دماي 37 درجه  و  داده شدند  آلمان( کشت   –
سانتیگراد انکوبه شدند و سپس به مدت 24 ساعت در دماي اتاق قرار 
گرفتند. کلنیهاي سیاه‌رنگ به عنوان سویه هاي مولد بیوفیلم و کلنی های قرمز 

روشن به عنوان سویه هاي فاقد قدرت بیوفیلم شناسایی شدند )18(.
تست تشخیص بیوفیلم به روش میکروپلیت 96 خانه ای : جدایه های 
کلبسیلا پنومونیه به مدت ۲۴ ساعت در دمای ۳۷ درجه سانتیگراد در محیط 
کشت تریپتیک سوی براث )TSB( )کیولب، کانادا( رشد کردند. سپس۲۰ 
میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری از محیط بالا به چاهک های میکروپلیت 
۹۶ خانه پلیاستیرنی اضافه شد؛ که قبلاًً ۱۸۰ میکرولیتر TSB افزوده و به 
مدت ۲۴ ساعت در دمای ۳۷ درجه سانتیگراد انکوبه شدند. کریستال ویوله 
1/0 درصد )CV( به مدت ۵ دقیقه برای رنگآمیزی پلیتها استفاده شد. 
سپس چاهکها شسته و خشک شدند و به‌منظور سنجش میزان رنگ متصل 
شده که نمایانکننده میزان بیوفیلم بود، ۲۰۰ میلیلیتر اسید استیک گلاسیال 
۳۳ درصد به هر چاهک اضافه شد. جذب نوری )OD( در محدوده ۶۳۰ 

نانومتر با دستگاه الایزا )BioTek, USA( با ۳ تکرار اندازه‌گیری شد.
 ODc به عنوان سه انحراف معیار بیشتر از میانگین OD کنترل منفی 
تعیین شد. چهار گروه برای طبقه بندی نتایج در نظر گرفته شدند که از جمله 
 ≥ باکتری های متصل نشده )ODc OD≤( باکتری های با اتصال ضعیف )2
 )1 ≤4×ODc ODc <OD×2( باکتری های با اتصال متوسط ،)ODc <OD <OD

و در نهایت باکتری های با اتصال قوی )ODc <OD×4( است )18(. 
تعیین الگوی مقاومتی کلبسیلا پنومونیه باتوجه به معیارهای استاندارد 
سویه ها  رشد،  عدم  هاله  قطر  اساس  بر  و  شد،  گزارش   CLSI 2019

1  Fourier Transform Infrared Spectroscopy

این  در  شدند.  تقسیم بندی  حساس  نیمه  و  حساس  مقاوم،  گروه   3 به 
 ،)30 mg( سفتازیدیم )پژوهش از شش آنتی‌بیوتیک )پادتن طب، ایران
 ،)30 mg( سفتریآکسون ،)10 mg( ایــمیپنم ،)5 mg( سیپروفلوکساسین
سفوکسیتین )mg 30(، سفوتاکسیم )mg 30( و نالیدیکسیک اسید )30 
mg( به روش دیسک دیفیوژن بر روی محیط کشت مولر هینتون آگار 

استفاده شد که تأثیر ضدمیکروبی آنتی بیونیک های فوق به روش دیسک 
دیفیوژن آگار ارزیابی شد )18(. 

 mrkD، sugE جهت شناسايي ژن های PCR انجام مالتي پلکس
luxS و

زنجیرهای  واکنش  تغییریافته  روش هاي  از  يكي   PCR مالتيپلکس 
پلیمراز PCR است كه در آن چند جايگاه ژني مورد بررسي قرار ميگيرد 
و با استفاده از پرايمرهاي مختلف ميتوان چندين جايگاه را مورد بررسي 
قرار داد و از چندين جفت پرايمر اختصاصي جهت تكثير استفاده ميشود. 
پس از تأیید باکتری کلبسیلا پنومونیه، نهایتاًً تعداد 36 ایزوله مولد بیوفیلم 
جهت استخراج DNA و انجام PCR جداسازی شد. در این آزمایش از 

سویه کلبسیلا پنومونیه ATCC700603 به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.
پرایمرهای  از  استفاده  با   luxS و   mrkD، sugE ژن های  تکثیر 
اختصاصی )جدول 1( و به روش واکنش زنجیرهای پلیمراز انجام شد. 
tools/primer- به آدرس primer-blast اختصاصی بودن پرایمرها توسط
پرایمرها  ثانویه  ساختار  که  ارزیــابی   blasthttp://www.ncbi.nih.gov

توسط نرم افزار oligo analyzer تأیید شد .
PCR آماده کردن محلول نهايي جهت انجام مالتي پلکس

مخلوط نهايي واکنش در 50 ميکروليتر محصول نهايي به شرح زير 
پرايمر  از هر  ميکروليتر و  با حجم 3  استخراج شده   DNA از است:  
 500UTaq DNA رقيق شده با حجم 1 ميکروليتر استفاده شد. از آنزيم
 10xPCR با حجم 0/8 ميکروليتر و برای رقیق کردن از بافر polymerase

به حجم 2/5 ميکروليتر کاربرد دارد. از MgCl2 50 میلی مولار به حجم 0/8 
ميکروليتر و محلول dNTP 10mM به‌اندازه 1/5ميکروليتر که نهایتاًً از آب 

مقطر استريل تزريقي برای رقیق شدن 6/4 ميکروليتر بکار رفت.
 برنامه‌ریزی دستگاه ترموسايکلر براي مالتيپلکس PCR برای ژن های 
 DNA ،مطابق برنامه زیر تنظیم گردید. در پایان luxS و mrkD، sugE

حاصل از تکثیر توسط واکنش PCR، به منظور آنالیز کیفی بر روي ژل 
دستگاه  در  موردنظر  قطعه های  تکثیر  شد.  الکتروفورز  درصد   2 آگارز 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
au

m
s.

14
.1

.1
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
um

s.
ab

zu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
29

 ]
 

                             5 / 16

http://dx.doi.org/10.61186/aums.14.1.1
https://aums.abzums.ac.ir/article-1-1782-en.html


نسترن پرکان و همکاران

Alborz Univ Med J (AUMJ) Winter 2025; 14 (1): 1- 16

https://aums.abzums.ac.ir

6

Corbet با برنامه دناتوراسیون اولیه 94 درجه سانتی گراد برای 45 ثانیه، 

تکثیر شامل 94 درجه سانتی گراد برای 30 ثانیه، 60 درجه سانتی گراد برای 

مطالعه بیان ژن های mrkD، sugE و luxS کلبسیلا پنومونیه تیمار شده 
Real Time PCR با نانوذره نقره به روش

 luxS و  mrkD، sugE بیان ژن های میزان  و  مقایسه کمی  به منظور 
بررسی بیان ژن موردنظر به روش PCR -Real Time انجام شد. در این 
 PCR -Real Time 16 به عنوان ژن کنترل داخلی درsrRNA مطالعه از ژن
تایم، پس از طراحی پرایمر، جهت بررسی  استفاده شد. در روش ریل 
مولکولی در سطح بیان ژن، ابتدا RNA کل از سلول ها )باکتری کلبسیلا 
پنومونیه( با استفاده از روش RNX-PLUS و طبق پروتکل شرکت سازنده 
به  معکوس  کپی برداری  آنزیم  از  استفاده  با  و  شد  استخراج   AnaCell

cDNA تبدیل شد. سپس cDNA به روش Real time PCR تکثیر شد 

و بیان ژن موردنظر بررسی گردید )12(. جهت ارزیابی تأثیر نانوذره نقره 
 luxS و mrkD، sugE سنتز شده به روش زیستی  بر میزان بیان ژن های
آنالیز Real time-PCR انجام شد. در این مطالعه از ژن 16srRNA به عنوان 
ژن کنترل داخلی در PCR -Real Time استفاده شد. 35 سیکل واکنش 
در PCR انجام شد. پس از تأیید اختصاصی‌ات باندهای مشاهده شده در 
 Real time-PCR به منظور کمیسازی بیان ژن های موردمطالعه، از ،PCR

استفاده و نتایج زیر حاصل شد.
استخراج RNA: سلول‌های تیمار شده در غلظت SubMIC از نانوذره 
نقره به مدت 24 تا 48 ساعت، کشت داده و سانتریفوژ شدند، سپس ۵۰۰ 
میکرولیتر محلول RNX-PLUS به نمونه باکتری اضافه و ۵ ثانیه ورتکس 

شد. نمونه های استخراج شده در فریزر 80- درجه برای انجام آزمایشات 
نگهداری شدند. 

غلظت RNA  با دستگاه Nano drop با روش تعیین دانسیته نوری 
اندازه‌گیری شد. غلظت کمی RNAهای استخراج شده در نمونه ها نشان 
داد نسبت جذب نوری 260/280 در تمامی نمونه های تیمار شده و شاهد 
بالای 1/95 با حداقل غلظت ۵۰۰ نانوگرم/میکرولیتر بوده و برای ادامه 

مراحل سنتز cDNA و Real time PCR مناسب هستند. 
 bioFact در این پژوهش از کیت cDNA جهت سنتز :cDNA سنتز
bioFact, korea)( استفاده شد. واکنش Real-Time PCR به روش سایبر 

گرین با استفاده از دستگاه Corbett انجام گرفت.
اطمینان  و  تکثیر شده  قطعه  تأيید صحت  منظور  به  منحنی ذوب: 
از حضور یا عدم حضور پرایمر دایمر یا باند غیراختصاصی از منحنی 
 ABI 7300 (Applied ذوب استفاده شد. با توجه به خاصیت دستگاه
Biosystems( رسم منحنی ذوب به وسیله اندازه گیری تغییرات میزان 

فلورسانس در زمانهای مختلف در طیف حرارتی 60-95 درجه سانتیگراد 
صورت گرفت. 

 Real در )Ct (∆∆Ct و نحوه محاسبه دلتا دلتا Fold change مفهوم
را در چند  بیان یک ژن  میزان  تایم هنگامی که  : در واکنش ریل   time

گروه مقایسه می کنند بهترین راه بیان میزان تغییرات آن ژن در یک نمونه 
نسبت به نمونه دیگر  fold change است. مفهوم fold change همان 

مدت 60 ثانیه و 72 درجه سانتی گراد برای 40 ثانیه و 72 درجه سانتی گراد 
برای 480 ثانیه در 35 چرخه انجام شد )12(. 

 luxS و mrkD، sugE جدول 1- پرايمرهاي استفاده شده)5( جهت تشخيص ژن های

bp ژنتوالی  )5´ → 3´(اندازه نوکلئوتید

229
F : ACACCACCAACTATTCCCTCG

R : ATGGAACCCACATCGACATTC
mrkD

198
F : TGGTTCCCAGCGTTATCACCA

R : TCACGATACAGACAAGGCTGG
sugE

90
F : ACTTACACCATGCACTCGCTG

R : CAGTTCGTCGTTGCTGTTGATG
luxS
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نمونه های کنترل  بیان ژن موردنظر در  به عبارت‌دیگر  "چندبرابر" است، 

نسبت به تیمار های مختلف چندبرابر افزایش و یا کاهش یافته است.
روش تحلیل آماری: تحلیل داده ها توسط نرم‌افزار SPSS22 مورد تجزیه 
آماری قرار گرفت. آزمون واریانس یک طرفه One-way ANOVA جهت 
مقایسه تفاوت معنی‌دار مقادیر به‌دست آمده از بیان ژن موردنظر در سطح 
آماری 5 درصد و آزمون چند دامنه‌ای دانکن )DMRT( استفاده شد. نتايج 
p معني دار در نظر گرفته شد. به صورت  Mean ± SDگزارش و 0/05 <

نتایج
در ایــن مطالعه توصیفی - مقطعی از تعداد 60 نمونهای که از نمونه 
بیماران  از  زخم  و  خلط  مدفوع،  ادرار،  شامل  بیولوژیک  مختلف  های 
مراجعه کننده به بیمارستان میلاد شهر تهران جمع آوری شده بود، با استفاده 

آزمونهای بیوشیمیایی 36 نمونه به عنوان کلبسیلا پنومونیه تأیید شدند.
نتایج تست فنوتیپی بیوفیلم: در این مطالعه، از محیط کشت کنگورد 
آگار براي بررسی فنوتیپی بیوفیلم استفاده شد. باکتری های بیوفیلم مثبت 
کلنیهاي مشکی رنگ تولید میکنند درصورتی که باکتری های فاقد بیوفیلم 
به همان حالت اولیه یعنی قرمزرنگ باقی میمانند. از میان 36 سویه بالینی 
کلبسیلا پنومونیه، تمامی سویه ها از نظر تست فنوتیپی بیوفیلم مثبت بودند.

 ،CLSI 2019 نتایج تست حساسیت آنتی‌بیوتیکی: طبق دستورالعمل
پنومونیه  کلبسیلا  سویه  که  داد  نشان  میکروبی  حساسیت  تست  نتایج 
جداسازي شده داراي مقاومت آنتیبیوتیکی متنوعی بوده و بیش از 85 درصد 
سویه ها مقاومت به چند دارو )MDR( را از خود نشان دادند )جدول 2(. 

جدول 2- نتایج تست حساسیت آنتی بیوتیکی باکتری کلبسیلا پنومونیه

حساسنیمه حساسمقاومآنتی بیوتیک

CRO (30µg) 4 )11/11 درصد(2 )5/55 درصد(30 )83/33 درصد(سفتریاکسون

CAZ  (30µg) 3 )8/33 درصد(1 )2/77 درصد(32 )88/88 درصد(سفتازیدیم 

CTX (30µg) 3 )8/33 درصد(0 )0 درصد(33 )91/66 درصد(سفوتاکسیم

NA (30µg) 2 )5/55 درصد(1 )2/77 درصد(33 )91/66 درصد(نالیدیکسیک اسید

CP (30µg) 2 )5/55 درصد(0 )0 درصد(34 )94/44 درصد(سیپروفلوکساسین

IMP (30µg) 11 )30/55 درصد(0 )0 درصد(25 )69/44 درصد(ایمی پنم

FOX (30µg) 1 )2/77 درصد(1 )2/77 درصد(34 )94/44 درصد(سفوکسیتین

آنالیز TEM : به منظور بررسی و آنالیز ریخت شناسی و اندازه نانوذرات 
 TEM استفاده شد. نتایج TEM نقره سنتز شده از میکروسکوپ الکترونی

نشان داد که نانوذره نقره سنتز شده دارای ساختار کروی و سیاه‌رنگ، دارای 
میانگین سایز 60 نانومتر با انحراف معیار 5 نانومتر بود)شکل 1(.
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شکل 1- آنالیز دستگاهی TEM نانوذره نقره سنتز شده

 )Dynamic light scattering( یا تفرق نور پویا DLS آنالیز

نانوذرات نقره با استفاده از پراکندگی دینامیک نوری مورد بررسی قرار 
گرفتند. بر اساس نتایج قابل مشاهده در نمودار 1، نانوذرات سنتز شده دارای 
قطر ۱۰۶۴ نانومتر بودند که نشان‌دهنده سنتز هیدرودینامیکی ذرات در ابعاد 
نانو است. شاخص توزیع ذرات 0/858 بود که نشان‌د هنده توزیع یکنواخت 

اندازه نانوذرات است و بیانگر همگونی خوب نانورذرات نقره بود. 
بر اساس نتایج قابل‌مشاهده در نمودار 2، نانوذرات سنتز شده دارای 

قطر ۲۱۷۷/2 نانومتر بودند که نشان‌دهنده سنتز هیدرودینامیکی ذرات در 
ابعاد نانو است. شاخص توزیع ذرات 1/200 بود که نشان‌د هنده توزیع 
یکنواخت اندازه نانوذرات است و بیانگر همگونی خوب نانورذرات نقره 
بود. آنالیزهای DLS  و TEM  نشان می‌دهند که نانوذرات نقره غالباًً کروی 

شکل بوده و اندازه آنها در محدوده  40-20 نانومتر می باشند.
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DLS نمودار 1 و2- بررسی قطر هیدرودینامیکی نانوذرات سنتز شده به روش

بررسی بیان ژن با استفاده از تکنیک Real time-PCR : نمودار )3( 
هر یک عدد تغییر در CT نشان‌دهنده دو برابر بودن تعداد مولکول های 

luxS و mrkD، sugE نمودار 3- نمودار منحنی تکثیر ژن

هدف در آغاز واکنش است. هرچه میزان  CT یــک ژن کمتر باشد میزان 
بیان ژن بیشتر است.
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مقایسه بیان ژن mrkD، sugE و luxS در تیمارهای مختلف
 mrkD، مطابق نمودارهای زیر 4 تا 6 آنالیز دادهها نشان داد، بیان ژنهای
sugE و luxS  درسلولهای تیمار شده با نانوذره نقره نسبت به گروه کنترل 

نانوذره  بالای  تأثیر  دهنده  نشان  که  است،  داشته  توجهی  قابل  کاهش 

میکروارگانیسم  سلولهای   luxS و   mrkD، sugE ژنهای  بیان  درکاهش 
کلبسیلا پنومونیه تیمار شده با نانوذره نقره میباشد. در سلولهای تیمار شده 
با نانوذره نقره بیان ژنهای mrkD، sugE و luxS  به ترتیب 35/46 و 53 

درصد کاهش داشته است.

نمودار 4- بیان ژن mrkD با استفاده از تکنیک Real time-PCR در سویه کلبسیلا پنومونیه

نمودار 5- بیان ژن sugE با استفاده از تکنیک Real time-PCR در سویه کلبسیلا پنومونیه
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نمودار 6- بیان ژن luxS با استفاده از تکنیک Real time-PCR در سویه کلبسیلا پنومونیه

مقایسه بیان ژن mrkD، sugE و luxS در تیمارهای مختلف
مقایسه میانگین ها بر اساس آزمون چند دامنه‌ای دانکن در سطح 5 
 mrkD، انجام شد. مطابق داده های آنالیز واریانس ژن های )p≤0.05( درصد
sugE و luxS در سویه های کلبسیلا پنومونیه، میانگین داده ها در بیان ژن 

 value-P در سلول های تیمار شده با نانوذره نقره معنی دار بوده، مقدار

برای ژن های mrkD، sugE و luxS برابر0/002480901، 0/006109628 
P در  و 0/00381768 به ترتیب به دست آمد. در این ژن ها مقدار 0/05<
سلول های تیمار شده با نانوذره نقره به دست آمد که نشان دهنده تأثیر این 

نانوذره در کاهش بیان ژن های مورد بررسی در این پژوهش می باشد. 

mrkDژن Real time-PCR جدول 3- آنالیز داده های
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sugEژن Real time-PCR جدول 4- آنالیز داده های

 luxS  ژن Real time-PCR جدول 5- آنالیز داده های

بحث 
کلبسیلا پنومونیه یک پاتوژن فرصت طلب انسانی است که عفونت 
شدید در بیماران بستری شده ایجاد می‌کند و تهدید جهانی در سیستم 
مراقبت بهداشتی در نظر گرفته می شود )2( مرگ‌ومیر ناشی از عفونت 
کلبسیلا پنومونیه حدود ۵۰ درصد در بیماران مبتلا است و عمدتاًً به علت 
در  مهم  مسئله  یک  به عنوان  چنددارویی  مقاومت  فنوتیپ های  افزایش 
سیستم های مراقبت‌های بهداشتی تلقی می شود )19(. در مطالعه حاضر 
مقاومت آنتیبیوتیکی جدایه های کلبسیلا پنومونیه بررسی شد که در این 
مطالعه بیشترین مقاومت به آنتیبیوتیک سیپروفلوکساسین و سفوکسیتین 
)94/44 درصد( و کمترین مقاومت به آنتیبیوتیک ایمیپنم )69/44 درصد( 

گزارش شد. 

کائور و همکاران نیز در سال ۲۰۲۰، بیان کردند که مقاومت جدایه های 
تولیدکننده بیوفیلم کلبسیلا پنومونیه نسبت به آنتی‌بیوتیک های جنتامایسین، 
سفوتاکسیم و سیپروفلوکساسین ۱۰-۱۲ بار بیشتر از جدایه هایی که بیوفیلم 

تولید نمی کنند، مقاومت نشان می‌دهند )20(. 
در مطالعه شیوایی و همکاران در سال ۲۰۱۹، ایــزوله های کلبسیلا 
بیمارستان های مطهری  به  بیماران مراجعه‌کننده  از  به‌دست آمده  پنومونیه 
و میلاد تهران با تست های بیوشیمیایی شناسایی شدند. بیشترین مقاومت 
نسبت به سفتازیدیم و سفوتاکسیم )۶۷ درصد( و کمترین مقاومت به 

ایمی پنم و مروپنم گزارش شد )21( که با مطالعه حاضر هم خوانی دارد.
با سایر مطالعات می توان نشان داد که  این مطالعه  نتایج  با بررسی 
جدایه های تولیدکننده بیوفیلم دارای مقاومت آنتی‌بیوتیکی بالاتری نسبت 
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به جدایه های غیر تولیدکننده بیوفیلم هستند. شاید تفاوت میزان مقاومت 
نسبت به آنتی‌بیوتیک ها در بین مطالعات گذشته به دلیل تفاوت در غلظت 
اولیه باکتری و یا بیان فاکتورهای اتصالی اولیه باکتری در تولید بیوفیلم و یا 
منبع نمونه ها  و مکان های جغرافیایی مختلف باشد. پس از افزایش پدیده 
آنتی باکتریال  باکتری های مختلف، خصوصیات  در  مقاومت چنددارویی 
نانوذرات فلزی یکی از مهم ترین زمینه های مطالعات میکروبیولوژی شده 

است )22(.
 Artemisia گیاه  عصاره  از  استفاده  با  همکارانش  و  موسوی 
turcomanica نانوذرات نقره را سنتز کردند. نتایج این مطالعه نشان داد که 

نانوذره سنتز شده دارای میانگین اندازه ۲۲ نانومتر بوده و دارای خاصیت 
ضدمیکروبی معناداری است )23(.

باکتریایی  سویه های  در  دارویی  مقاومت های  ایجاد  و  بیوفیلم  تولید 
به خصوص کلبسیلا پنومونیه یکی از معضلات اخیر و موردتوجه محققان در 
سرتاسر دنیا است. استفاده از گیاهان برای تولید نانوذرات نقره به عنوان منابع 
تجدیدپذیر و ارزان جهت تهیه نانومواد زیستی موردتوجه خاصی قرار گرفته 
است )24(. ازاین‌رو، پژوهش حاضر باهدف بررسی سنتز سبز نانوذرات نقره 
با استفاده از گیاه سیر و بررسی تأثیرات آن بر روی بیان ژن های بیوفیلمی در 

سویه های کلبسیلا پنومونیه برای اولینبار صورت گرفت. 
قنبر و همکارانش در سال ۲۰۱۷ نانوذرات نقره را با استفاده از عصاره 
گیاه Artemisia quttensis سنتز کردند. این محققان اثرات ضدباکتریایی را 
با روش میکرودایلوشن موردمطالعه قرار دادند و نتایج این مطالعه نشان داد 
که نانوذره نقره دارای خاصیت ضدباکتریایی است )25(. نتایج تست های 
ضدمیکروبی در پژوهش حاضر نشان داد که نانوذرات نقره دارای اثرات 
که  به طوری  داشت  بیوفیلم  مولد  سویه های  تمام  روی  بر  ضدمیکروبی 
نانوذرات نقره سنتز شده از غلظت 6/25 تا ۱۰۰ میکروگرم در میلی‌لیتر 

خاصیت میکروب کشی داشتند.
که  شد  داده  نشان  سال ۲۰۲۰،  در  همکاران  و  مطالعه صدیقی  در 
حداقل غلظت مهارکنندگی نانوذرات نقره بر علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه 
۲۵/۶ و ۱۲۵ میکروگرم بر میلی‌لیتر است و درحالی که مقدار MBC آن ها 
با پژوهش حاضر  ۲۵۰ و ۵۰۰ میکروگرم بر میلی‌لیتر به دست آمد که 
مطابقت دارد )26(. تفاوت در میزان MIC در مطالعات مختلف ممکن 
است به دلیل تفاوت در روش های آماده سازی نانوذرات، اندازه نانوذره و 
تفاوت در سوش های باکتریایی موردمطالعه باشد. حساسیت باکتری ها به 

نانوذرات فقط به ساختار دیواره سلولی مربوط نمی شود، بلکه ممکن است 
به پراکسیداسیون چربی و تولید گونه های فعال اکسیژن نیز مربوط باشد.

 Real time همچنین، نتایج بررسی بیان ژن های بیوفیلمی توسط روش
PCR نشان داد که نانوذرات نقره هنگامی که سویه ها تحت تأثیر نانوذره 

نقره در غلظت زیر حد مهارکنندگی قرار می‌گیرند توانایی تشکیل بیوفیلم 
را ندارند؛ زیرا هر سه ژن mrkD، sugE و luxS کاهش معنی‌داری را نشان 
دادند؛ بنابراین هنگامی که سویه ها در مجاورت نانوذره نقره قرار می‌گیرند، از 
تولید اگزوپلی ساکارید در این سویه ها ممانعت می شود و ارگانیسم نمی تواند 
بیوفیلم تشکیل دهد. باتوجه به مهار بیان ژن بیوفیلم می توان نتیجه گرفت 
که نانوذرات نقره می توانند جایگزین مناسبی جهت ازبین بردن بیوفیلم در 

سویه های کلبسیلا پنومونیه باشد.
 نتایج این مطالعه نشان داد نانوذرات نقره سنتز شده کروی و با میانگین 
اندازه 60/17 نانومتر هستند. نانوذرات نقره تشکیل بیوفیلم را در سویه های 
MDR کلبسیلا پنومونیه مهار می کنند و بیان ژن های mrkA و LuxS پس از 

تیمار با حداقل غلظت ممانعت کنندگی نانوذره نقره به طور قابل توجهی در این 
سویه ها کاهش می یابد )27( که با نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد. فعالیت 
ضدباکتری نانوذرات نقره سنتز شده با چندین داروی آنتی‌بیوتیک به عنوان 
کنترل مقایسه شد. روش سنتزی پیشنهادی دوستدار محیط‌زیست بوده و 

قابلیت استفاده برای تولید نانوذرات نقره در مقیاس بزرگ را دارد )28(. 
شیوایی و همکاران در سال 2018 بیان داشتند که از 70 ایزوله کلبسیلا 
پنومونیه مورد تحقیق، 81 درصد تولید کننده بیوفیلم بودند که تمام سویه 
 fimA و fimD، mrkA، ecpA  های تولیدکننده بیوفیلم دارای ژن های
92 درصد آنها حاوی ژن fimH بودند )21( که با نتایج پژوهش حاضر 

مطابقت دارد.
نتیجه‌گیری 

مکانیسم اصلی تأثیر نانوذرات نقره بر روی سویه های کلبسیلا پنومونیه 
از طریق آسیب به DNA و پروتئین ها و تخریب دیواره سلولی است. 
و  دارند  فوتوکاتالیستی  رفتار  نقره  نانوذرات  که  دادند  نشان  مطالعات 
می توانند رادیکال های سمی اکسیژن تولید کنند و منجر به ازبین‌رفتن غشای 
سلول باکتریایی شوند، درواقع یکپارچگی غشای سلول باکتری را مختل 
نموده و باعث کاهش سطح آب گریزی باکتری می شود و تنظیم رونویسی 

از ژن های مقاومت در برابر استرس اکسیداتیو را کاهش می‌دهد.
 تمامی سویه های تحقیق حاضر از نظر تست فنوتیپی بیوفیلم مثبت بودند 
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و باکتری ها بر اساس توانایی تشکیل بیوفیلم به 3 گروه قوی )79 درصد(، 
متوسط )6 درصد( و ضعیف )5 درصد( تقسیم شدند. نتایج تست حساسیت 

آنتیبیوتیکی نشان داد که اکثر سویه ها مقاوم به چند دارو )MDR( بودند. 
نانوذره نقره سبز سنتز شده توسط عصاره سیر دارای ساختار کروی 
و سیاه‌رنگ و دارای میانگین سایز 86/6 نانومتر بود. نانوذره نقره سبز سنتز 
شده بر روی تمامی جدایه های مورد مطالعه خاصیت ضدباکتریایی داشت 
و کمترین غلظت MIC و بیشترین مقدار برابر با 6/25 و ۱۰۰ میکروگرم 
بر میلی‌لیتر بود. در نتیجه بیشترین فراوانی مربوط به ژنluxS  در 30 جدایه 
)83/33 درصد( است، همچنین فراوانی ژنهایsugE  و mrkD هرکدام 
23 جدایه )63/88 درصد( بوده و تعداد 23 جدایه )68/88 درصد( به طور 
  luxS و mrkD، sugE همزمان دارای هر سه ژن می باشند. بیان ژنهای
در باکتریهای تیمار شده با نانوذره نقره نسبت به گروه کنترل کاهش قابل 

توجهی داشتند. 
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