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 مهر نود و شش پذيرش برای چاپ:                                                      مرداد نود و شش                  : دريافت مقاله 

 چکیده 
آسینتوباکتر بومانی يک عامل بیماريزای خطرناک در ايجاد عفونت سوختگی به شمار می رود. امروزه تعداد سابقه و هدف: :
های ضد ش بوده و پیشنهاد می شود که برای درمان اين عفونت ها از پپتیدهای مقاوم به آنتی بیوتیک ها رو به افزايآسینتوباکتربومانی

میکروبی استفاده شود. بنابراين هدف از اين تحقیق تعیین اثر پپتید ملیتین بر تخريب بیوفیلم سويه های آسینتوباکتر بومانی و 
 همچنین اثر کشندگی آن تعیین گرديد. 

سويه به روش  25فاز معکوس از زهر زنبور تخلیص گرديد. ابتدا میزان تولید بیوفیلم  ملیتین با تکنیک کروماتوگرافی روش کار:
اسپکتروفوتومتری بررسی گرديد. سپس اثر تخريبی ملیتین بر بیوفیلم به روش اسپکتروفوتومتری و اثر کشندگی آن بر باکتری های 

 داخل بیوفیلم، به روش کشت بررسی گرديدند. 

برآورد گرديد. در تست تخريب ملیتین، میانگین  0.98تولید کننده بیوفیلم هستند و میانگین تولید، مقدار  تمام سويه هایافته ها: 
OD  کاهش پیدا کرد. نتايج کشت نشان داد که باکتری های داخل بیوفیلم در مقادير مختلف ملیتین از بین  0.15از حدود يک به

   رفته بودند.

در سويه ها با همديگر متفاوت بود که اين موضوع نشان می دهد که میزان بیان ژن های  میزان تولید بیوفیلمنتیجه گیری: 
تولیدکننده بیوفیلم در بین سويه ها متفاوت است. نتايج تست تخريب بیوفیلم نشان داد که با افزايش مقدار پپتید تخريب بیشتری 

تواند از اشد. نتايج تست کشندگی پپتید نشان داد که ملیتین میگیرد که می تواند به دلیل ايجاد منفذ در سطح بیوفیلم بصورت می
 بیوفیلم عبور کرده و آسینتوباکتر ها را از بین ببرد. 

 واژگان کلیدی: آسینتوباکتر بومانی، ملیتین، تولید بیوفیلم، تخریب بیوفیلم، اسپکتروفوتومتری، کشت
 

 مقدمه

طلب، آسینتوباکتر بومانی يک پاتوژن گرم منفی فرصت

هوازی،کوکوباسیل، کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی، غیرتخمیری و فاقد 

مختلف را دارد. بر اساس طبقه  pHاسپور می باشد و توانايی رشد در 

قرار  Moraxellaceaeبندی های جديد اسینتوباکتر در خانواده ی 

مطالعات مختلف نشان میدهند که عمده ترين گونه  (.1-4گرفته است)

تر جدا شده از نمونه های بالینی اسینتوباکتربومانی است. در اسینتوياک

طی دهه های گذشته اسینتوباکتر بومانی به عنوان يک پاتوژن 

بیمارستانی ظهور پیدا کرد که قادر است به سرعت خود را با محیط 

(.در سه دهه گذشته اسینتوباکتر بومانی با 5، 6بیمارستان تطابق بدهد)

به طور موثر قابل درمان بود. اما متاسفانه در آنتیبیوتیکهای رايج 

سالهای اخیر اين باکتری به علت مقاومتی که به طیف وسیعی از آنتی 

گرفته است. بطوريکه امروزه تقريبا   بیوتیک ها داشت مورد توجه قرار

به همهی کلاسهای آنتی بیوتیکی شامل فلوروکئینولونها، اغلب 

فالوسپورينها، پنی سیلین های وسیع آمینوگلیکوزيدها، کرباپنم ها، س

که دلیل آن قابلیت پذيرش ( 7)الطیف و تتراسايکلین مقاوم است

ژنتیکی بیشترآسینتوباکتر بومانی نسبت به ساير گونه های آسینتوباکتر 

است. با مشاهده مطالعات متعددی که الگوهای مختلف حساسیت آنتی 

نموده اند، میتوان به اين بیوتیکی را بین گونه های اسینتوباکتر بررسی 

نتیجه رسید که شیوع مقاومت آنتی بیوتیکی اسینتوباکتربومانی در 

 قیاس با بقیه گونه های اسینتوباکتر بالاتر 
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، ايمی پنم فعالیت  1990باشد. در مطالعه ای از آلمان در سال می

طوری که از قابل قبولی را بر روی اسینتو باکتر بومانی داشت به 

نمونه، همه به اين آنتی بیوتیک حساس بودند. همچنین  180

کلاونیک اسید دارای فعالیت متوسط بود و آمپی  -سیلین آموکسی

سیلین، سفالوسپورين ها و پنی سیلینهای وسیع الطیف اثر ضعیفی 

در آلمان انجام  1991را نشان دادند. در مطالعه ديگری که در سال 

، بیش از ICUگرفت از بین نمونه های اسینتو باکتر مربوط به بخش

(. اسینتو باکتر هايی 5حساس بودند) به ايمی پنم و سفتازيديم 90%

يو پنج کشور سیاز بخش آی 1995تا  1994که بین سال های 

در  %82اروپايی جدا گرديد حساسیت به سفتازيديم را به صورت 

در  %100در اسپانیا و  %24در پرتغال،  %19در فرانسه،  %30بلژيک،

ورها سوئد نشان دادند. همچنین حساسیت به ايمی پنم در اين کش

در سوئد  %91پرتغال و  %95فرانسه،  %91بلژيک،  %88به صورت 

بود. اين در حالی است که امروزه حساسیت اسینتوباکتر بومانی به 

 (. 8، 9آنتی بیوتیک های فوق الذکر بشدت کاهش يافته است)

شود. مرحله نخست مرحله ايجاد می 5مراحل تشکیل بیوفیلم در 

چند ثانیه و توسط نیروهای  اتصال اولیه است که در عرض

واندروالس صورت میگیرد و برگشت پذير است. پیلی و مولکول های 

چسبنده در اين اتصال نقش دارند. مرحله دوم اتصال غیر قابل 

برگشتی است که حرکت سلول ها کم شده و باکتری ها تجمع می 

 يابند و اگزوپلی ساکاريد خارجی تولید میشود. مرحله سوم با افزايش

ضخامت و با اتصال و تجمع باکتری ها همراه است. بیوفیلم با 

میلی متر تشکیل میگردد. در مرحله  10افزايش ضخامت به بیش از 

آخر، تولید سلول های دختر و جدا شدن سلول ها اتفاق می افتد. 

(. با 10بعضی از مقالات اين مرحله را حرکت موقت می نامند)

احتتر صورت میگیرد و در برابر تشکیل بیوفیلم، کلونیزاسیون ر

جريان خون و ادرار پابرجا مانده و باکتری های بیوفیلم از دسترس 

سیستم ايمنی میزبان مانند فاگوسیتوز در امان می مانند و همچنین 

(. زمانیکه باکتری ها 11،10انتقال ژن راحت تر صورت می گیرد )

یشتری نسبت برابر مقاومت ب 1000تا  10در فرم بیوفیلم هستند، 

لذا با توجه به مشکلات مطرح (. 12به آنتی بیوتیکها نشان می دهند)

ارزيابی اثر آنتی باکتريال و تخريب بیوفیلم شده، اين مطالعه جهت 

های آسینتوباکتربومانی جدا شده از توسط پپتید ملیتین بر سويه

 بیماران دچار عفونت سوختگی هدف گزاری گرديد.
 

 روش کار

 

بورهای منطقه شهرکرد، توسط شرکت فروشنده به روش زهر از زن

الکترو شوک تهیه شد. نمونه های آسینتو باکتر بومانی در 

مطهری از بیماران دچار عفونت سوختگی در يک بیمارستان شهید 

جمع آوری شد. تعداد  1394تا مرداد  1393ماهه از دی 8دوره 

از کشت در باکتری ها بعد عدد است. 25نمونه های مورد بررسی 

نگه داشته  -20گلیسرول و در داخل  %20حاوی  stock محیط

شدند. با انجام تست های اکسیداز، سیترات، تريپل شوگر آيرون 

(TSIو )OF   .جنس و گونه باکتری ها تعیین شد 

میلی گرم از آن را وزن کرده و در  20برای آماده سازی زهر ابتدا 

به مدت   12470gس در میکرولیتر آب مقطر حل شده و سپ 200

دقیقه سانتريفوژ گرديد. برای تخلیص ملیتین از زهر زنبور از  5

استفاده شد. محلول های  18Cکروماتوگرافی فاز معکوس و ستون 

) استونیتريل خالص  Bمورد استفاده در اين آزمايش شامل محلول 

( TFA% ) تری فلورو استیک اسید =  TFA 05/0به همراه آب 

( بود. برای TFA 05/0آب ديونیزه به همراه آب ) Dومحلول 

لیوفیلیزه کردن نمونه ها ابتدا ملیتین تخلیص شده را در يک بشر 

ساعت در دستگاه فريز  48ريخته و جهت خشک کردن ، به مدت 

 دراير قرار گرفت. 

آن  ODاستفاده و بعد  BCAبرای تعیین غلظت ملیتین از روش 

ه شده و غلظت نهايی محاسبه نانومتر خواند 562در طول موج 

 گرديد. 

 و داده کشت TSB محیط  در را باکتری فارلند، مک نیم تهیه جهت

 سوسپانسیونه TSBلیتر  میلی در يک را رسوب سانتريفیوژ از بعد

 سوسپانسیون رسوب، از و کرده مجددا سانتريفیوژ سپس و کرده

 گرديد.  تهیه تمیز

در  μg 16ر مقدا ملیتین، (MIC)مهاری  غلظت حداقل تعیین برای

 بصورت مقادير بعدی و شده اضافه اول چاهک به μl 200حجم 

 به سازی، رقت از پس .شد تهیه 2/1ضريب  با سريالی سازی رقیق

 گرديد اضافه عدد 5×510با تعداد  باکتری میکرولیتر100چاهک  هر

درجه سانتی  37ساعت، در دمای  20تا  16مدت  به میکروپلیت و

تعیین گرديد.  MICکوبه شد. آخرين چاهک شفاف به عنوان گراد ان

( ملیتین از چاهک های  MBCجهت تعیین حداقل کشندگی ) 

میکرو لیتر برداشته و در محیط کشت مولر هینتون اگار  10شفاف 

درجه سانتی  37ساعت، در  20تا  16کشت داده شد و به مدت 

کرده در محیط، گراد انکوبه شد. پس از آن تعداد کلنی های رشد 

 شمارش گرديد.

 96در پلیت جهت بررسی تولید بیوفیلم در سويه های مورد بررسی، 

. چاهک اول گرفته شدچاهک در نظر  دوخانه ای برای هر باکتری 

-)بعنوان کنترل و بدون باکتری %1 با گلوکز TSBمربوط به 

و سوسپانسیون  لاندا(100) %1 باگلوکز TSBخانه دوم  و لاندا(200

هر سويه  باکتری از 7به توان  10تعداد  باشد.لاندا( می100) باکتری

ساعت در  24 به مدته و خانه ای اضافه شد 96به میکروپلیت 

 دومحلول رويی با سمپلر از هر سپس  .گرفتانکوباتور شیکر دار قرار 

شسته چاهک برداشته و با سرم فیزيولوژی سه مرتبه چاهک ها 

 15به مدت  %100لاندا متانول 200سپس به هر چاهک  .شدند

و  ريخته شدهدور  چاهکمحلول داخل  سپس .گرديددقیقه اضافه 

دقیقه  5به مدت اضافه شده و  لاندا رنگ کريستال ويوله 200به ان 

سرم  با سپس رنگ را با سمپلر خارج کرده و چندين بار .اينکوبه شد

  داده شدفیزيولوژی شستشو 
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لاندا  200، چاهک هاشدن  خشکبعد از  تا رنگ اضافه شسته شود.

 یروبر دقیقه  30و به مدت  شدک ها اضافه به همه ی چاه%96اتانول 

نانومتر با  595طول موج  پلیت در  ODدر نهايت .داده شدشیکر قرار 

 .ثبت گرديد اسپکتوفتومتر

جهت بررسی اثر تخريبی ملیتین بر بیوفیلم سويه ها، ابتدا طبق روش 

فوق بیوفیلم سويه ها در چاهک های میکروپلیت تشکیل گرديد. سپس 

 0/39تا  50لف ملیتین به روش رقت سازی سريال از مقادير مخت

میکروگرم تهیه گرديد و به چاهک های شسته شده اضافه گرديد. بعد از 

ساعت، طبق روش فوق چاهک ها با آرامی شسته شده و  6طی زمان 

نمونه ها قرائت گرديد. کاهش مقدار  ODرنگ آمیزی گرديد. سپس 

OD به منظور ید. یلم تلقی گرددر چاهک ها نشاندهنده تخريب بیوف

بررسی اثر کشندگی ملیتین بر باکتری های داخل بیوفیلم، به روش فوق 

 ملیتین تهیه شده و به بیوفیلم تشکیل شده اضافه گرديد.
 

 
ساعت، کف چاهک ها با يک سرسمپلر خراشیده  6بعد از طی زمان 

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری در محیط مولر  10شده و حجم 

ساعت، تعداد کلنی  24ینتون آگار کشت داده شد. سپس بعد از زمان ه

حاوی قند گلوکز و  TSBهای باکتری ها شمارش گرديد. محیط کشت 

TSB  حاوی قند و باکتری به ترتیب به عنوان کنترل منفی و مثبت

 جهت کنترل کیفی نتايج مورد استفاده قرار گرفت. 

 

 یافته ها
 

بیشترين پیک قابل تشخیص بود.  20حدود  در کروماتوگرام زهر زنبور

سطح زير منحنی بین فراکشن های موجود، مربوط به ملیتین بود. در 

  18Cدقیقه( ملیتین از ستون  4)معادل با  53تا  49حدود دقیقه  

 (. 1خارج شده است )عکس  

 

 
 

 

 
 دقیقه برآورد گردید. 53الی  49ن جداسازی ملیتین از حدود نمودار کروماتوگرام زهر زنبور. زما. 1 عکس 

                                                                                                                             

 
 25/0طیف اثر ملیتین جهت مهار رشد و کشتن سويه ها به ترتیب 

نیز  MIC/MBCمیکروگرم بوده است. نسبت  4الی  25/0و  1الی 

 متغیر بود. تمام سويه ها قادر به تولید بیوفیلم بودند  1الی  4/1بین 

 

در تمام سويه  ODاما مقادير در سويه ها  متفاوت بود. میانگین کل 

(.1بود )نمودار  2/0با انحراف از معیار   98/0ها برابر با 
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 .  نتایج بررسی تولید بیوفیلم توسط سویه های آسینتوباکتر بومانی1نمودار

 

 

 

 

 

 
کاهش يافت که اين نتیجه  ODبا افزايش مقدار ملیتین میزان 

يک  2نشان دهنده تخريب بیوفیلم باکتری است. در نمودار شماره 

نمونه از نتايج بدست آمده نشان داده شده است. تست ها به صورت 

نتايج تست بررسی اثر کشندگی ملیتین بر .کرار انجام شدسه بار ت

باکتری های داخل بیوفیلم با افزايش مقدار ملیتین تعداد باکتری ها 

کاهش می يابد. نتايج يکی از سويه ها به عنوان نمونه در نمودار 

 نشان داده شده است. 3شماره 
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کاهش یافت که این نتیجه  ODکتروفوتومتری. با افزایش مقدار ملیتین میزان . نتایج بررسی تخریب بیوفیلم  توسط ملیتین به روش اسپ2نمودار

 نشان دهنده تخریب بیوفیلم باکتری است. تست ها به صورت سه بار تکرار انجام شد.
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نتایج تست بررسی اثر کشندگی ملیتین بر باکتری های داخل  .  نتایج تست بررسی اثر کشندگی ملیتین بر باکتری های داخل بیوفیلم.3نمودار

میکروگرم صفر می شود 50وفیلم نشان داد که  با افزایش مقدار ملیتین تعداد باکتری ها کاهش یافته و در نهایت در بی
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 بحث
 

 

مقاومت های آنتی آسینتوباکتر بومانی به دلیل عفونت های ناشی از 

يکی  آسینتوباکتر بومانیبیوتیکی همیشه مورد توجه قرار گرفته اند.

از شايعترين علت عفونت های سوختگی بوده و همچنین می تواند 

یماری در ريه به ويژه پنومونی، عفونت دستگاه ادراری، کلیه عامل ب

ها، پوست، چشم، خون و... باشد. اين باکتری همچنین از تجهیزات و 

وسايل پزشکی مثل ساکشن ها، ونتیلاتورها و کاتترهای عروقی يا 

سوندهای ادراری جداسازی شده است. اين باکتری يک پاتوژن 

ر افراد دچار نقص ايمنی ايجاد بیمارستانی فرصت طلب است که د

به اکثر داروها مقاوم می باشند که  آسینتوباکتر(.13بیماری می کند)

از جمله اين داروها می توان به کارباپنم ها، سفالوسپورين ها ،بتا 

لاکتام ها، فلوروکینولون ها و آمینوگلیکوزيد ها اشاره کرد. اين 

آنتی بیوتیک ها  باکتری از طريق مکانیسم های مختلف نسبت به

جذب  آسینتوباکترمقاوم می شود. لیپوپلی ساکاريد غشاء خارجی 

آنتی بیوتیک ها را به تأخیر می اندازد که اين مسئله به دلیل 

نفوذپذيری کم غشاء خارجی است که باعث می شود مولکول های 

 (.14هیدروفیل کوچک نتوانند به خوبی از غشاء عبور کنند)

معمولاً با يک دارو درمان نمی شود، زيرا باکتری  آسینتوباکتر بومانی

به سرعت به آن مقاوم شده و میزان موفقیت درمان پايین است. اين 

امر به خاطر نفوذپذيری کم غشاء خارجی سلول  باکتری به آنتی 

بیوتیک ها است. اين باکتری علاوه بر مقاومت ذاتی، به وسیله 

مقاومت پیدا می کند که جهش کروموزومی يا بوسیله انتقال ژن، 

اين دلايل از عوامل مقاومت آنتی بیوتیکی اين باکتری هستند. 

برخی از مطالعات اخیر نشان داده اند که مقاومت فنوتیپی مربوط به 

تشکیل بیوفیلم نیز ممکن است در مقاومت آنتی بیوتیکی اين 

آسینتوباکتر عفونت های ناشی از (. 15باکتری به درمان مهم باشد)
مقاومت های آنتی بیوتیکی همیشه مورد توجه قرار ومانی به دلیل ب

آمده باکتريهای موجود با توجه به بررسی متون به عمل گرفته اند. 

 (. 15)ها مقاوم هستنددر بیوفیلم نسبت به آنتی بیوتیک

درمان بیوفیلم هنوز يکی از معضلات مهم بشر می باشد. بیشترين 

ی سوختگی آسینتوباکتر بومانی مربوط هامرگ و میر ناشی از عفونت

 ها می باشد. يکی از راههای ايجاد شده ناشی از باکتریبه بیوفیلم

 های درمانی پیشنهاد استفاده از پپتید ملیتین می باشد. 

به مراتب موثر  ملیتینزمايشاتی که طی اين تحقیق انجام شد آدر 

توجه به های رايج میباشد و چه بسا با تر از انتی بیوتیک

های مورد استفاده های روز افزونی که نسبت به انتی بیوتیکمقاومت

ها در حال وقوع است جايگزين بسیار مناسبی بجای انتی بیوتیک

ها را ندارد و هزينه ان به مشکلات اثر سوء جهشملیتین  باشد.

های فاژ درمانی مقرون به صرفه تر است. با مراتب نسبت به روش

ها چه بسا استفاده نابجا از انتی ن روش در بیمارستاناجرايی شدن اي

 ها اصلاح شود و درمانی موثرتر و کارامدتر اجرا شود.بیوتیک
 

 

 

 

 

نشان داد که مقدار يک  MBCو  MICبررسی نتايج تست 

 4میکروگرم می تواند رشد تمام سويه ها را متوقف کرده و مقدار 

نتايج تست تخريب بین ببرد. میکروگرم می تواند تمام سويه ها را از 

بیوفیلم با پپتید ملیتین نشان داد که با افزايش غلظت پپتید تخريب 

به میزان حدود  1از حدود  ODبیشتری صورت می گیرد و میزان 

کاهش می يابد. اين نتايج می تواند بسیار امیدوارکننده باشد.  15/0

افذ بسیار ريز در تخريب بیوفیلم تواند به دلیل نفوذ پپتید و ايجاد من

+ 5سطح بیوفیلم باشد. با توجه به اينکه ملیتین دارای بار الکتريکی 

می باشد، لذا می توان حدس زد که بار الکتريکی بیوفیلم 

منفی است که سبب اتصال پپتید به بیوفیلم شده  آسینتوباکتر

است.نتايج تست از بین رفتن باکتری ها در داخل بیوفیلم نشان داد 

د ملیتین نه تنها باعث تخريب بیوفیلم می شود بلکه می که پپتی

ها را از بین ببرد.   مقايسه  آسینتوباکترتواند از بیوفیلم عبور کرده و 

و حالت تولید  MBCاثر ملیتین بر حالت پلانکتونیک در تست 

بیوفیلم آسینتوباکتر نشان داد که برای تخريب بیوفیلم و از بین 

رابر بیشتر ب 6ن حداقل به مقدار حدود بردن باکتری های داخل آ

           .ملیتین مورد نیاز است

، با توجه به اين  3در عفونت های سطحی بر سطح سوختگی درجه 

که تمام بافت پوست از بین رفته، لذا سمیت ملیتین مانعی در جهت 

ها کاربرد آن در عفونت های سطحی نیست. با توجه به اينکه باکتری

فیلم متابولیسم بسیار کندی دارند و عملا تکثیر پیدا در داخل بیو

های رايج که قابلیت نمی کنند، بنابراين حتی اکثر آنتی بیوتیک

عبور از بیوفیلم را دارند، نمی توانند باعث از بین رفتن کامل 

های ها داخل بیوفیلم شوند، چون تقريبا تمام آنتی بیوتیکباکتری

ثر می گذارند که باکتری متابولیسم ها اموجود هنگامی بر باکتری

نرمالی داشته و در حال تکثیر باشد. بنابراين با توجه به اينکه پپتید 

ها اثر تخريبی گذاشته و آنها را از بین می ملیتین بر غشای باکتری

برد میتوان امیدوار بود که در آينده، ملیتین بعنوان يک آنتی 

بیوفیلم تشکیل شده در ها در بیوتیک جهت از بین بردن باکتری

سطح زخم سوختگی بکار رود. با توجه به نتايج بدست آمده میتوان 

های آنتی ماکروبیال در عبور از بیوفیلم و از بین به اهمیت پپتید

 ها پی برد.  بردن باکتری

                

 نتیجه گیری
 

 های کلینیکی آسینتنوباکتر بومانی تولید کننده بیوفیلماکثر سويه

 ساعت بیوفیلم 6بودند. ملیتین توانست در مدت کوتاهی در عرض 

با توجه به نتايج  های داخل آنرا نابود کند.کرده و باکتریرا تخريب 

به دست آمده می توان دريافت که پپتید ملیتین از آنتی بیوتیک 

عمل کرده و امیدواری  به  ترهای رايج مورد استفاده بسیار قوي

 نتی میکروبیال را بیشتر می کند.کاربرد پپتیدهای آ
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