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 بر آهن نانو ذرات ریتاث و نیسنگ فلزات به تمقاوم یهاژن شناسایی

 Real time-PCR روش به جینوساروئآ سودوموناس در آن انیب
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 چكيده

 شناسايي شوند.مي طبيعي هایاکوسيستم آلودگي باعث و گردندمي وارد زيست محيط به صنعتي هایفعاليت طريق از سنگين فلزات زمينه:

 ضرحا مطالعه از هدف لذا، .نمايدمي ايفا آن پاکسازی نهايت در و محيط آلودگي با رابطه در مهمي نقش سنگين فلزات به مقاوم هایباکتری

 باشد.مي Real time-PCR روش به آن ژن انيب بر آهن نانو ذرات ريثأت و جينوساروئآ سودوموناس نيسنگ فلزات به مقاوم یهاژن یجداساز

 روش به czr ژن فراواني گرفت. قرار مطالعه تحت جينوساروئآ سودوموناس جدايه 01 تعداد مقطعي، -توصيفي مطالعه اين در ها:روش و مواد

PCR ژن بيان بر آهن نانوپارتيكل اثرات همچنين شد. تعيين czr روش به Real-time PCR استخراج از پس RNA گرديد. ارزيابي 

 فلزات به مقاومت ژن بيان آزمايشگاهي محيط در توانست آهن نانوذره همچنين بودند. czr ژن حامل جدايه 22 تعداد مطالعه اين در ها:افتهي

 دهد. کاهش جينوساروئآ سودوموناس در را سنگين

 ت.اس متفاوت وميکادم نيسنگ فلز به نوزايآئروژ سودوموناس یباکتر مختلف یهاگونه مقاومت که داد نشان مطالعه اين گيری:نتيجه

 czr، PCR time-Real ژن سنگين، فلزات ،جينوساروئآ سودوموناس :کليدی واژگان
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 مقدمه
 راخی قرن دو در فلزات به محیطی آلودگی جهانی سطح

 فلزات از برخی حضور است. یافته افزایش شدت هب

 لامتس برای همیشگی تهدیدی ها،اکوسیستم در سنگین

 هامیکروب از آن در که پالایی زیست است. بشری جوامع

 محیطی زیست هایآلاینده تجزیه و زداییسمیت جهت

 جایگزینی جهت مناسب ایگزینه شود،می استفاده

 لزاتف حذف برای فعلی فیزیکوشیمیایی هایاستراتژی

 (.1) است سنگین

 تجه مختلفی هایروش هامیکروارگانیسم که آنجایی از

 دارند، فلزات به آلوده هایمحیط در ماندن باقی زنده

 ت.اس متفاوت هاآن زداییسمیت هایمکانیسم بنابراین

 ،زیستی تجمیع :از عبارتند هااستراتژی این از برخی

 و زیستی تبدیل زیستی فروشویی ،زیستی جذب

 حلم در توانمی هااستراتژی این از ،زیستی سازیمعدنی

 زداییآلودگی برای آلودگی محل از خارج یا و آلودگی

  (.2) نمود استفاده

 قوی کننده احیاء عوامل ظرفیتی صفر آهن ذرات نانو

 سایر و کلردار آلی ترکیبات احیای توانایی و باشندمی

 و فراوانی روش این هایویژگی از دارند. را آلی ترکیبات

 وادم افزایش عدم ؛تجمیع زیستی به دسترسی سهولت

 و کلروفنل حذف جهت زیست محیط به مضر شیمیایی

 اشد.بمی سیستم به شده افزوده آهن حذف سادگی و لنف

 حذف متداول هایروش با مقایسه در دیگر طرف از

 و است برخوردار کمتری هزینه از روش این کلروفنل

 سایر از روش این کارایی رودمی انتظار همچنین

  باشد. بالاتر کلروفنل حذف هایروش

 جهت روش این کاربرد به شده شمرده بر مزایا مجموع در

 یک ذره اندازه داد. خواهد خاصی ویژگی کلروفنل حذف

 هاآلاینده با واکنش و جذب در ذرات مهم نسبتاً ویژگی

 ذره مقطع سطح و کمتر ذره اندازه هرچه بنابراین است

 یابد.یم افزایش ذرات این پذیریواکنش میزان شود بیشتر

 ار آلاینده میزان بالا، ثرؤم سطح دلیل به آهن نانوذرات

  .(3) دهدمی کاهش ایتوجه قابل صورتهب

 طلا، با اکسیدآهن دادن پوشش مثل متعددی هایروش

 دآهناکسی نانوذرات سطح اصلاح برای سیلیکا و پلیمر

 ماده رینپرکاربردت سیلیس بین این در است، شده استفاده

 ایدارپ شیمیایی نظر از آن ترکیب زیرا است، پوشش برای

 شدن پراکنده و آهن نانوذره اکسیدشدن از مانع و است

  (.4) شودمی محلول در آهن اکسید نانوذرات

 یسیسوپرپارامغناط و یسازگار ستیز تیخاص علت به

 ت.اس گرفته قرار توجه مورد اریبس ماده نیا دآهنیاکس

 ستیز لحاظ هب 3Fe 4O آهن یدهایاکس انیم در

 یسیمغناط ذرات نانو است. ترنئمطم همه از یسازگار

 ستیز بالا، ییایمیش یداریپا لیدل به هنآ دیاکس

 نهیزم رد ساده نسبتاً دیتول ندیفرآ زین و مطلوب یسازگار

 انوذراتن دیتول .اندگرفته قرار توجه مورد اریبس یپزشک

 است. یابیدست قابل یمتفاوت یهاوهیش با

 با زیستی روش نانوذرات، تولید هایروش از یکی

 و هاویروس مخمرها، ها،باکتری ها،قارچ از استفاده

 نوانع به هاباکتری از استفاده باشد.می گیاهان همچنین

 اب مطابق کاملأ آهن نانوذرات قیمت ارزان تولید منبع

 نیاز معد بالا، سرعت سادگی، باشد.می سبز شیمی اصول

 از تزیس محیط با سازگاری و قیمت گران دستگاهای به

 لولیس دیواره زیستی، سنتز در باشد.می مزایا ترینمهم

 ازیب نانوذرات سنتز در اصلی نقش هامیکروارگانیسم

 یتهالکتریس لحاظ از منفی بار با سلولی دیواره کند.می

 و دارد لمتقاب ثیرأت مثبت بار با فلزی هاییون با ساکن

 وندشمی نانوذرات به فلزی هاییون زیستی کاهش باعث

  (.6و  5)

 شودیم استفاده هابیوتیکآنتی تحویل در که موادی نانو

 بافت در یکنواخت شکل توزیع -1 چندگانه مزیت دارای
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 کنترل رهاسازی -3 شدن حل قابلیت بهبود -2 هدف

 شده گزارش این، بر علاوه دارند. را شده تحمیل و شده

 وبیخ میکروبی ضد فعالیت کوچک اندازه با نانوذرات که

 است. داده نشان

 در موجود هایجنس ترینمهم از یکی هاسودوموناس

 یزیست تولید شوند.می محسوب سودوموناداسه خانواده

 با .رودمی شمار به محققین برای جدیدی زمینه نانوذرات

 خصوصیات توانندمی نانوذرات کوچک، اندازه به توجه

 رینبیشت د.نکن اصلاح را فلزات شیمیایی -یفیزیک

 بوده هاویژگی همین علتهب ذرات، نانو روی توجهات

 هایروش از استفاده با تواندمی نانوذرات سنتز است.

 ی،الکتروشیمیای شیمیایی، هایروش وسیلههب یمتنوع

 سنتز .شود انجام غیره و فتوشیمیایی ،γ دهی اشعه

 مخمر و هاباکتری وسیلههب PBS و CDS نانوذرات

 (.7) است شده انجام آمیزیموفقیت صورتهب

 ،دزسامی قادر را هاآن ها،باکتری متابولیک خصوصیات

 .نمایند ایفا مضر مواد زیستی تجزیه در را مهمی نقش

 روش یک هاباکتری توسط سنگین فلزات زیستی حذف

 بررسی باشد.می هاآلودگی این کاهش جهت مناسب

 عاملی هایگروه که داد نشان هاجدایه در جذب مکانیسم

 حذف رد هیدروکسیل و کربونیل آمید، کربوکسیل، نظیر

 ینا بنابراین بودند؛ ثرؤم رشد محیط از سنگین فلزات

 ازیپاکس و صنایع پساب تصفیه در توانندمی هاجدایه

 م،کادمیو ،سرب ویژههب سنگین فلزات به آلوده مناطق

 این همچنین شوند. برده کار به روی و مس نیکل،

 وذراتنان تولید برای مناسبی گزینه تواندمی هاباکتری

  (.2) باشند

 czc کلاستر توسط کادمیوم و روی کبالت، به مقاومت

 8 داری czcNICBADRS ژنی کلاستر شود.می کد

، CzcB ،CzcC ،CzcI شامل؛ و باشدمی OFR کلاستر

CzcN ،CzcR ،CzcD ،CzcA  وCzcS باشند.می 

CzcC، CzcB و CzcA یک ساختاری هایپروتئین 

 به که پمپ افلاکس جزئی سه کمواسموتیک پورترآنتی

 جخار سمت به هاکاتیون نتقالا سبب فعالی صورت

 هب مقاوم باکتریایی جدایه پژوهش این در (.8) شودمی

 آلوده مناطق از روی و مس نیکل، کادمیوم، ،سرب

 یهاژن شناسایی مطالعه این از هدف  شد. جداسازی

 انیب رب آهن نانو ذرات ریثأت و نیسنگ فلزات به تمقاوم

  روش به جینوساروئآ سودوموناس در آن

Real time-PCR .بود 
 

 هاروش و مواد
 از جینوساروئآ سودوموناس جدایه 66 مطالعه این در

 و هاآزمایشگاه در استریل سوآپ با سوختگی هاینمونه

 تعیین و آوریجمع تهران شهر سطح یهابیمارستان

 پروژه نیا در یبررس مورد (N) نمونه حجم .شدند هویت

 یهاهیسو وعیش زانیم چون: ییهاداده اساس بر

 تاطلاعا و بالینی هاینمونه در جینوساروئآ سودوموناس

 شد. تعیین دسترس در و شده چاپ

 هایکلونی :هاباکتری هويت تعيين و جداسازی کشت،

 جهت و جداسازی آئروژینوزا سودوموناس به مشکوک

 مونسی هایمحیط روی بر بیوشیمیایی هایتست انجام

 از پس و گردید کشت اوره و SIM، MRVP سیترات،

 نتایج گرادسانتی درجه 37 در انکوباسیون ساعت 24

 اکسیداز، تکمیلی، هایتست انجام با .گردید قرائت

 یمایدسیتر اختصاصی هایمحیط روی بر کشت و کاتالاز

 داده تشخیص آلمان مرک شرکت از براث LB و آگار

 (.9) شدند

 شناسايي جهت پليمراز ایزنجيره هایواکنش آزمون

 منظور به :سنگين فلزات به مقاومت کننده کد ژن

 از سنگین فلزات به مقاومت کننده کد هایژن شناسایی

 منظور به شد. انجام پلیمراز ایزنجیره هایواکنش روش
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 با هاسویه ژنومی DNA ابتدا هدف، هایژن تکثیر

 ایران( )سیناکلون، CinnaPure-DNA کیت از استفاده

 DNA خلوص درجه ییدأت جهت گردید. استخراج

( USA ،Bio-Rad) یوفتومترب دستگاه از شده استخراج

 رهایآغازگ از الیگونوکلئوتیدی توالی گردید. استفاده

  پرایمر توالی) موجود

5ʹ→:5ʹ-AARACIGGIACIYTIACIAARGGIG-3ʹ 

 ژن در ʹGIGCRTCRTTIACICCRTCICCIA-3 -ʹ5 و

  (.16) شد استفاده655  (bp) یکونآمپل طول به czr هدف

 سایت در شده انتخاب آغازگرهای BLAST از پس

NCBI، واکنش PCR میکرولیتر 25 نهایی حجم به 

 PCR master mix 5X میکرولیتر 5/5 شامل

  Taq DNA polymeraseحاوی ایران( )سیناکلون،

و  12MgC( مولمیلی 3) (65/6میکرولیتر/ واحد )

 از یک هر از میکرولیتر dNTPs1 (4/6 مولمیلی)

 از میکرولیتر 1 میکرومولار، 8/6 غلظت به پرایمرها

DNA دوبار آب میکرولیتر 5/16 و نانوگرم( 16) الگو 

 کلریترموسا گرادیانت از استفاده با استریل تقطیر

 انجام زیر صورت به سیکل 34 برای آلمان( )اپندورف،

 ملع ذیل صورت به مرتبط برنامه انتخاب با گرفت؛

 56 گرادسانتی درجه 94 اولیه واسرشت اول گام گردید:

 گام ثانیه، 36 برای درجه 56 آغازگر اتصال دوم گام ثانیه،

 و دقیقه 2 برای گرادسانتی درجه 72 اولیه گسترش سوم

 نظر در دقیقه 16 برای درجه 72 نهایی گسترش یک

 ژل در PCR واکنش محصولات پایان، در شد. گرفته

 /میکروگرم 5/6) بروماید اتیدیوم حاوی درصد 1 آگارز

 گردید. الکتروفورز( لیترمیلی

 با آهن نانوذرات حضور در czr ژن بيان ميزان تعيين

 واکنش انجام از قبل :Real-Time PCR روش

 /گرممیلی میزان به Real-time پلیمراز ایزنجیره

 بنیاندانش شرکت از تجاری آهن ذره نانو از 1/6 لیترمیلی

 26 حجم میزان سپس شد. تهیه پویا فن یاران کاوش

 هب فارلند مک نیم معادل و ریخته براث BHI از لیترمیلی

 اضافه مثبت czr ،جینوساروئآ سودوموناس باکتری آن

 (Late log phase) اسیون،انکوب ساعت 15 از پس شد.

 از پس است. RNA استخراج برای مرحله بهترین

 جهت شد. انجام RNA استخراج ساعت 15 گذشت

 نوری جذب روش از شده استخراج RNA کمی بررسی

 شد. استفاده نانومتر 286/266

 ادهاستف با میکرولیتر 26 حجم در پلیمراز ای زنجیره واکنش

  شرکت کیت از

(Genet bio CAT. NO: Q9210) به چنوبی کره 

 از میکرولیتر 16 شد: انجام زیر صورت

Prime Qmaster mix (2x) with syber green، 5 

 د،فوروار پرایمر از میکرولیتر Depc water، 1 از میکرولیتر

 Rox dye از میکرولیتر 1 ریورس، پرایمر از میکرولیتر 1

 هایقطعه تکثیر شد. استفاده CDNA از میکرولیتر 2 و

 برنامه با استرالیا کشور از Corbet دستگاه در نظر مورد

 تکثیر دقیقه، 1 برای گرادسانتی درجه 95 اولیه دناتوراسیون

 درجه 59 ثانیه، 36 برای گرادسانتی درجه 95 شامل

 برای گرادسانتی درجه 72 و ثانیه 46 مدت برای گرادسانتی

 اکتین بتا خانگی ژن از شد. انجام چرخه 35 در ثانیه 66

 رایب سپس شد. استفاده تست داخلی کنترل عنوانهب

 از مربوطه نمودارهای رسم و ژنی بیان میزان محاسبه

 محاسبه هدف ژن بیان مقدار و 3ویراش   RESTافزارنرم

 در mRNA بیان نسبی گیریاندازه با بیان میزان آنالیز شد.

 (.11) شد انجام استاندارد سویه با مقایسه
 

 هايافته
 یجداساز یهانمونه یرو بر یوشیمیاییب یهایشآزما

 در آمد: دست به یرز شرح به یجنتا و گرفت انجام شده

 یارمع گرفت. قرار یبررس مورد نمونه 66 پژوهش ینا
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 یهایژگیو جینوساروئآ سودوموناس یهایهجدا ییدتأ

 بود. یباکتر ینا یوشیمیاییب و یکرفولوژوم

 آزمون :czr ژن فراواني شناسايي جهت PCR نتايج

PCR پرایمرهای با گرفته صورت czr باند طول با bp 

 انجام جینوساروئآ سودوموناس هاینمونه روی بر 655

 (درصد 66/41) نمونه 25 در صرفاً که گردید مشخص و

 (.1 شکل) اندبوده czr ژن حاوی

 

 
 

؛ +C، چاهک 166bpها به ترتیب از چپ به راست: چاهک اول نشانگر ، شماره چاهکbp 655با طول باند  crzژن  ییشناسا جهت PCR جینتا (1 شکل

 های تحت مطالعه.نمونه 24تا  13؛ کنترل منفی و چاهک -Cکنترل مثبت، چاهک 
 

 آنالیز نتایج :qRT-PCR روش با crz ژن بيان نتايج

Real time- PCR منحنی دمای بهترین که داد نشان 

 درجه czr، 79/86 ژن برای (Melting curve) ذوب

 (.1ودار نم) بود گرادسانتی
 

 
 سودوموناس آئروژینوزادر ایزوله  czrدست آمده از تکثیر ژن همنحنی ذوب ب (1نمودار 

 Fig 1) Melting curve obtained from czr gene amplification in Pseudomonas aeruginosa isolates 
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 در czr ژن بیان که داد نشان Real Time PCR نتایج

 تیمار czr ژن دارای جینوساروئآ سودوموناس هایایزوله

 انوذرهن با نشده تیمار ایزوله به نسبت آهن نانوذره با شده

 انوذرهن مثبت نقش دهنده نشان که است بوده ترپایین آهن

 بوده مقاوم هایایزوله در czr ژن بیان کاهش در آهن

 (.2نمودار ) است

 

 
 

 تیمار شده و تیمار نشده با نانوذره آهن سودوموناس آئروژینوزاهای در ایزوله crzبرای ژن  Real Time PCRنتایج ( 2نمودار 

Fig 2) Real time PCR results for the crz gene in Pseudomonas aeruginosa isolates treated and untreated with iron nano-

particles 
 

 Real Time PCR( مقادير حاصل از 1جدول 

Expression Fold Change دلتا دلتا Ct اندازه اندازه Ct )کنترل( 
 Ct اندازه

(Experimental) 

2 -Ct Ct CTC CTE 
426317446/6  23/1  66/3  83/4  

 

 بیان که ستا آن آیدمی دستهب 1 جدول از که ایهنتیج

 گروه با مقایسه در (treat) تیمار هایسلول در ژن

 است. داشته بیان کاهش برابر 3/2 (،untreat) غیرتیمار

 در czr ژن بیان که داد نشان Real Time PCR نتایج

 تیمار czr ژن دارای جینوساروئآ سودوموناس هایایزوله

 انوذرهن با نشده تیمار ایزوله به نسبت آهن نانوذره با شده

 انوذرهن مثبت نقش دهندهنشان که است بوده ترپایین آهن

 مقاوم هایایزوله در czr ژن بیان کاهش در آهن

 است. بوده

 بحث
 زیکشاور و صنعتی هایزمینه در بشر هایفعالیت امروزه

 تفلزا ویژههب هاآلاینده از زیادی مقادیر شدن آزاد سبب

 .است شده خشکی و آبی هایبوم زیست به سنگین

 یطیمح هایمیکروارگانیسم که است داده نشان تحقیقات

 به نسبت متفاوتی مقاومت طبیعی هایاکوسیستم در

 تغلظ ورود با بنابراین دهند؛می نشان سنگین تافلز

 در مقاوم هایسویه تنها محیط به سمی فلزات بالای

 مانند.می باقی طبیعی هایمحیط
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 به مقاوم محیطی هایباکتری روی شده انجام مطالعات

 در ازغیربیماری هایباکتری این نقش ،سنگین فلزات

 و هابیوتیکآنتی به مقاومت هایژن حفظ با ارتباط

 یهایمحیط در زابیماری هایسویه به هاژن انتقال احتمال

ذار گثیرأتتواند می ،در تماس هستند هاباکتری این که

  .(2) باشد

 عنوان با بررسی در ،همکاران و (Dixit) دیکسیت

 کننده حذف هایباکتری مولکولی بررسی و جداسازی

 و خاک و آب در روی و مس نیکل، کادمیوم، ،سرب

 یستز محیط آلودگی هاآن توسط نانوذرات تولید ارزیابی

 یستز مشکلات ترینعمده از یکی به سنگین فلزات به

 مطالعه از حاصل نتایج .(2) است شده تبدیل محیطی

 در تیمار هایسلول در ژن بیان که ستا این حاضر

 ژن بیان کاهش برابر 3/2 غیرتیمار، گروه با مقایسه

 شد. مشاهده

 هایفعالیت علت به محیط در فلزات سطح افزایش با

 هاباکتری مدرن، کشاورزی اعمال و صنعتی

 سلولی درون غلظت کاهش جهت را هاییاستراتژی

 دارا مختلف هایروش به سمی هایکنندهآلوده

 ینسنگ فلزات به آلوده هایمحیط بنابراین باشند؛می

 رابرب در مقاومت قابلیت با هاییمیکروارگانیسم دارای

  .(12) هستند فلزات این

 رد فلزات انباشتگی بررسی در، هراتی و شکیبایی

 روی نانوذرات تشکیل در جینوساروئآ سودوموناس

 مس و (Cr) کروم کمپلکس که دریافتند سلول سطح

(cu) تا 16 سایز با دنس الکترون نانوذرات تشکیل در 

 مطالعه از حاصل نتایج .(13) کندمی شرکت نانومتر 46

 در تیمار هایسلول در ژن بیان که ستا این حاضر

 ژن بیان کاهش برابر 3/2 غیرتیمار، گروه با مقایسه

 شد. مشاهده

 ژن یبررس عنوان تحت ایمطالعه در همکاران و سلطانی

 به مقاوم یاستوتزر سودوموناس در یرو به مقاومت

 خاک از شده یجداساز یرو دیاکس نانوذرات و یرو

 منابع نیسنگ فلزات به آلوده یهاخاک که دریافتند

 فلزات به مقاوم یهاهیسو یجداساز یبرا یابالقوه

 اساس درک باشند.یم یفلز یدهاینانواکس و نیسنگ

 تواندیم هایباکتر در نیسنگ فلزات به مقاومت یکیژنت

 بهبود یبرا یعیطب یهاسمیمکان نیا از بهتر استفاده به

  .(14) گردد منجر زنده موجودات همه ستیز طیمح

 انورانج و گیاهان آبزیان، بافت در سنگین فلزات رسوب

 اطراف، محیط خاک و آب در فلزات این وجود دلیل به

 حیات افتادن خطر به همچون، فراوانی مضرات

 را زیست محیط چرخه در قرارگیری و زنده موجودات

 مصرف هاانسان که آنجایی از دارد. مراههبه خود با

 ینا سازیپاک لذا هستند غذایی منابع اصلی هایکننده

 الزامی سنگین فلزات وجود از خاک( )آب، هامحیط

 از و کنترل برای هامیکروارگانیسم این از استفاده .است

 بردهاییکار از یکی هافاضلاب از سنگین فلزات بردن بین

 داده اختصاص خود به را زیادی هایمطالعه که است

  .(15) است

 مهم عوامل از یکی آئروجینوسا سودوموناس

 نقص هب مبتلا بیماران در ویژه به بیمارستانی هایعفونت

 هایعفونت درمان برای است. کودکان و ایمنی سیستم

 عددیمت هایبیوتیکآنتی باکتری، این از ناشی شدید

 کار به اهبتالاکتام و هاکینولون آمینوگلیکوزیدها، نظیر

 بیمارستانی شیوع و مقاومت ظهور اما روند؛می

 امروزه است. شده گزارش بسیار مقاومت هایسویه

 ترینمهم از یکی عنوانبه فعال افلاکس هایپمپ

 در هایکبیوتآنتی اکتسابی و ذاتی مقاومت هایمکانیسم

  .(16) اندشده مطرح هاباکتری
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 رد ژن بیان که ستا این حاضر مطالعه از حاصل نتایج

 برابر 3/2 غیرتیمار، گروه با مقایسه در تیمار هایسلول

 شد. مشاهده ژن بیان کاهش

 اریبسی بـه ذاتی مقاومت دارای جینوساروئآ سودوموناس

 تجربــی هـایدرمان پی در است، هابیوتیکآنتی از

 که شوندمی مقاوم نیز حساس ایهـارگانیسم نامناسـب

 ننـدهک غیرفعال هایآنزیم تشکیل القائ وسیلههب امر این

 کننده، کد هایژن در موتاسـیون یا و هابیوتیکآنتی

 انتقـال طریـق از یـا و خارجی غشای هایپورین

 (.17) گیردمی صورت یدیمپلاس

 در هک است ظرفیتی دو سنگین فلزات از یکی کادمیوم

 تیاف روی با همراه معدنی هایسنگ در بیشتر طبیعت

 کاوی، معدن یهافعالیت طریق از عنصر این شود.می

 آبکاری روی، معدنی هایسنگ پردازش و استخراج

 و اتهفسف کودهای فسیلی، هایسوخت از استفاده فلزات،

 هایفاضلاب طریق از و کشاورزی در هاکشحشره

 کادمیوم هاینمک شود.می خاک وارد صنعتی و شهری

 و سلولی هایآسیب سبب و گیاهان جذب راحتی به

  (.18) شوندمی بافتی

 پلاسمید حضور به سنگین فلزات به مقاومت اغلب

 حمل را مقاومت به مربوط هایژن که شودمی مربوط

 به کیژنتی عناصر این انتقال با قادرند کهطوریبه ،کندمی

 )مثلاً شوند مقاومت گسترش سبب دیگر هایسویه

 به مقاوم هایباکتری از برخی پلاسمید ژن حضور

 ءمنشا هامقاومت این اوقات گاهی اما کادمیوم(؛

 66 تعداد رو،پیش مطالعه در .(15) دارند کروموزومی

 ورحض بررسی منظور به آئروجینوسا سودوموناس نمونه

 رد ژن این که داد نشان نتایج که شد مطالعه وارد czr ژن

 .بود (درصد 6/41) ایزوله 25

 مطالعه عنوان تحت ایمطالعه در ،همکاران و مقامیقائم

 در نیکل و کادمیوم به مقاومت ةکنند کد هایژن

 فاضلاب از شده جدا آئروجینوسا سودوموناس هایسویه

 هافاضلاب از آمده، دستهب نمونه 246 مجموع از تهران،

 سودوموناس درصد 16 تنها شده، آوریجمع هاپساب و

 شانن نتایج گردید. سازیخالص و جداسازی آئروجینوسا

 از شده جدا جینوسایروئآ سودوموناس که داشت آن از

 فلز 1 مولمیلی به نسبت تهران سطح هایفاضلاب

 نگینس فلز مقابل در اما بوده، مقاوم کاملاً نیکل سنگین

 میکرومول 79 تا میکرومول 9/6 رنج در مقاومتی کادمیوم

 ،کادمیوم به مقاوم ژن وجود همچنین داد.می نشان خود از

czr با باکتری این در PCR مطالعه این رسید. اثبات به 

 باکتری مختلف هایگونه مقاومت که داد نشان

 تفاوتم کادمیوم سنگین فلز به جینوساروئآ سودوموناس

 مورد باکتری که بود آن از حاکی آمده دستبه نتایج است.

 زانمی اما بوده، مقاوم کادمیوم سنگین فلز مقابل در نظر

 گیزند محیط در موجود سنگین فلز میزان به آن، مقاومت

 66 مجموع از روپیش مطالعه در .(19) است وابسته آن،

 25 داتعد مطالعه تحت جینوساروئآ سودوموناس باکتری

 تمامی از درصد 6/41 که بودند czr ژن حامل سویه

 شد.می شامل را هاسویه

 رد ژن بیان که ستا این حاضر مطالعه از حاصل نتایج

 برابر 3/2، غیرتیمار گروه با مقایسه در، تیمار هایسلول

 گرفته انجام عاتلمطا با و شد مشاهده ژن بیان کاهش

 حسن و( 26)(Raja) رجا یلقب از محققین سایر توسط

 آمدن دست به هایعلت از یکی که داشت مغایرت( 21)

 سودوموناس هایباکتری برای مختلف مقاومت

 در مختلف هایمکان از شده استخراج آئروژینوزای

 هاآن هایگونه بودن متفاوت تواندمی حاضر، ةمطالع

 این یلدل تنها تواندنمی این اما باشد؛ یکدیگر به نسبت

 گردید، اشاره فوق در که گونهناهم زیرا باشد، موضوع

 ونه،گ و نوع نظر )از نیز یکسان هایباکتری مقاومت حتی

 هایهگون با آئروجینوسا سودوموناس هایباکتری مشابه
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 فلز یزانم با هاییمحیط در که یکدیگر( به نسبت یکسان،

 هب نسبت تواندمی کنند،می زندگی متفاوت سنگین

 به اوتمتف علت شاید بنابراین باشد؛ متفاوت یکدیگر

 سودوموناس هایباکتری مقاومت آمدن دست

 شهر مختلف هایمکان از شده استخراج جینوسایروئآ

 حیطم در کادمیوم فلز فراوانی میزان بودن متفاوت تهران،

 .باشد بوده هاآن زندگی

 جدید هایویژگی دلیل به نانومواد اخیر، دهه چند در

 فعالیت و حجم به سطح نسبت بودن بزرگ شامل

 میان در است. کرده پیدا زیادی توجه بالا واکنشی

 بیشتری توجهات آهن نانوذره به اخیراً دیگر، نانوذرات

 ستا این حاضر مطالعه از حاصل نتایج .(22) است شده

 گروه با مقایسه در تیمار هایسلول در ژن بیان که

 شد. مشاهده ژن بیان کاهش برابر 3/2 غیرتیمار،

 در قیمت گران فلزی نانوذرات جای به ارزان نانوذرات

 و ندشومی پیشنهاد میکروالکتریکی کاربردهای سطح

  اند.شده کشف ضدمیکروبی مواد آخرین هاآن احتمالاَ

 منسوجات، صنعت در ضدباکتریایی مواد کاربردهای

 یرهغ و غذایی هایبندیبسته و پزشکی آب، ضدعفونی

 ضدعفونی برخلاف (.23) است شده شناخته خوبی به

 ادنانومو که نیست انتظاری معمول شیمیایی هایکننده

 نند.ک تولید مضر هایکننده ضدعفونی میکروبی، ضد

 نانو عفونت و آلودگی کنترل قابلیت همچنین

 شفک زنده سلول و آزمایشگاهی محیط در هابیوتیکآنتی

 (.24) است شده اثبات و

 در ندیارزشم تأثیر تواندمی میکروبی ضد نانوذرات تهیه

 هاآن رازی باشد داشته هابیوتیکآنتی سنتز با مقایسه

 واندتمی نانوذرات دارند. مدت طولانی و بیشتر پایداری

 هک استریلیزاسیون بالای دمای مانند نامساعد شرایط در

 ،دشونمی غیرفعال مرسوم هایبیوتیک آنتی آن تحت

 (.25) کنند مقاومت

 هاییباکتر روی نانوذرات ضدمیکروبی فعالیت روی بر

 وکوساستافیلوک و اشریشیاکلی مانند انسان زایبیماری

 مبیوفیل تشکیل .(26) است شده زیادی مطالعه اورئوس

 از زیرا است شده شناخته مهم مشکل هاباکتری در

 همین به و کندمی حفاظت هابیوتیکآنتی علیه هاباکتری

 مزمن هایعفونت توسعه اصلی علل از یکی دلیل

 الکترواستاتیکی هایویژگی .(27) رودمی شماربه

 اثر هاآن واکنش چگونگی روی بیوفیلم و نانوذره

 الکترواستاتیکی واکنش طریق از نانوذرات گذارد.می

 ایغش با و شوند متصل باکتری غشای به توانندمی

 ایغش کامل تخریب باعث و کند ایجاد تداخل باکتری

 (.28) شوند باکتری

 جزاءا پپتیدوگلیگان لایه کربوکسیل هایگروه و آمین

 مس اب که هستند باکتری دیواره اصلی کننده ترکیب

 شوندکهمی سلول دیواره آسیب باعث و داده واکنش

 شماربه نانوذرات ضدمیکروبی هایمکانیسم از یکی

 (.29) یدآمی

 اکسید وذراتنان ضدباکتریایی فعالیت القای مکانیسم البته

 زیرهاسا مقدار اما است؛ نشده شناخته کامل طوربه فلزی

 شودمی فرض اصلی دلیل ROS تولید متعاقباً و یون

 سنتز و  DNAهمانندسازی از مکانیسم دو هر (.23)

 باعث و کندمی جلوگیری هامیکروب در آمینواسید

 میکروبیضد خاصیت نتایج شود.می ضدمیکروبی فعالیت

 قطر با آهن اکسید نانوذره داد، نشان نیز حاضر مطالعه

 رلیتمیلی بر میکروگرم 28 دزُهای در نانومتر 26 از کمتر

 و بود خوبی نسبت به ضدمیکروبی خواص دارای

 مونهن در موجود هایباکتری تمامی رشد تقریباً توانست

 مطالعه ر، دهمکاران و امجدی کهحالی در .کند مهار را

 26 از رکمت قطر با مس اکسید نانوذره که دریافتند مشابه

 ایدار لیترمیلی بر میکروگرم 66 و 36 دزُهای در نانومتر

 تتوانس و بود خوبی نسبت به ضدمیکروبی خواص
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 رمها را نمونه در موجود هایباکتری تمامی رشد تقریباً

 (.36) کند

 خود تحقیق در ،همکاران و (Bondarenko) بوندارنکو

 هایگروه و آمین با مس، اکسید نانوذرات نمودند بیان

 ادهد واکنش میکروبی هایسلول سطح روی کربوکسیل

 به Cu (I) مس اکسیداسیون واکنش طی در همچنین و

Cu (II)، Ros شدن آزاد باعث که کنندمی تولید 

 یهاپروتئین به که شودمی هیدروکسیل هایرادیکال

 فعالیت باعث و رسانده آسیب DNA و ضروری

 والیت در شده مشاهده تغییرات شود.می ضدباکتریایی

DNA برای عاملی توانندمی همچنین تحقیق این در 

 بروز طریق از سلولی چرخه و رشد بازدارندگی

 رشد اب مرتبط هایژن بیان تغییر آن دنبال به و هاجهش

  (.26) باشند سلولی چرخه کنترل و

 اکسید نانوذرات سمیت بررسی به ،همکاران و ندافی

 روی بر (TiO2) تیتانیوم اکسید و (ZnO) روی

 و ATCC 35218 اشرشیاکلی های باکتری

 این پرداختند. ATCC 25923 اورئوس استافیلوکوک

 روی اکسید نانوذرات حاد سمیت که داد نشان مطالعه

 یتانیومت اکسید نانوذرات حاد سمیت از بیشتر مراتب به

نیا و همکاران، به بررسی شیوع شفیع (.31) است

عفونت با سودوموناس آئروژینوسا در بیماران مبتلا به 

تشخیص سینوزیت مزمن پرداخته و دریافتند که 

با  Pseudomonas aeruginosa مولکولی

یک روش مؤثر و سریع  oprL کاربردن ژن هدفبه

 .باشدمی ساسودوموناس آئروزینوجهت شناسایی 

 یهاگونه مقاومت ،داد نشان پژوهش این مطالعات

 نینگس فلز به جینوساروئآ سودوموناس یباکتر مختلف

 (.32)است متفاوت ومیکادم

 

 گيرینتيجه

 در czr ژن بیان که داد نشان Real Time PCR نتایج

 تیمار czr ژن دارای جینوساروئآ سودوموناس هایایزوله

 انوذرهن با نشده تیمار ایزوله به نسبت آهن نانوذره با شده

 انوذرهن مثبت نقش دهنده نشان که است بوده ترپایین آهن

 بوده مقاوم هایایزوله در czr ژن بیان کاهش در آهن

 یهاگونه مقاومت ،داد نشان پژوهش این مطالعات .است

 نینگس فلز به جینوساروئآ سودوموناس یباکتر مختلف

 .است متفاوت ومیکادم

 

 قدرداني و سپاس

 ارشد کارشناسی دوره نامهپایان از مقاله این

این پژوهش تحت  است. شده استخراج میکروبیولوژی

قل مست نبوده و کاملاً ارگانیحمایت مالی هیچ سازمان یا 

 تحقیقاتی زمایشگاهآ از وسیلهبدین انجام شده است.

 شناسیمیکروبویژه از کارشناس ارشد هب و پاسارگاد

 این انجام در که عزیزانی کلیه پور و نیزآقای مجید صادق

 و قدردانی داشتند ارزنده و مفید راهنمایی علمی فعالیت

  گردد.می تشکر

 

 تضاد منافع

 توسط نویسندگان بیان منافع تعارض گونه هیچ

 نشده است.
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Nanomaterial with High Antimicrobial 

Efficacy-- Copper/Polyaniline Nanocomposite. 

ACS Appl Mater Interfaces 2015; 7(3): 1955-

66. 

25.Bondarenko O, Ivask A, Käkinen A, et al. 

Sub-Toxic Effects of CuO Nanoparticles on 

Bacteria: kinetics, Role of Cu Ions and Possible 

Mechanisms of Action. Environ Pollut 2012; 

169: 81-9. 

26.Pelgrift RY, Friedman AJ. Nanotechnology as 

a Therapeutic Tool to Combat Microbial 

Resistance. Adv Drug Deliv Rev 2013; 65(13-

14): 1803-15. 

27.Landini P, Antoniani D, Burgess JG, et al. 

Molecular Mechanisms of Compounds 

Affecting Bacterial Biofilm Formation and 

Dispersal. Appl Microbiol Biotechnol 2010; 

86(3): 813-23. 

28.Sutherland I. Biofilm Exopolysaccharides: A 

Strong and Sticky Framework. Microbiology 

2001; 147(1): 3-9. 

29.Jones N, Ray B, Ranjit KT, et al. Antibacterial 

Activity of ZnO Nanoparticle Suspensions on a 

Broad Spectrum of Microorganisms. FEMS 

Microbiol Lett 2008; 279(1): 71-6. 

30.Amjady F, Golestani EB, Karimi F. An 

Investigation of the Effect of Copper 

Nanoparticles on E. Coli Genome by RAPD 

Molecular Markers. J Mol Cell Res 2015; 

28(4): 475-87. (Persian) 

31.Naddafi K, Zare MR, Younesian M, et al. 

Bioassay for Toxicity Assessment of Zinc 

Oxide and Titanium Oxide to Escherichia Coli 

ATCC 35218 and Staphylococcus Aureus 

ATCC 25923 Bacteria. Iran J Health Environ 

2011; 4(2): 171-80. (Persian) 

32.Shafienia H,  Shahhosseiny MH,  2, Bayat M, 

et al. Evaluation of prevalence of Pseudomonas 

aeruginosa infection in operated patients with 

Chronic Sinusitis in Rasoule Akram Hospital 

by Polymerase Chain Reaction (PCR). Iran 

South Med J 2015; 18(4):720-8. (Persian) 

 

 

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
is

m
j.2

3.
1.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
15

 ]
 

                            12 / 13

http://bpums.ac.ir/
http://ismj.bpums.ac.ir/search.php?sid=1&slc_lang=en&auth=Shafienia
http://ismj.bpums.ac.ir/search.php?sid=1&slc_lang=en&auth=Shahhosseiny
http://ismj.bpums.ac.ir/search.php?sid=1&slc_lang=en&auth=Bayat
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-714-en.pdf
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-714-en.pdf
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-714-en.pdf
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-714-en.pdf
http://dx.doi.org/10.52547/ismj.23.1.1
https://ismj.bpums.ac.ir/article-1-1238-en.html


Iran South Med J 2020; 23(1): 1-13 
 

Website: http://bpums.ac.ir 

Journal Address: http://ismj.bpums.ac.ir 

Original Article 

 

Detection of Heavy Metals Resistance Genes and 

Effects of Iron Nanoparticles on the Gene  

Expression in Pseudomonas Aeruginosa Using 

Real-Time PCR 
 

M. Rostami (MSc)
1*, K. Amini (PhD)

2**, B. Kheirkhah (PhD)
3

 
1 Department of Microbiology, School of Basic Sciences, Sirjan Branch, Islamic Azad University, Sirjan, Iran, Iran 

2 Department of Microbiology, School of Basic Sciences, Saveh Branch, Islamic Azad University, Saveh, Iran 

3 Department of Microbiology, school of Basic Sciences, Kerman Branch, Islamic Azad University, Kerman, Iran 

 

 

(Received 12 Jan, 2019 Accepted 3 Nov, 2019) 

 

Abstract 

Background: Heavy metals enter the environment through industrial activities and contaminate natural 

ecosystems. Identification of heavy metal-resistant bacteria plays an important role in environmental  

pollution and ultimately cleansing it. Therefore, the aim of the present study was to isolate the resistant 

genes of Pseudomonas aeruginosa and the effects of nanoparticles on gene expression using real-time PCR. 

Materials and Methods In this descriptive cross-sectional study, 60 isolates of P. aeruginosa were studied. 

Frequency of czr gene was determined by PCR. Also, the effects of iron nanoparticles on czr gene expression 

were evaluated by real-time PCR after RNA extraction. 

Results: In this study, 25 isolates were carriers of czr gene. Also, iron nanoparticles could reduce the  

expression of the heavy metal resistance gene in P. aeruginosa in vitro. 

Conclusion: This study showed that the resistance of different species of P. aeruginosa to the heavy metal 

cadmium is different. 
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