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Background and Aim The efflux pump in Pseudomonas aeruginosa inhibits the effect of ciprofloxacin by 
releasing quinolones out of the cell. It is important to find compounds to inactivate or inhibit its activity 
to continue using the antibiotics. The present study was done to investigate using sertraline as an efflux 
pump inhibitor in P. aeruginosa to reduce antibiotic resistance.
Methods & Materials P. aeruginosa strains were isolated from clinical sources and identified by routine 
microbiological methods. Resistance of the isolates to ciprofloxacin was evaluated by Kirby–Bauer test. 
Resistance breakdown was investigated by adding sertraline to the Moller Hinton agar medium and 
determining the zone of inhibition of ciprofloxacin. Minimum inhibitory concentration (MIC) by microplate 
dilution method and Minimum bactericidal concentration (MBC) by culture and MTT method were done 
for the isolates and ATCC 27853. The presence of the efflux pump was evaluated by the phenotypic 
method using sertraline and serial dilution method of the liquid medium in a microplate, on ciprofloxacin-
resistant strains. The presence of the producing gene of this pump was determined by the genotyping 
method in resistant strains by performing PCR. The standard PAO1 strain of P. aeruginosa was used as a 
positive control.
Ethical Considerations This study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medical Sciences 
of Islamic Azad University, Brojerd Branch (Code: IR.IAU.B.REC.1401.011).
Results Based on Kirby–Bauer test results, three strains were considered resistant to ciprofloxacin. MIC 
of drug-resistant strains was between 32 and 64 mg/ml and MBC was between 16 and 32 mg/ml. By 
performing electrophoresis on the PCR products, it was determined that the tested strains contained 
the mexA gene encoding the efflux pump. In the agar medium without sertraline, the zone of inhibition 
around the ciprofloxacin disc was zero, but after adding sertraline, the diameter of the halo increased 
to 25 mm. The minimum inhibitory concentration of ciprofloxacin in the isolates before adding 25 µg of 
sertraline was 128 µg/ml and after adding sertraline, it was 4 µg/ml.
Conclusion It was concluded that sertraline inhibited the efficiency of the efflux pump in resistant P. 
aeruginosa isolates and reduced ciprofloxacin resistance.
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P
Extended Abstract

Introduction

seudomonas aeruginosa plays a key role 
in various nosocomial infections world-
wide. This bacterium is found in many 
habitats and grows in aerobic conditions. 

It causes disease with various virulence factors. Cur-
rently, P. aeruginosa is inherently resistant to many an-
tibiotics. It might be due to the low permeability of the 
outer membrane and the efflux pump and the leakage of 
the enzymes inactivating the antimicrobial agent, making 
the treatment very difficult. Fluoroquinolones, especially 
ciprofloxacin, are widely used in the treatment of P. aeru-
ginosa infections. The emergence of resistant strains has 
caused concerns in this regard. The spread of infectious 
diseases and consequently an increase in drug resistance 
have been one of the most serious threats to the successful 
treatment and health of the community.  The very high 
costs of processing an antibiotic and its long time to treat 
a bacterium have resulted in developing newer ways of 
using antibiotics in the treatment of bacteria. One way to 
reduce the bacterial stability is the inhibition of antibiotic 
disposal systems, such as the efflux pump in bacteria [1]..  
Sertraline (with trade names of Zoloft and Acentra) is an 
antidepressant drug from the group of serotonin reuptake 
inhibitors. It is used to treat depression and is taken orally. 
Sertraline prevents the reuptake of serotonin by postsyn-
aptic neuroreceptors and an increase in the concentration 
of serotonin in the central nervous system. Sertraline also 
slightly inhibits the reuptake of dopamine. Its chemical 
formula is C17H17Cl2N. Its half-life is between 13 and 
45 hours. It has been used in some studies to reduce the 
function of efflux pump proteins of Gram-negative bacte-
ria, such as E. coli. 

The present study aimed to investigate using this com-
pound in inhibiting the efflux pump in P. aeruginosa .[7]

Materials and Methods

P. aeruginosa isolates were collected from clinical centers. 
Using biochemical reactions and differential diagnosis, P. 
aeruginosa isolates were evaluated in terms of sensitivity 
to the antibiotic ciprofloxacin from the 12-hour growth 
of the bacteria based on the CLSI2020 M100 standard 
guidelines in the form of Kirby-Bauer test by Disk dif-
fusion method with five units of ciprofloxacin disk. The 
isolates with a zone of less than 18 mm were considered 
resistant strains. Then, for further examination and veri-
fication, MIC was evaluated using the CLSI2020M7-8 
standard, and the minimum inhibitory concentration of 

ciprofloxacin for the growth of P. aeruginosa was deter-
mined. The resistant strains in terms of the presence of 
the efflux pump were identified by PCR method using the 
primer designed by studying the efflux pump gene. 

For resistance breakdown evaluation, 2 % of sertraline 
was added to the Mueller Hinton agar medium for deter-
mining the zone of inhibition of ciprofloxacin.

The microplate dilution method was used for determin-
ing the minimum inhibitory concentration. The minimum 
bactericidal concentration was determined by culturing 
and MTT methods. Resistance breakdown in broth media 
was evaluated by the reduction in the minimum inhibitory 
concentration of the isolates in Muller Hinton Broth and 
the determination of a significant reduction in bacterial 
resistance to ciprofloxacin.

Results 

The effect of sertraline on the disc diffusion method was 
evaluated. In this method, before the addition of sertra-
line, there was no zone of inhibition (Figure 3), but after 
the addition of sertraline, the zone of inhibition increased 
to 25 mm. It means that with the addition of sertraline, the 
completely drug-resistant bacteria became sensitive.

The results of minimum inhibitory concentration and 
minimum lethal concentration of ciprofloxacin for drug-
resistant strains of P. aeruginosa and standard strain P. ae-
ruginosa 25873 can be seen in Table 3. The results of the 
MTT assay were also consistent with the culture results in 
the case of MBC determination.

The results of the presence of the efflux pump gene 
showed that the resistant strains had efflux pumps.

The results showed that sertraline can prevent the as-
sembling of the efflux pump in P. aeruginosa due to its 
formulation or interference with its function by forming a 
complex with the efflux pump proteins. Therefore, fluo-
roquinolone antibiotics, such as ciprofloxacin, released 
out of the cell by the efflux pump, prevent the division of 
the bacteria; thus, the protein-producing function is im-
paired and the effect of the antibiotic increases.

Discussion

Based on the results, it was concluded that sertraline 
could inhibit the efficiency of the efflux pump in resistant 
P. aeruginosa isolates and break the ciprofloxacin resis-
tance in clinical isolates of P. aeruginosa. 
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It is recommended to examine these materials for efflux 
pumps in vivo.
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زمینه و هدف پمپ افلاکس در سودوموناس آئروجینوزا باعث مقاومت آنتی بیوتیک های خانواده کینولون ها با اخراج آن از سلول سودوموناس 
می شود؛ بنابراین مهار این پمپ با کمک ترکیبات شیمیایی غیر فعال کننده فعالیت پمپ می تواند باعث مقابله با مقاومت دارویی باکتری 
شود. هدف از این پژوهش، ارزیابی استفاده از سرترالین به  عنوان مهارکننده پمپ افلاکس در سودوموناس آئروجینوزا برای کاهش مقاومت 

دارویی است.

مواد و روش ها سویه های سودوموناس آئروجینوزای ارزیابی شده در این پژوهش از نمونه های بالینی بیماران جداسازی و پس از شناسایی 
آن ها با روش های میکروب شناسی،  مقاومت آن ها نسبت به سیپروفلوکساسین با روش کربی بائر ارزیابی شد. حداقل غلظت ممانعت کننده 
سیپروفلوکساسین با روش سریال رقتی محیط مایع در میکروپلیت و حداقل غلظت کشنده دارو با کشت و نیز روش  MTT برای سویه های 
مقاوم به داروی سودوموناس آئروجینوزا و سوش استاندارد سودوموناس آئروجینوزای 25873  تعیین شد. بررسی شکست مقاومت با اضافه 
کردن سرترالین به محیط مولر هینتون آگار و تعیین قطر هاله سیپروفلوکساسین انجام شد. حضور پمپ افلاکس به روش فنوتیپی با 
استفاده از ماده دارویی سرترالین و روش سریال رقتی محیط مایع در میکروپلیت، روی سویه های مقاوم به سیپروفلوکساسین ارزیابی شد. 
وجود ژن مولد این پمپ به روش ژنوتایپی در سویه های مقاوم با انجام PCR تعیین شد. از سویه استاندارد PAO1 سودوموناس آئروجینوزا 

به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.  

ملاحظات اخلاقی این پژوهش با کد اخلاق IR.IAU.B.REC.1401.011 به تصویب کمیته اخلاق دانشکده علوم پزشکی دانشگاه آزاد 
اسلامی واحد بروجرد رسید.

یافته ها بر اساس نتایج کربی بائر،  3 سویه مقاوم به سیپروفلوکساسین در نظر گرفته شد.  حداقل غلظت ممانعت کننده سویه های مقاوم 
به دارو بین 32 تا 64 میلی گرم بر میلی لیتر و حداقل غلظت کشنده دارو بین 16 تا 32 میلی گرم بر میلی لیتر بود. با انجام الکتروفورز 
روی محصولات PCR مشخص شد سویه های مورد آزمایش، حاوی ژن mexA  کد کننده پمپ افلاکس هستند. در محیط آگار دار بدون 
سرترالین، قطر هاله اطراف دیسک سیپروفلوکساسین صفر بود، اما پس از افزودن سرترالین، قطر هاله به 25 میلی متر افزایش یافت. 
همچنین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد سیپروفلوکساسین در سویه ها قبل از اضافه  کردن 2 درصد سرترالین، 128 میکروگرم بر 

میلی لیتر بود که پس از اضافه کردن سرترالین به 4 میکرو گرم بر میلی لیتر تبدیل شد. 

نتیجه گیری سرترالین باعث کاهش حداقل غلظت ممانعت کننده دارو از طریق کاهش کارایی پمپ افلاکس در باکتری سودوموناس 
آئروجینوزا می شود و مقاومت باکتری را نسبت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین کاهش می دهد.

کلیدواژه ها: 
سودوموناس آئروجینوزا، 
سیپروفلوکساسین، پمپ 

افلاکس، سرترالین
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مقدمه

گسترش بیماری های عفونی و نیز افزایش مقاومت دارویی یکی 
از تهدیدهای جدی در درمان موفقیت آمیز بیماری های عفونی 
است. سویه های مقاوم پسودوموناس آئروجینوزا نقش برجسته ای 
در ایجاد عفونت های گوناگون و از  جمله عفونت های بیمارستانی 
در سراسر جهان دارند ]1[. معمولًا سودوموناس به بسیاری از 
نفوذپذیری  می تواند  آن  دلیل  که  است  مقاوم  آنتی بیوتیک ها 
پایین غشای خارجی، وجود پمپ های افلاکس و تولید آنزیم های 
غیر فعال کننده آنتی بیوتیک ها یی مانند بتا لاکتاماز ها باشد که 
درمان عفونت های ناشی از این باکتری را با دشواری زیادی روبه رو 

می کند ]2[. 

سلول  از  آنتی بیوتیک ها  راندن  بیرون  باعث  افلاکس  پمپ 
 1978 سال  در  را  افلاکس  پمپ های  لوِی  می شود.  باکتری 
پمپ  سیستم های  از  خانواده   5 کرد.  شناسایی   E. coli در 
افلاکس باکتری ها شناسایی شده اند. بخشی از مقاومت دارویی 
مشاهده شده در باکتری ها در برابر داروهای مختلف مربوط به 
وجود همین پمپ هاست ]3، 4[. یکی از راه های کاهش مقاومت 
باکتری، استفاده از مهارکننده های پمپ های افلاکس در باکتری ها  
است ]4[. مهارکننده های پمپ افلاکس عواملی هستند که با مهار 
کردن پمپ های افلاکس و اختلال در کارایی آن ها، باعث افزایش 
غلظت آنتی بیوتیک درون باکتری شده و موجب عملکرد طبیعی 

آنتی بیوتیک و مرگ باکتری می شوند ]3، 5[.

مطالعات سال های اخیر نشان داد ترکیباتی که به دارو های 
غیرآنتی بیوتیک معروف شده اند و برای کنترل شرایط پاتولوژیک 
قلبی عروقی  بیماری های  و  افسردگی  التهاب،  مانند  غیر عفونی 
استفاده می شوند ]5[، فعالیت های ضد میکروبی دارند. از جمله 
این گروه های دارویی می توان به داروهای ضد افسردگی ]6، 7[ 
ضدروان پریشی ]8، 9[ ضد فشار خون ]9، 10[ ، آنتی هیستامین ها 
]11[ ، ضد اسپاسم ]12[ ، ضد التهاب ]13[ و داروهای قلبی عروقی 

]14[ اشاره کرد.

در برخی از این پژوهش ها گزارش شد برای مثال، کلرپرومازین 
انتریکا،  سالمونلا  گونه های  همه  علیه  بروماید  اتیدیوم  جریان 
مایکوباکتریوم آویوم و مایکوباکتریوم اسمگماتیس را کاهش داده 
است ]14، 15[ یا گزارش شد وراپامیل، یک مسدود کننده کانال 
 p-glycoprotein کلسیم، چندین پمپ خروجی باکتری از جمله
را مهار می کند ]16، 17[ یا در پژوهشی دیگر کاتز و همکاران، 
فعالیت ضد باکتریایی پاروکستین، فموکستین و مشتقات آن ها را 
علیه E. coli ،S. aureus بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند 
 NorA ، non-NorA که این ترکیبات فعالیت پمپ های خروجی

و RND را مهار می کنند ]18[.

و همکاران، خواص ضدمیکروبی  به طور مشابه، هندریکس 
و  آمی تریپتیلین  ایمی پرامین،  حلقه ای   3 ضد افسردگی   2

اورئوس  استافیلوکوکوس  پنومونیه،  فنوتیازین ها علیه کلبسیلا 
و سودوموناس آئروجینوزا را بررسی کردند ]19[. بر اساس این 
سرترالین1،  از جمله  ضد افسردگی،  داروهای  از  برخی  شواهد، 
بالقوه ضدمیکروبی  سیتالوپرام2 و ونلافاکسین3 نیز ویژگی های 
خود را به تنهایی و در ترکیب با آنتی بیوتیک ها و تأثیر ترکیبات 
ضد افسردگی/آنتی بیوتیک بر مقاومت به بعضی از آنتی بیوتیک ها 
ترکیب  این  از  استفاده  پژوهش،  این  از  هدف  کرده اند.  آشکار 
در  سیپروفلوکساسین  دارویی  مقاومت  افلاکس  پمپ  مهار  در 

سودوموناس آئروجینوزاست.

مواد و روش ها

داروها و مواد شیمیایی

داروها و مواد شیمیایی شامل سرترالین )داروسازی اکسیر 100 
 016M4058V # No  میلی گرمی(، سیپروفلوکساسین )شرکت
Fluka(، دیسک آنتی بیوتیک 5 واحدی سیپروفلوکساسین )پادتن 
تب No #  201127( و دی متیل سولفوکساید ) حلال سرترالین 

 CAS number:   67-68-5( بود.

سویه های باکتری

آئروجینوزای  این مطالعه مقطعی، سویه های سودوموناس  در 
استفاده شده در این تحقیق از نمونه های بالینی در مراکز درمانی 
شهر اراک جدا شده بودند که با استفاده از آزمایش های  بیوشیمیایی 

و تشخیص های افتراقی معمول شناسایی شدند ]1، 20[.

محیط های کشت

 No و Quelab براث )شرکت  B.H.I محیط های کشت شامل
 ،)No#30505 و  Canda Lab 759980#(، بلاد آگار )شرکت
مولر  و   )No#46339 و  QUElab براث )شرکت مولر هینتون 

هینتون آگار )شرکت Candalab و No#209219( بود.

آزمایش انتشار از دیسک

طبق  سیپروفلوکساسین،  آنتی بیوتیک  به  حساسیت  آزمایش 
دستورالعمل استاندارد CLSI 2020 ،M100 ، 30 th ed از روش انتشار 
از دیسک، کربی بائر و با دیسک های 5 واحدی سیپروفلوکساسین 
 18mm از  هاله کمتر  و جدایه هایی که  انجام شد  )پادتن طب( 

داشتند، سوش های مقاوم در نظر گرفته شدند ]21[. 

تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده به روش میکروبراث سریال 

1. Sertraline (SR) 
2. Citalopram (CIT) 
3. Venlafaxine (VF) 
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دایلوشن در محیط مایع و تعیین حداقل غلظت کشنده دارو

برای   CLSI 2018 ،M07 ،11 th ed استاندارد  اساس  بر 
سویه ها،  حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد، سیپروفلوکساسین 
  CAMHB به روش میکرو براث سریال دایلوشن در محیط مایع

تعیین شد.

برای این کار، ابتدا  10 برابر غلظت مورد نیاز سیپروفلوکساسین 
طبق دستورالعمل برای حداقل غلظت ممانعت کننده آماده شد 
]22[. سریال دایلوشن از 256 میکروگرم بر میلی لیتر به صورت 
میکرودایلوشن تا  ۰/۵ میکروگرم بر میلی لیتر انجام و چاهک های  
شماره 11 ) کنترل مثبت ( و 12 )کنترل منفی ( در نظر گرفته 
 ، MTT شد )تصویر شماره 1( . همچنین با استفاده از رنگ حیاتی

حداقل غلظت کشنده باکتری نیز مشخص شد ]23[ .

:in vitro ارزیابی هم افزایی سرترالین و سیپروفلوکساسین در

آماده سازی محلول استوک سرترالین

برای این کار، 10 برابر  مقدار مؤثر از سرترالین )250 میلی گرم( 
در 10 میکروگرم محلول دی متیل سولفوکساید )حلال ( تهیه و 

برای آنتی بیوگرام رقیق شد. 

روش ارزیابی دیسک دیفیوژن

تأثیر سرترالین روی افزایش قطر هاله در روش کربی بائر بررسی 
شد. ابتدا 2 گرم سرترالین به 100 میلی لیتر محیط مولر هینتون 
آگار استریل شده، در دمای 40 درجه )قبل از بسته شدن محیط( 
اضافه شده و محیط کاملًا یکنواخت و هموژن شد. مولر هینتون 
آگار در پلیت های 6 سانتی متری تقسیم شده و سپس جدایه های 
مقاوم به داروی سودوموناس آئروجینوزا روی آن کشت داده شدند.

روش ارزیابی  به روش میکرو براث سریال دایلوشن در محیط مایع

در 100 میلی لیتر محیط استریل مولر هینتون براث 2 گرم 
درصد سرترالین حل شده اضافه شد. برای اثبات تأثیر سرترالین بر 
پمپ افلاکس سیپروفلوکساسین به روش فنوتیپی حداقل غلظت 
ممانعت کننده سیپروفلوکساسین قبل از اضافه کردن سرترالین و 

بعد از اضافه کردن آن سنجیده شد.

ارزیابی مولکولی

استخراج دی ان ای

برای استخراج دی ان ای جدایه های مقاوم به سیپروفلوکساسین 
Trkov and Avgus-  سودوموناس آئروجینوزا از روش پیشنهادی 

tin ،2003  استفاده شد که به طور خلاصه، باکتری ها در محیط  
BHI براث (…:QUElab ،Exp. D 2025 ،Bath. N) کشت داده 
شده و برای حداقل 12 ساعت انکوبه شدند. 2 میلی لیتر از محیط 
کشت در دور g × 13000 به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شد. مایع 
رونشین به آهستگی برداشته و دور ریخته شد. سپس ته نشین 
 Molecular) در 100 میکرولیتر  آب مقطر در سطح ملکولی
Grade Water ) حل شد، ویال مربوطه در آب در حال جوش 
به مدت 10 دقیقه قرار گرفت. سپس 10 دقیقه در ظرف حاوی 
یخ و بعد از آن 10 دقیقه در دور g×10000 سانتریفیوژ شد. 
رسوب ایجادشده در ویال در 100 میکرولیتر PBS به آهستگی 
حل و جهت انجام آزمایش PCR  در دمای 20- درجه سانتی گراد 
نگهداری شد ]24[. غلظت محصول به دست آمده با دستگاه نانو 

دراپ تعیین شد.

آزمایش PCR در حجم نهایی 25  میکرولیتر انجام شد. مخلوط 
واکنش شامل  6 میکرولیتر از دی ان ای الگو، 8 میکرولیتر مستر 
میکس )پیشگام. ایران(، 1 میکرولیتر از پرایمرهای رفت و برگشت 
است، حجم مخلوط واکنش با استفاده از 9 میکرولیتر آب دیونیزه 

به حجم 25 میکرولیتر رسانده شده بود.

تصویر ۱. تعیین  حداقل غلظت ممانعت کننده به روش میکرو براث سریال دایلوشن

احمد صاحب الزمانی و همکاران. مهار پمپ افلاکس در سویه های کلینیکی سودوموناس آئروجینوزا با استفاده از سرترالین برای شکست مقاومت باکتری به سیپروفلوکساسین

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


388

مرداد و شهریور 1401. دوره 25. شماره 3

شد:  انجام  زیر  شرایط  تحت  حرارتی  ترموسایکلر  در   PCR
واسرشت سازی اولیه در 94 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه، 
سپس 30 چرخه شامل دناتوراسیون در 94 درجه سانتی گراد 
به مدت 1 دقیقه، دمای آنیلینگ )Annealing= در دمای 55 
درجه به مدت 30 ثانیه جهت 30 سیکل( ..55.. درجه سانتی گراد 
برای  30 ثانیه و گسترش )Elongation= در دمای 72 درجه به 
مدت 20 ثانیه( در 72 درجه سانتی گراد به مدت 20 ثانیه، بسط 
نهایی در 72 درجه سانتی گراد به مدت 8 دقیقه انجام شد. سویه 
استاندارد سودوموناس آئروجینوزای ATCC به عنوان کنترل مثبت 
استفاده شد ]25[. پرایمرهای طراحی شده در پژوهش در جدول 
ژل 1/5  روی   PCR محصولات  است.  شده  مشخص  شماره 1 
درصد آگاروز به همراه نمونه کنترل و کنترل منفی الکتروفورز 

شده و در دستگاه ژل داک مشاهده شدند. 

نتایج

نتایج دیسک دیفیوژن

به روش کربی بائر، همه سویه های سودوموناس آئروجینوزای 
آنتی بیوتیک  به  حساسیت  ارزیابی  مورد  مطالعه شده 
صرفاً   ،3 شماره  جدول  در  گرفتند.  قرار  سیپروفلوکساسین 
سویه  از  شده اند.  ارائه  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  سویه های 
در  نتایج  شد.  استفاده  مقایسه  برای   ATCC27853 استاندارد 

جدول شماره 2 مشخص شده است. 

نتایج تأثیر سرترالین در روش دیسک دیفیوژن

در این روش، قبل از افزودن سرترالین، قطر هاله وجود نداشت 
)تصویر شماره 2(، اما پس از افزودن سرترالین، قطر هاله به 25 

میلی متر افزایش یافت. 

بر اساس استاندارد CLSI. M100 قطر هاله سیپروفلوکساسین 
به میزان 25 میلی متر نشانگر حساسیت کامل باکتری نسبت به 

جدول ۱. توالی نوکلئوتیدی پرایمر مربوطه

 Saito, K., H. Yoneyama, and
T. Nakaebp 170 MexRGTTCGTTGCATAGCGTTGTCCTCA TTGATAACCGGC-

CATCGAGCTAAA
 MexR Forward MexR

Reverse

جدول 2. نتایج دیسک دیفیوژن، حداقل غلظت ممانعت کننده و حداقل غلظت کشنده داروی جدایه های سودوموناس آئروجینوزا

MBC  در مولر هینتون آگار
حداقل غلظت ممانعت کننده درمولر 

سوش های سودوموناس دیسک دیفیوژن در مولر هینتون آگارهینتون براث

سوش شماره 6۴3۲101

سوش شماره 3۲168۲

سوش شماره 8۴1۴3

10/۵۲۴ATCC27853

 (µg/mL−1 µM) جدول3. نتایج حداقل غلظت ممانعت کننده و حداقل غلظت کشنده داروی جدایه های قبل و بعد از تأثیر سرترالین

حداقل غلظت کشنده بعد از 
اضافه کردن سرترالین

حداقل غلظت کشنده  قبل 
از اضافه کردن سرترالین

حداقل غلظت ممانعت کننده 
بعد از اضافه کردن 

سرترالین

حداقل غلظت ممانعت کننده 
قبل از اضافه کردن 

سرترالین
سوش های سودوموناس

سوش شماره 13۲۲6۴1

سوش شماره ۲16۴3۲۲

سوش شماره 1۴۲83
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22 
 

  

س  -1شكل  س سوبتيلي  (22)چرخه اسپورزايي و جوانه زني در باسيلو

 

 

س  -2شكل  س سوبتيلي ك اسپور باسيلو  (22)ساختار شماتي

تصویر 2. نتایج تأثیر سرترالین در روش دیسک دیفیوژن قبل و بعد از افزودن سرترالین

22 
 

  

س  -1شكل  س سوبتيلي  (22)چرخه اسپورزايي و جوانه زني در باسيلو

 

 

س  -2شكل  س سوبتيلي ك اسپور باسيلو  (22)ساختار شماتي

MTT تصویر 3. نتایج حداقل غلظت ممانعت کننده بعد از تأثیر

تصویر ۴. نتایج بررسی PCR پمپ افلاکس در سویه ها، S : کنترل مثبت )سویه استاندارد PAO1 سودوموناس آئروجینوزا(، ۱-۳ : سویه های مقاوم به دارو، C : کنترل منفی

MBC بعد از
اضافه کردن 
  سرترالين

MBC  از  قبل
اضافه کردن 
  سرترالين

MIC بعد از
اضافه کردن 
  سرترالين

MIC از  قبل
اضافه کردن 
 سرترالين

  سوشهای سودوموناس

  1سوش شماره   64  2  32  1

 2سوش شماره   32  4  16  2

 3سوش شماره   8  2  4  1
  

   PCRنتايج 
سنجش  یاست و برا8/1از  شتريو مواد آلي جدا شده ب نييبه پروت DNAنسبت تعيين غلظت ژنوم تخليص شده نشان داد که 

  ).تريکروليبر اساس نانو گرم بر م 230به  260مناسب ميباشد .(نسبت  اريبس
 PAO1. سويه استاندارد نتايج بررسی وجود ژن پمپ افلاکس نشان داد که سوشهای مقاوم همه دارای پمپ افلاکس بودند

  ) . 4(تصوير را ارائه نمود 270استفاده شده بود نيز باند نتر� مثبت که بعنوان ک نوزايسودوموناس آئروژ
  

  
                             

سودوموناس  PAO1 استاندارد هيسو: کنترل مثبت ( Sسويه ها،  پمپ افلاکس در PCRنتايج بررسی  -4 تصوير
  : کنترل منفی C: سويه های مقاوم به دارو،  3-1)، نوزايآئروژ

  

  
  

  : بحث
  اثبات گرديد. نيپروفلوکساسيبه س سودوموناسشکست مقاومت  در نيسرترالدر اين تحقيق اثر 

, 26[ شده است جيرا (MDR) مقاوم به چند دارو یها باکتريهایظهور  ليبه دل یکروبيبا عوامل ضد م یبيدرمان ترکاستفاده از روش 
 کرده، یريجلوگ یاز ظهور مقاومت اکتساب می تواند يیهم افزا رايز .است یبيداروها به صورت ترک توليد ، از راهبردها یکي. ]27

  ارائه دهد.  یتک درمان یها ميرا نسبت به رژ هاتياز فعال یتر عيوس فيرا کاهش و ط تي، سمشيرا افزا یاثربخش
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دارو است ]21 [، یعنی اینکه با افزودن سرترالین، باکتری کاملًا 
مقاوم به دارو، به حساس تبدیل شد. 

کشنده  غلظت  حداقل  ممانعت کننده  و  غلظت  حداقل  نتایج 
سویه های مقاوم 

نتایج حداقل غلظت ممانعت کننده و حداقل غلظت کشنده 
سیپروفلوکساسین برای سویه های مقاوم به داروی سودوموناس 
آئروجینوزا و سوش استاندارد سودوموناس آئروجینوزای 25873 

در جدول شماره 2 قابل مشاهده است. 

نتایج استفاده از MTT  نیز منطبق با نتایج کشت درباره حداقل 
غلظت کشنده تعیین بود )تصویر شماره 3 و جدول شماره 3(.

برای سودوموناس های مقاوم به سیپروفلوکساسین قبل و بعد 
از رشد روی محیط واجد سرترالین حداقل غلظت ممانعت کننده 

انجام شد و نتایج طبق جدول شماره 3  است.

 PCR نتایج

تعیین غلظت ژنوم تخلیص شده نشان داد نسبت دی ان ای به 
پروتئین و مواد آلی جدا شده بیشتر از 1/8 بوده و برای سنجش 
بسیار مناسب است )نسبت 260 به 230 بر اساس نانو گرم بر 
داد  نشان  افلاکس  پمپ  ژن  وجود  بررسی  نتایج  میکرولیتر(. 
استاندارد  داشتند. سویه  افلاکس  مقاوم همه پمپ  سوش های 
PAO1 سودوموناس آئروجینوزا که به عنوان کنترل مثبت استفاده 

شده بود نیز باند 270 را ارائه کرد )تصویر شماره 4 ( .

بحث 

در این تحقیق، اثر سرترالین در شکست مقاومت سودوموناس 
به سیپروفلوکساسین اثبات شد. استفاده از روش درمان ترکیبی 
با عوامل ضد میکروبی به دلیل ظهور باکتری های مقاوم به چند 
دارو )MDR( رایج شده است ]26، 27[. یکی از راهبردها،  تولید 
داروها به صورت ترکیبی است، زیرا هم افزایی می تواند از ظهور 
مقاومت اکتسابی جلوگیری کرده، اثربخشی را افزایش، سمیت 
را کاهش و طیف وسیع تری از فعالیت ها را نسبت به رژیم های 

تک درمانی ارائه دهد. 

مطالعات قبلی نشان داد درمان ترکیبی ضد میکروبی در برابر 
بیماری های صعب العلاج مانند سل و عفونت HIV مؤثر است، زیرا 
این میکروب ها به دلیل مقاومت یا عدم کارایی به تک  درمانی 
پاسخ نمی دهند ]28[؛ بنابراین  شناسایی چنین ترکیباتی ممکن 
است مفید باشد و هزینه و مدت درمان دارویی ضد میکروبی را 
کاهش دهد. انگیزه انتخاب این مواد برای مطالعات هم افزایی، 
استفاده طولانی مدت و مطالعات قبلی روی داروهای ضد افسردگی 

و داروهای ضد روان پریشی بود ]18، 19[. 

یافته های ما نشان داد برخی از سویه های باکتریایی که قبلًا 

به آنتی بیوتیک ها مقاوم بودند با افزودن سرترالین حساس شدند. 
سیپروفلوکساسین  بین  هم افزایی  حاضر،  ترکیبی  مطالعه  در 
)آنتی بیوتیک( و سرترالین )غیر آنتی بیوتیک( مشاهده شد. قطر 

مناطق بازدارنده با افزودن غلظت سرترالین افزایش یافت.

در تحقیق حاضر، افزودن سرترالین در غلظت  استفاده شده 200  
میکروگرم در میلی لیتر همراه با آنتی بیوتیک ، رشد باکتری ها را 
کاملًا متوقف کرد، اما به عنوان یکی از محدودیت های تحقیق، 
تعیین کمیت هم افزایی آنتی بیوتیک سرترالین در این غلظت 

امکان پذیر  نشد. 

سازوکار دقیق فعالیت ضدباکتریایی سرترالین هنوز مشخص 
نیست و نیاز به مطالعات مولکولی دارد. اثبات شده که سرترالین 
یک مهارکننده انتخابی بازجذب سروتونین و یک مهارکننده پمپ 
بازجذب در انسان است ]28، 29[؛ بنابراین می تواند به عنوان 
مهارکننده پمپ خروجی در باکتری ها عمل کند. با  این حال، 
برای تأیید اینکه فعالیت ضد باکتریایی سرترالین به دلیل مهار 
پمپ جریان است، استفاده از باکتری با پمپ های جریان مولکولی 
جریان  پمپ های  مهارکننده های  با  مطالعات  و  شده  مشخص 

شناخته شده مانند اتیدیوم بروماید مورد نیاز است ]28[. 

از زمانی که نقش پمپ های افلاکس به عنوان سازوکار مقاومت 
در برابر چندین ضد میکروبی شناخته شد، منابع قابل توجهی به 
تولید موادی اختصاص داده شده است که می توانند این سیستم 

را مهار کنند. 

علیرغم چندین مطالعه آزمایشگاهی، این داروها عمدتاً به دلایل 
بی ثباتی و سمیت سرم، هرگز از نظر بالینی آزمایش نشده اند 
 P. aeruginosa ، Phe-Arg-ß-naphthylamide در   .]30[
سلول  از  آن ها  دفع  کاهش  کینولون ها،  فعالیت  افزایش  باعث 

باکتری و کاهش حداقل غلظت بازدارنده آن ها می شود ]31[. 

 TM4 میچل و همکاران، چندین پپتید سنتز کردند که ناحیه
SMR- سودموناس را هدف قرار دادند. دامنه TM4 برای مونتاژ 
همودایمر و به عنوان یک پمپ کاربردی مهم است. آن ها نشان 
دادند که پپتیدهای سنتز شده نه تنها می توانند جریان را  کاهش 
دهند، بلکه می توانند فعالیت زیست کشی سایر ترکیبات را نیز 

بهبود بخشند ]32[. 

علاوه بر مواد سنتزی، ده ها محصول طبیعی و گیاهی برای 
استفاده به  عنوان مهارکننده پمپ جریان آزمایش شده اند. در 
حالی که برخی فعالیت مهاری نشان داده اند، مطالعات بالینی 
هنوز انجام نشده است ]33[. از زمانی که نقش پمپ های افلاکس 
به عنوان سازوکار مقاومت در برابر چندین ضد میکروبی شناخته 
شد، منابع قابل توجهی به تولید موادی اختصاص داده شده است 

که می توانند این سیستم را مهار کنند ]34، 35[ 

باعث   P. aeruginosa ، Phe-Arg-ß-naphthylamide در 
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افزایش فعالیت کینولون ها، کاهش دفع آن ها از سلول باکتری 
و کاهش حداقل غلظت بازدارنده آن ها می شود ]36[. با وجود 
چندین کاندیدای بالقوه به عنوان مهارکننده های پمپ افلاکس 
در P. aeruginosa، دستیابی به یک داروی مؤثر هنوز موضوع 
مطالعات متعددی است. شناخت این متغیرها و چگونگی ارتباط 
در  ویژه ای  اهمیت  مختلف  نفوذ  سازوکارهای  این  با  ترکیبات 

مبارزه با مقاومت آنتی بیوتیکی P. aeruginosa دارد ]37[. 

نیز  افلاکس  پمپ  مهارکننده های  این  که  است  اثبات شده 
می توانند بر تولید بیوفیلم تأثیر بگذارند، چرا که رابطه نزدیکی بین 
ترشح مولکوهایی که تولید بیوفیلم را تحریک می کنند و کوئوروم 

سنسینگ وجود دارد ]38[.  

نتیجه گیری 

به  آئروجینوزا  این تحقیق شکست مقاومت سودوموناس  در 
سیپروفلوکساسین با  مهار پمپ افلاکس در سویه های کلینیکی 
با استفاده از سرترالین به روش فنوتیپی و ژنوتیپی اثبات شد. 
از  را  سیپروفلوکساسین  مهار کننده  غلظت  حداقل  سرترالین 
سودوموناس  باکتری  در  افلاکس  پمپ  کردن  غیرفعال  طریق 
آئروجینوزا کاهش و مقاومت باکتری را نسبت به آنتی بیوتیک 
مناسب  بسیار  اثر  به  توجه  با  داد.  تغییر  سیپروفلوکساسین 
سرترالین پیشنهاد می شود مطالعات فراتر روی موش آزمایشگاهی 

انجام شود.
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