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      چكيده
 

ف اي وسـيع الطيـمولـد بتالاكتامازهـ اشرشـياكلي هايهاز سـويادراري ناشـي  دسـتگاهبه دليل افزايش عفونت زمينه و هدف: 
)ESBLs تني برمب بيولوژيك تجديد به ويژه تركيباموثر ضد ميكروبيي رايج، توسعه عوامل هابيوتيكآنتي ها بهمقاومت آن) و 

ل عليـه ايروكس اينـدومشـتق جديـد اسـپيك  رهبررسي اثر ضد باكتريايي نانوذ، هدف اين مطالعهباشد. نياز ضروري مي ذراتنانو
 .قرار گرفتادراري دستگاه عفونت  از بيماران مبتلا به ESBLsمولد اشرشياكلي  هايايزوله
، انجـام شـد. جشـهر كـرهاي از بيمارسـتان بدست امدهاشرشياكلي  ايزوله 60توصيفي روي  -اي اين مطالعه مشاهد كار: روش
يديم، فپيم، سـفتازها نسـبت بـه سـايزولـهضـدميكروبي هاي استاندارد بيوشيميايي شناسـايي شـدند. حساسـيت ها با آزمونايزوله

 يسكط آزمـون دسنجيده شد. مولدين بتالاكتامازهاي وسـيع الطيـف توسـ انتشار ديسك روشسفترياكسون و سفوتاكسيم توسط 
 پ الكترونيسط ميكروسكومشتق جديد اسپايرواكس ايندول با روش الكتروسنتز اماده شدند و تو شدند. نانوذراتشناسايي تركيبي 
  ار گرفته شد.كنانوذرات به  (MIC)غلظت مهار كنندگي  حداقلبررسي شدند. روش ميكرودايلوشن براث جهت تعيين  گذاره
و سفوتاكسـيم  %30ن ، سفترياكسـو%66/16فتازيديم ، سـ%33/23سـفپيم  :ايزوله عبارتنـد از 60بيوتيكي نتيآمقاومت  ها:يافته

نـانوذرات  MIC قـدارشدند. م ييشناساESBLs مولد اشرشياكلي به عنوان  زولهيا 14 ،بر اساس آزمون تاييد فنوتيپي .66/31%
  بدست امد. μg/ml 50 مطالعه مورداسپايرواكس ايندول 

د باكتريـايي ضـيك تركيب  اسپايرواكس ايندول مورد مطالعه را به عنوان هتوان نانوذربا انجام مطالعات بيشتر، مي گيري:نتيجه
  جديد معرفي كرد.
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Abstract   

 
Background: Due to the increase in urinary tract infection (UTI) caused by Extended- 
Spectrum β-lactamases (ESBLs) producing Escheria.coli strains and their resistance to 
conventional antibiotics, the development of new effective antimicrobial agents 
particularly nanoparticle based biological compounds is urgently required. The aim of 
this study was to evaluate the antibacterial effect of a new derivative of spirooxindole 
nanoparticles against ESBLs producing E. coli isolates obtained from patients with UTI. 
Methods: This descriptive-observational study was performed on 60 E. coli isolates 
from Karaj city hospitals. Isolates were identified by standard biochemical tests. 
Antimicrobial susceptibility of isolates against Cefepime, Cefotaxime, Ceftazidime, 
Ceftriaxone, was determined using the Disk Diffusion Method. The new derivative of 
spiroxindole nanoparticles was prepared by electrosynthesis and examined with a 
scanning electron microscopy (SEM). ESBLs producing isolates were detected by the 
Combined Disk test. The broth microdilution method was performed to determine the 
Minimum inhibitory concentration (MIC) of nanoparticles 
Results: Antibiotic resistance of 60 Escherichia coli isolates was as follows: Cefepime 
23.33%, Ceftazidime 16.66%, Cetfriaxone 30% and Cefotaxime 31.66%. 14 ESBLs 
producing Escherchia coli isolates were identified by a phenotypic confirmatory test. 
The MIC value of the understudied spirooxindole nanoparticles was obtained to be 
50μg/ml. 
Conclusion: Undertaking further studies, the understudied spirooxindole nanoparticle 
can be introduced as a new antibacterial compound. 
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  مقدمه

مختلـــف  هـــايبخشبـــه  كننـــدهمراجعهبيمـــاران 
بيمارستاني و  هايعفونتدر معرض كسب  هابيمارستان

مقـاوم بـه چنـد  هايباكتريبا  خصوصاًغير بيمارستاني 
ــندميدارو  ــي از باش ــرينمهم. يك ــل در  ت ــل دخي عوام

گرم منفي،  هايباسيلبيمارستاني، عفونت با  هايعفونت
كه عامـل بـيش از  است اشريشيا كولاي باكتري ازجمله

ادراري و يكـي از عوامـل اصـلي  هـايعفونتدرصد  80
. از آنجـايي كـه باشـدميبيمارسـتاني  هايعفونت ايجاد

 هـايبيماريبراي كنترل و درمان  هابيوتيكآنتيتجويز 
 تـرينمهماز  هابيمارسـتانمختلف  هايبخشعفوني در 

، مقاومت باكتريايي نسبت بـه شودمياقدامات محسوب 
. انـدازدمياين داروها فوايد باليني اين داروها را به خطر 

بـه كـار گرفتـه  هاباكتريمختلفي توسط  ايهاستراتژي
 .مصون بمانند هابيوتيكآنتي بارزيانتا از اثرات  شودمي

 هـايتوليـد بتالاكتاماز هامكانيسماين  ترينمهميكي از 
ــيع  ــفالوس -ESBLs -Extended Spectrum β( طي

Lactanases (كـه عـلاوه بـر ايجـاد  هاييآنزيم، باشدمي
واسطه ايجاد مقاومت به طيـف  هاسيلينپنيمقاومت به 

 ازجملــه(نســل ســوم)  هاسفالوســپورينوســيعي از 
سفتازيديم، سفوتاكسيم، سفترياكسون و همچنين منـو 

. ميزان توليـد شوندميها مانند آزترئونام محسوب باكتام
در  هاانتروباكترياســههــاي وســيع الطيــف در بتالاكتاماز

 دهندهنشـانمطالعـات  .باشـدميسراسر جهان متفاوت 
كلبسيلا به ترتيب توسط  ESBLsبيشترين ميزان توليد 
  .)2،1( باشدمي نمونيه و اشريشيا كلي

بـه  هـابيوتيكآنتيكه، مقاومت نسـبت بـه از انجايي 
هـيچ تضـميني وجـود  متأسفانهسطح بحراني رسيده و 

جديـد، بتـوان بـه  يهـابيوتيكآنتيندارد كه با توسـعه 
؛ موقع بر گسترش پيوسته و سريع مقاومـت غلبـه كـرد

 هـايحلراهعفوني نياز بـه  هايبيماريبنابراين، درمان 
كشـف سـاختارهاي جديـد، بـه  اخيـراًبلند مـدت دارد. 

 هـايمولكول به يابيدستعنوان استراتژي كارآمد براي 
كه بتوانند برخي عوامـل بيولـوژيكي را  اثربخشزيستي 

 .شـده اسـت مورد هدف قرار دهند، به رسميت شناخته
برجسـته،  تركيبات اسپايرو به دليل خـواص بيولـوژيكي

سازگاري قابل توجه و ساختارهاي سه بعدي  هايويژگي
وفورشان در محصولات طبيعي متعـدد و  و فردمنحصربه
قـرار  خاصـيوجـه مورد ت ،فعال بيولوژيكي هايمولكول
. مشخصه ساختاري كليدي اين تركيبات، حلقه اندگرفته

هسـته اكـس اينـدول بـا  3C موقعيت به اسپايرو متصل
. از آنجـا كـه ايـن باشـدمي متنوع هتروسيكليك اشكال

همزمـان داراي اكـس اينـدول و  اسـپايرواكس اينـدولها
هاي اكانديد رسدمي، به نظر باشندمي اشكال هتروسيك

مطالعات نشان  .)4،3(ش براي كشف دارو باشند نويدبخ
اينـدول  تركيبـات حـاوي هسـته اسـپايرواكس ،اندداده

)، 5(بيولوژيكي متنوعي نظير ضد سرطان  داراي خواص
  .باشندميو غيره  )7(، ضد ويروس )6(ضد ميكروبي 

نانو ذرات با خواص ضـد ميكروبـي طيـف وسـيعي از 
فلــزات، اكســيد  تــوانميكــه  شــوندميذرات را شــامل 

 فلزات، سوبستراهاي ضد ميكروبي طبيعي و نانو مواد بـر
ي كـه پايه كربن را نام برد. نانو ذرات به دليل اندازه كمـ

بـا فضـاي بيـرون داشـته و  تريبيشدارند سطح تماس 
. افـزايش گذارنـدمي هاسـلولبيشـتري بـر غشـاء  تأثير

ــذيريواكنشســطح،  ــواد را  پ ــانو م ــزايش  شــدتبهن اف
عفـوني  هايبيماري. اين ذرات در زمينه كنترل دهدمي

ر ميكروبي قاد هايپاتوژنو  گيرندميمورد استفاده قرار 
 .)9، 8( باشندميبه توسعه مقاومت در مقابل اين ذرات ن

اخير، تعداد زيادي از اسـپايرواكس اينـدول  هايدههدر 
سـنتز  آزمايشـگاهيايليد در شـرايط  هايواسطهبر پايه 

د و از نظر فعاليت ضدميكروبي عليه انواع مختلفـي شدن
 مورد بررسي قرار گرفتند كه منجر به كشف هاباكترياز 

 )10، 12،11( تركيباتي با قدرت بالاي ضدميكروبي شد
د مـور به فرم نانو ذره اتتركيب از اين دسته تاكنونولي 

ق بنابراين در اين تحقيق، مشت؛ بررسي قرار نگرفته است
بـه صـورت  )1ها (شكل از اسپايرواكس ايندول جديدي

ــدباكتريايي  ــرات ض ــد و اث ــنتز ش ــانو ذره س روي  آنن
جـدا شـده از  ESBLsمولـد  اشريشـيا كلـي هايايزوله
 ادرار بيماران مبتلا بـه عفونـت ادراري مـورد هاينمونه

  بررسي قرار گرفت.
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  روش كار 
و مــواد شــيميايي  كشــت هــايمحيطتمــامي : مــواد

استفاده شده در ايـن تحقيـق از شـركت مـرك (كشـور 
از شـركت  بيوتيـكآنتي هايديسكتهيه گرديد.  )المان

  پادتن طب (ايران) تهيه شدند.
 هايايزولـهنمونـه، جداسـازي و شناسـايي  آوريجمع

مقطعـي بـرروي  -ايـن مطالعـه توصـيفي: اشرشيا كلـي
بـه  كننـدهمراجعهبيماران مشكوك بـه عفونـت ادراري 

بيمارستان امام خميني و بيمارستان كسري شـهر كـرج 
 با رعايـت اصـول اخلاقـي (كـد مصـوبه كميتـه اخـلاق

IR.IAU.K.REC.1396.031 ( در فاصله زمـاني اسـفند
ــت  95 ــر ارديبهش ــا اخ ــورت 96ت ــت  ص ــت. جه گرف

ادرار بـر روي محـيط  هاينمونه، شرشيا كلياجداسازي 
كشت مك كانكي اگار و ائوزين متـيلن بلـو كشـت داده 

بـا اسـتفاده از تسـتهاي بيوشـيميايي  شدند و ايزوله ها
ــهمتــداول  ــايش ازجمل ــرات، متيــل رد آزم ــاء نيت  -احي

حركـت  -ايندول-H2S)، بررسي MR-VPوژپروسكوور (
)SIMو سيمون سيترات ( )CSخميـر گلـوكز و ت )، اوره

) مـورد بررسـي TSIاگـار (در محيط تريپل شوگر ايرن 
  .)13(قرار گرفتند 
: به روش فنـوتيپي ESBLsمولد  هايايزولهغربالگري 

از  ESBLsمولـد  هايايزولـهبه منظور غربـالگري اوليـه 
 Disk diffusion method( در اگار روش انتشار ديسك

Kirby bauer-( مطابق با دستورالعمل موسسه استاندارد 
CLSI بدين صـورت كـه مـايع تلقـيح )2( استفاده شد .

مكفارلنــد)  5/0اســتاندارد شــده (كــدورتي معــادل 
محـيط كشـت مولرهينتـون  مورد مطالعه در هايايزوله

در  بيوتيـكآنتياگار تلقـيح شـدند. سـپس ديسـكهاي 
فواصل مشخص روي محيط كشـت قـرار داده شـدند و 

 درجــه 37در دمــاي  ســاعت 16-18پليتهــا بــه مــدت 
گرماگذاري گرديدنـد. پـس از گذشـت زمـان  سلسيوس

گرماگذاري، قطر هاله عدم رشد بـه وسـيله خـط كـش 
راي بـ CLSI با توجه به جدول آناندازه گيري و تفسير 

 ). سـويه اسـتاندارد1صورت گرفت (جـدول  اشرشياكلي
25922 ATCC E. coli  در  كنتـرل مثبـتنيزبه عنوان

 ي مـورد اسـتفاده شـاملهابيوتيكآنتي .نظر گرفته شد
ـــفپيم ( ـــفتازيديم (,μg 30CFPس )، ,μg30 CAZ)، س

 μg 30( ) و سفوتاكسـيمμg 30 , CROسفترياكسون (
CTX,.بودند (  

توليد : ESBLsمولـــد  هايايزولـــهتاييـــد فنـــوتيپي 
ESBLs  يسك تركيبيده از آزمــــــــــــون دستفاابا 

)Combined Disk test ( تعيــين گرديــد)در ايــن )2 .
روش كه مشابه ازمون انتشـار ديسـك در اگـار صـورت 

ـــت، از  ـــابيوتيكآنتيگرف ـــفتازيديم (ه )، μg 30ي س
)، μg 30/10اســــيد كلاولانيـــــك ( -ســــفتازيديم 

اسـيد كلاولانيـك  -)، سفوتاكسـيم μg30سفوتاكسيم (
)μg30/10اســـيد  -) و سفترياكســـون، سفترياكســـون

بـه  بيوتيـكآنتي هايديسـككلاولانيك استفاده شـد. 
ميلي متر از يكـديگر بـر روي محـيط  24فاصله حداقل 

 16-18قرار داده شـدند. بعـد از گرماگـذاري بـه مـدت 
، هالـه عـدم رشـد لسيوسدرجه س 37ساعت در دماي 

اطراف ديسك حاوي اسيد كلاولانيـك بـه عنـوان مهـار 
ــده آ ــه لطيف اسيع ز وبتالاكتاماي نزيم هاكنن ــبت ب نس

بدون اسيد كلاولانيك سنجيده شد. به طـوري كـه اگـر 
ــراف  ــد اط ــدم رش ــه ع ــكهال ــيد  هايديس ــاوي اس ح
ميلي متر نسبت به بدون  5كلاولانيك بزرگتر يا مساوي 

اشد، ايزوله مـورد نظـر را ميتـوان بـر اسيد كلاولانيك ب
در نظـر  ESBLsبه عنـوان مولـد  CLSIطبق استاندارد 

ي كه هايايزولهگرفت. از طرفي به پيشنهاد اين موسسه، 
در تست فنـوتيپي تاييـدي اثـر بتالاكتامـاز در آنهـا بـه 

ــو -2 -1 شــكل  -8و7و6و5-دي اكســو-5و2-دي متيــل-7و7-آمين
  كربونيتريل-3-ايندولين}-3و4-تتراهيدرو اسپايرو{كرومن

بيـوتيكي  هاي مبنا براي تعيين ميزان حساسيت انتيقطر هاله -1جدول
  هاي انتروباكترياسهسويه

 حساس  آنتي بيوتيك
  (ميليمتر)

  ميانه
  (ميليمتر)

  مقاوم
  (ميليمتر)

 >14  15-17  <18  سفپيم
  >14  15-17  <18  سفتازيديم
  >14  14-20  <21  سفترياكسون
  >14  15-22  <23  سفوتاكسيم
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، به عنوان شودميوسيله مهار كننده بتالاكتامازي مهار ن
. شـوندميمحسوب  AmpC وعمولدين بتالاكتامازهاي ن

 25922 اشرشـيا كلـياز سويه اسـتاندارد  در اين ازمون
ATCC  شد به كار گرفته مثبتنيزعنوان كنترل.  
دي -5و 2-دي متيـل-7و  7-آمينو -2ه نانو ذر سنتز
ــو ــپايرو{كرومن -8و7و6و5-اكس ــدرو اس -3و4-تتراهي

جهـت : بـا روش الكتروسـنتز كربونيتريل-3-ايندولين}
 اينـدول، مخلـوطي از اسـپايرواكس جديـد مشتق تهيه

 1( 2مالونونيتريل گرم)، 140/0(ا ميلي مول، 1 دايمدون
ميلـي مـول،  1( 3 آيـزاتينگـرم)،  066/0ميلـي مـول، 

 510/0ميلـي مـول،  5/0( برومايـد گرم)، سديم 147/0
دقيقـه بـا  90مـدت  بـه پروپانول ميلي ليتر 25گرم) و 

ـــت  ـــان ثاب ـــر در آ 5/0جري ـــزن روي  c50°مپ هم
. بعد از كامـل شـدن )2 (شكل همگن شدند مغناطيسي

ــــازك ( -nواكــــنش، روش كرومــــاتوگرافي لايــــه ن
 ) به كار گرفته شد. سپس به محصول،1/3: اتانولهگزان/

اضافه گرديد و رسوبات حاصل  %80اتانولميلي ليتر  20
بـه منظـور تاييـد مورفولـوژي  با سانتريفيوژ جدا شدند.

 )SEMسكوپ الكتروني نگـاره (از تكنيك ميكرو هنانوذر
)Scanning Electron Microscope(  اسـتفاده شـد. در

اين روش، مورفولوژي نانوذرات پس از پوشش دهـي بـا 
كيلـووات، مـورد 20در ولتاژ axl30 به وسيله انالايزرطلا 

  .)14(بررسي قرار گرفتند 
 و كشـندگي) MICتعيين حداقل غلظت بازدارندگي (

)MBC ــانوذرات ــو-) ن ــل دي-7،7-آمين  دي-5 ،2'-متي
ـــرومن( رويدرواســـپايتتراه -8،7،6،5-اكســـو -3'،4-ك

اشرشـياكلي  هايايزولـهعليه  كربونيتريل -3-)ايندولين
 غلظــت كمتــرين بــه منظــور تعيــين: ESBLsمولــد 

ايندول سنتز  مهاركنندگي نانوذرات مشتق اسپايرواكس
 ميكرودايلوشـن بـراث در روش شده در تحقيق حاضـر،

ابتـدا،  .)15(بـه كارگرفتـه شـد  خانـه اي 96 چاهـك

ــاي غلظت ــرم در 9/3-1000ه ــر از  ميكروگ ــي ليت ميل
از  ميكروليتر 100ايندول در  نانوذره مشتق اسپايرواكس

در  چاهكها، از هركدام در مولرهينتون براث كشت محيط
ميكروليتـر از سوسپانسـيون  50هر رديف تهيه گرديـد. 

باكتريايي داراي كدورتي معادل كدورت نيم مك فارلند 
 مولرهينتون براث كشت محيط به چاهكها اضافه گرديد.
يك چاهـك  و همچنين باكتري با و بدون سوسپانسيون

 Dimethyl sulfoxide( دي متيـل سولفواكسـايدحاوي 
DMSO- ( (حلال نانوذره مورد بررسـي) جهـت بررسـي

خاصيت انتي باكتريال احتمـالي حـلال در نظـر گرفتـه 
 37 دردمـاي سـاعت 24 مـدت بـه شدند. ميكروپليتهـا

گرديدند. كدورت تمام  گذاري گرمخانه سلسيوسدرجه 
گرالايـزا در طـول قرائـت  چاهكها با استفاده از دسـتگاه

نانومتر خوانش شد. پايين ترين غلظتي كه از  630 موج
رشد باكتري جلوگيري كرد و فاقد كدورت بود به عنوان 

 MIC( )Minimum(حــــداقل غلظــــت بازدارنــــدگي 
Inhibitory Concentration(  مـــاده ضـــد ميكروبـــي

ــارتكرار گرديــد و  3درنظرگرفتــه شــد. ايــن آزمــايش  ب
تعيين  MICه دست آمده به عنوان ميانگين داده هاي ب

 )MBCگرديد. جهت تعيين حداقل غلظـت كشـندگي (
)Minimum Bactericidal Concentration(  به ميـزان
ميكروليتر از چاهك هايي كه رشد بـاكتري درآن هـا  5

 متوقف شده است برداشته شد و به پليـت هـاي حـاوي
مورد نظر منتقـل  همحيط مولر هينتون آگار فاقد نانو ذر

ــدت  ــه م ــد و ب ــاي 24گردي ــاعت دردم ــه  37س درج
گـذاري شـدند. سـپس بـا بررسـي  گرمخانـه سلسيوس

درصــد  9/99هــا، پــايين تــرين غلظتــي كــه درآن پليت
 درنظرگرفتـه MBCرشد نداشتند بـه عنـوان  هاباكتري

  شد.
  
  

 
  كربونيتريل -3-)ايندولين-3'،4- كرومن(تتراهيدرواسپايرو -8،7،6،5- اكسو دي-5 ،2'-متيل دي-7،7-آمينو -2سنتز اسپايرواكس ايندول:  -2شكل 
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 هايافته
 از: يكل اياشرش هايايزوله ييو شناسا يجداساز جينتا
 اياشرشـ زولـهيا 60شـده،  آوريجمع يادرار هاينمونه

 ييايميوشـيب يو با استفاده از تست هـا يجداساز يكل
  .شدند دييتا جيرا

 يپيفنــوت دييــو تا هــا زولــهيا يبيــوتيكآنتيمقاومــت 
 يهابيوتيكآنتي يبررس جينتا: ESBLs مولد هايايزوله
 يرو ميو سـفپ ميسفوتاكسـ اكسـون،يسفتر م،يديسفتاز
، مشـخص شـده 2در جـدول  يكلـ اياشرشـ هايايزوله

 ESBLs ،14 مولـد هايايزوله يپيفنوت ياست. در بررس

بودنـد.  ESBLs مولـد يكلـ اياشرشـ زولهيا 60از  زولهيا
از  شيب بهمقاوم  يكل اياشرش هايايزوله، تعداد 3جدول 

  .دهدميانها را نشان  يمقاومت يو الگو بيوتيكآنتيدو 
 -7،7-آمينـو -2نـانونتيجه بررسي مورفولوژي نانوذره 

تتراهيدرواسپايرو  -8،7،6،5-اكسو دي -5 ،2'-متيل دي
نتايج بررسـي : كربونيتريل -3-)ايندولين-3'،4-كرومن(

نشـان داد كـه  )SEM(با ميكروسكوپ الكترونـي نگـاره 
 و ميانگين سايز ذرات باشدمينانوذره سنتز شده، كروي 

  ).3است (شكل نانومتر 100زير 
و  (MIC)تعيين حـداقل غلظـت مهـار كننـده رشـد 

  يكل اياشرش يهازولهيا يكيوتيبيمقاومت آنت يبررس -2جدول
    هاتعداد ايزوله

 هاآنتي بيوتيك مقاوم حساس ميانه
 سفتازيديم 10 42  8
 سفترياكسون 18 40 2
 سفوتاكسيم 19 39 2
 سفپيم 14 44 2

  
  اشرشيا كلي الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي در ايزوله هاي مقاوم به چند دارو -3جدول 

 آنتي بيوتيك هاي مقاومتعداد ايزوله
   (FEP)سفپيم - (CRO)  سفترياكسون  (CTX)سفوتاكسيم – (CAZ) سفتازيديم  7
 (CAZ) سفتازيديم-(CTX) سفوتاكسيم – (CRO) سفترياكسون  1
  (CRO) سفترياكسون– (CTX)سفوتاكسيم – (FEP)سفپيم  8
   (CRO)سفترياكسون – (CTX)سفوتاكسيم  8
 جمع  24

  

 
  )14( كربونيتريل - 3-)ايندولين-3'،4-كرومن(تتراهيدرواسپايرو - 8،7،6،5- اكسو دي-5 ،2'-متيل دي-7،7- يترون-5-ينوآم-2 هنانوذر  SEMتصوير  -3 شكل
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ــانوذرات مشــتق MBCحــداقل غلظــت كشــندگي ( ) ن
بــا توجــه بــه نتــايج روش بــراث : اينــدوليرواكس ااســپ

ميكروگرم بر ميلي ليتـر نـانو  50غلظت  ميكرودايلوشن،
-اكســــو دي-5 ،2'-متيــــل دي-7،7-آمينــــو-2ذره 

-)اينـدولين-3'،4-كـرومن( تتراهيدرواسپايرو -8،7،6،5
نه تنها از رشد باكتريها جلـوگيري كـرد  كربونيتريل -3

؛ باكتريها نيز شـداين غلظت منجر به از بين رفتن  بلكه
 مقدار نانوذرات مورد بررسي معادل MIC مقداربنابراين، 

MBC امد. بدست آن  
  

  گيريو نتيجه بحث
 هايباكتريدر ميان  هابيوتيكآنتيمقاومت نسبت به 
كه امروزه به عنوان يـك مشـكل  پاتوژن موضوعي است

در سراسر جهـان مـورد توجـه اسـت. عفونـت دسـتگاه 
. شــودميادراري از شــايع تــرين عفونــت هــا محســوب 

در  هاسفالوسـپورين ازجملـهي مختلفـي هابيوتيكآنتي
. در گيرنـدميدرمان عفونت ادراري مورد اسـتفاده قـرار 

ليل به د هاسفالوسپورينبه  سالهاي اخير مقاومت نسبت
افزايش يافته است. انتقال و انتشار سريع  ESBLsتوليد 

هستند باعـث  ESBLsارگانيسم هايي كه قادر به توليد 
بيمارســتاني در سراســر  هــايعفونتبــالا رفــتن ميــزان 

. يكي از عوامل اصلي مولد عفونت )16(جهان شده است 
. مقاومـت هـاي باشـدمي اشرشـيا كلـيادراري، باكتري 

ي اين باكتري، مشـكلات پيچيـده بيوتيكآنتي چند گانه
ناشـي ازان  هـايعفونتاي را براي درمان هاي تجربـي 

ي در بيوتيكآنتيسطح مقاومت  ايجاد كرده است. بعلاوه،
بين سويه هاي ايجاد كننده عفونـت دسـتگاه ادراري از 

بنـابراين، ؛ )17(كشوري به كشـور ديگـر متغيـر اسـت 
جديد، به ويژه بـر پايـه  توسعه عوامل ضدميكروبي موثر

. اسپايروسـيكليكها، باشدمينانوتكنولوژي هنوز موردنياز 
داراي سـاختار كـايرال غيرقطبـي، بـه عنـوان  تركيبات
چندكاره در مولكولهاي زيستي مورد توجـه قـرار  عوامل
هـا كـه بـه ، اسپايرواكس اينـدولهطور ويژبه  .اندگرفته

بـه اهـداف  شـوندميفراواني در محصـولات الـي يافـت 
 تبديل شده اند و به دليل دارا بودن قابل توجه سنتتيك

فعاليــت هــاي بيولــوژيكي مطلــوب، در ســنتزالي رايــج 
ــتند ــق)18( هس ــن تحقي ــات  . دراي ــتقي از تركيب مش

-5 ،2'-متيـل دي-7،7-آمينـو-2(اسپايرواكس ايندول 
-3'،4-كـرومن( تتراهيدرواسـپايرو -8،7،6،5-اكسو دي

ـــدولين ـــل -3-)اين ـــتفاده از روش  )كربونيتري ـــا اس ب
الكتروسنتز، مستقيما از مواد اوليه به شـكل نـانو سـنتز 
شد. اين در حالي است كه تاكنون اثرات بيولوژيكي اين 
دسته از تركيبات به فرم نانو مورد بررسي قـرار نگرفتـه 

بار اثر بازدارندگي ايـن  است. در اين تحقيق براي اولين
جدا  ESBLsمولد  اشرشيا كلي ايهايزوله عليه هنانو ذر

ادراري در شهر كرج مورد بررسي قرار  هاينمونهشده از 
  گرفت.

ادرار  هاينمونـهاز  اشرشيا كلـيايزوله  60در مجموع 
ي هابيمارسـتانشـده ازبيمـاران تعـدادي از  آوريجمع

شــهر كــرج جداســازي و شناســايي شــدند و ســپس بــا 
، ايزوله هـا ازنظـر استفاده از روش انتشار ديسك در اگار

ي ســفپيم، سفترياكســون، هــابيوتيكآنتيمقاومــت بــه 
سفتازيديم و سفوتاكسـيم مـورد غربـالگري اوليـه قـرار 

بـه سفترياكسـون،  %30به سفپيم،  %33/23گرفتند كه 
ــه ســفتازيديم و 66/16% بــه سفوتاكســيم  %66/31 ب

مقاومت نشان دادند. همچنين در تحقيق حاضر بررسـي 
 بيوتيـكآنتيايزوله ها به بيش از دو  %40 ها نشان داد،

ــب  ــه ايــن ترتي ــد. ب ــاوم بودن ــهمق  بــه %33/33 ك
به  33/33%، (CRO)سفترياكسون – (CTX)سفوتاكسيم
– (CTX)سفوتاكســـــيم – (FEP)ســـــفپيم
 – (CAZ)به سفتازيديم  16/29%، (CRO)نسفترياكسو

 سـفپيم -(CRO)  سفترياكسـون  (CTX)سفوتاكسـيم
(FEP) سفترياكسونبه  %4/1 و (CRO) – سفوتاكسـيم 

(CTX)- ســفتازيديم (CAZ)  همزمــان مقاومــت نشــان
دادند.  نتايج تسـت تاييـد فنـوتيپي (ديسـك تركيبـي) 

نشـان داد  ESBLsاز نظر توليد  اشرشيا كلي هايايزوله
 اهميت  واسطه بههستند.  ESBLsانها مولد  %3/23كه 

ادراري و مقاومتهـاي  عفونتهـاي  بـروز در اشرشيا كلـي
 در مطالعـاتي ي گـزارش شـده،بيـوتيكآنتيچندگانـه 
  بـاكتري و ايـن يبيـوتيكآنتي مقاومـت ميزان خصوص

 آنهمچنين توليد بتالاكتامازهاي وسيع الطيف توسـط 
 .است گرفته انجام كشورها ساير و ايران مختلف نقاط در

در دانشــگاه قــاهره  2014و همكــاران در ســال  واســف
 كلـي اشريشـيا ايزولـه   1073گزارش كردنـد از ميـان 

 همكاران منوچهري و. )17(بودند  ESBLsمولد  9/41%
 120از كـه دريافتنـد اي مطالعه ضمن  2015در سال 
ادرار  هاينمونـهبدسـت امـده از  اشرشـيا كلـي ايزولـه 

مولـد  %55بيماران در مازندران مبتلا به عفونت ادراري، 
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ESBLs  در مطالعـه اي كـه توسـط رحـيم )19(بودند .
صورت گرفت، مشخص  2015ابادي و همكاران در سال 

هاي ادراري جدا شده از نمونـه اشرشيا كلي 195شد از 
انهــا مولــد  %92/36بيمــاران چنــد بيمارســتان رشــت، 

ESBLs  مطالعـه اي در همكـاران و زابلي .)20(هستند  
نشـان  اشرشـيا كلـي ايزوله  84بر روي  2016در سال 

 ESBLsمـورد ازايزولـه هـا توليـد كننـده  54دادند كه 
؛ )21(نمونـه هـا را تشـكيل ميدهـد  %45كه  باشندمي

بنابراين لزوم بكـارگيري تركيبـات ضـدميكروبي جديـد 
مـي    هـاباكتريجايگزين، براي كنتـرل ايـن دسـته از 

   بايست در اولويت اهداف درماني قرار بگيرد.
در اين مطالعه، نانوذره يه مشتق جديـد اسـپايرواكس 
ايندول به روش الكتروسنتز ساخته شد و پـس از تاييـد 

ــوژي  ــكوپ  آنمورفول ــك ميكروس ــتفاده از تكني ــا اس ب
ــي ــاي SEMالكترون ــدباكتريايي غلظــت ه ــت ض ، فعالي

يرواكس ايندول سنتز شده عليـه امختلف مشتق نانواسپ
بـــه روش  ESBLsمولـــد اشرشـــيا كلـــي  هايايزولـــه

با توجه بـه نتـايج ايـن  ميكرودايلوشن براث بررسي شد.
هيچ رشدي  آنتست، كمترين غلظت اين نانوذره كه در 

ره  ايـن نـانوذ MICمشاهده نشد يا بـه عبـارت ديگـر،  
بنابراين مشخص شد كه مشـتق ؛ بود μg/mL50معادل 

سنتز شده  داراي فعاليت ضـدباكتريايي مطلـوبي عليـه 
بنابراين، ؛ باشدمي ESBLsمولد اشرشيا كلي  هايايزوله

 دتوانــميايــن تركيــب پــس از بررســي هــاي تكميلــي 
. از مطالعـات شته باشـدپتانسيل استفاده در درمان را دا

 2016و همكــارانش  در ســال  Songبط، مطالعــه مــرت
پلـي  كه  مشتقي از اسپايرواكس ايندول  به نام باشدمي

(شـكل   پيـران سيكليك اسپايرواكس ايندول تتراهيدرو
4- t -a 28 سنتز  چند جزيي تك مرحله اي) را با روش

كردند و گزارش كردند كه ايـن مشـتق داراي خاصـيت 
كريپتوكوكـوس نئوفـورمنس، ضدقارچي مطلـوبي عليـه 

بـا  به ترتيـبموكور راسموس  وفلوكوزوم  تونيدرموفياپ
 Wu. همچنين )22( بود MIC μg/mL 16،8،16 مقادير

اســپايرواكس اينــدول  2016و همكــارانش در ســال 
را در پروپانول سنتز كردنـد )  4 (شكل پيران تتراهيدرو
اســتافيلوكوكوس ، اســتافيلوكوكوس اورئــوس كــه عليــه
ــوس ــوبتيليس، الب ــيلوس س ــرئوس، باس ــيلوس س ، باس

فعاليـت مـوثري  ميكروكوكوس تتراژنوس و اشرشيا كلي
 μg/mLبه ترتيب معادل  MICرا نشان دادند كه مقادير 

  .)23(بودند  10و 10، 7، 10، 8، 10
مطالعـــه اي در راســـتاي تحقيـــق حاضـــر توســـط  

Ramadoss  صـورت  )24( 2016و همكارانش در سـال
 است كه مشتقاتي از اسپايرواكس ايندول معموليگرفته 

نه بـه فـرم ذرات نـانو را از ايـزاتين،  ))a,b,c( 4(جدول 
دي كربونيـل حلقـوي از  -3،1مالونونيتريل و تركيبـات 

سـبز  طريق واكنش هاي چنـد جزيـي تـك مرحلـه اي
سنتز كردند كه از نظـر دارا بـودن اسـتخلافهاي فلوئـور 

)a(برم ، )b ( و كلر)c ( بـه جـاي هيـدروژن روي حلقـه
اريل بخش اكس اينـدول از مشـتق مـورد مطالعـه ايـن 
تحقيق متفـاوت بودنـد. مشـتقات سـنتز شـده  از نظـر 

كلبسـيلا ،  اشريشـيا كلـيخاصيت ضـدميكروبي عليـه 
با استفاده از روش تهيه  سودوموناس ائروجينوزاو  نمونيه

بررسـي شـدند. تمـامي تركيبـات   رقت سـريال در اگـار
معــادل  MICرنــج بــا اي خاصــيت ضــد باكتريــايي  دار

μg/mL 150 – 50 مـورد باكتريايي جنس سه هر عليه 
  انها  باكتريايي ضد خاصيت بررسي نتايج. بودند ازمايش

 جـدول(  تحقيق اين در شده سنتز مشتق با مقايسه در
4 )e( ( بــه صــورت  اشرشــيا كلــيعليــهe< a <c<b       

 
  )24، 23(ها مشتقاتي از اسپايرواكس ايندول -4 شكل
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. اگر چه مشتقات مطالعه فـوق الـذكر خاصـيت باشدمي
مورد مطالعـه  هايباكتريضدباكتريايي مطلوبي را عليه 
هـاي مولـد  اشرشـيا كلـي نشان دادند اما اينكه ايا عليه

ESBLs  نيز از اثـر ممانعـت كننـدگي كـافي برخـوردار
اي صورت نگرفتـه اسـت. مشـتق سـنتز مطالعه ،هستند

بــا مشــتقات شــده در تحقيــق حاضــر در مقايســه 
اسپايرواكس ايندول مطالعه فوق، نه تنها از نظر خاصيت 

هـاي  اشرشـيا كلـيبود بلكه عليه  قوي تر ضدباكتريايي
كه امروزه بـه عنـوان يـك عامـل تهديـد  ESBLsمولد 

نيز اثر بخش بـود.  شوندميكننده سلامت بشر محسوب 
از دلايل اين برتري در خاصيت ضـد ميكروبـي احتمـالا 

ي نسبت سطح به حجم بالاو يز ر ربسياازه ندا مربوط به 
مطلـوب نـانوذرات  هايويژگيباشد كه از مي ن ذرات يا

. شايان ذكر است كـه جهـت تاييـد بيشـتر نتـايج است
 inبدست امده مي بايست مطالعات وسيعي در شـرايط 

vivo .صورت گيرد  
ــا  ــانو ذرات در مقايســه ب ي متــداول هــابيوتيكآنتين

فراوانــي در كــاهش اثــرات جــانبي داروهــا،  هــايمزيت
مقاومت و هزينه هاي درمان عرضه مي كنند. استفاده از 

كمـك  يكروبيمـواد ضـدم د به طراحيتوانمينانوذرات 
كند و اميد تازه اي براي روش هاي درماني جديد عليـه 

بـراي حال  ينبا ا معضلات و تهديدات باكتريايي باشند.
ــات  ــن تركيب ــتفاده از اي ــت اس ــتر جه ــان بيش اطمين

نتـايج  ضدميكروبي به مطالعات گسترده تري نيازمنديم.
اسـپايرواكس  هنانو ذر ،حاصل از تحقيق حاضر نشان داد

  هايايزولهاثر بازدارندگي عليه ايندول سنتز شده داراي 

 ]a-c( ]25( )2016( و همكارانش Ramadossمشتقات مختلف اسپايرواكس ايندول مطالعه از رشد ) MIC(غلظت ممانعت كننده  حداقلمقايسه  -4جدول
 اشرشيا كلي عليه) eحاضر( همشتق سنتز شده در مطالع هو نانوذر

 كمترين غلظت ممانعت كننده از رشد
 )MIC( )μg/mL(  

  كد تركيب  نام تركيب ساختار شيميايي تركيبات

E. coli      
، 2'-دي متيل-7،7-فلورو-5'-آمينو-2 100

 -7،6،5، 8- دي اكسو-5
-3'،4-تتراهيدرواسپايرو(كرومن

  1كاربونيتريل -3-ايندولين)

a 

، 2'-دي متيل-7،7- برمو-5'-آمينو-2  125
 -8،7،6،5- دي اكسو-5

-3'،4-تتراهيدرواسپايرو(كرومن
 2كربونيتريل -3-ايندولين)

b 

، 2'-دي متيل-7،7-كلرو-5'-آمينو-2 150
 -8،7،6،5- دي اكسو-5

-3'،4-تتراهيدرواسپايرو(كرومن
 3كربونيتريل -3-ايندولين)

c 

 دي-5 ،2'-متيل دي-7،7- آمينو-2 50
 -8،7،6،5-اكسو

-3'،4-كرومن(تتراهيدرواسپايرو
  4 كربونيتريل -3-)ايندولين

 

e  

 
1. 2-Amino-5’-fluoro -7,7-dimethyl-2',5-dioxo-5,6,7,8-tetrahydrospiro [chromene-4,3'-indoline]-3-carbonitrile 
2.  2-Amino-5’-bromo -7,7-dimethyl-2',5-dioxo-5,6,7,8-tetrahydrospiro [chromene-4,3'-indoline]-3-carbonitrile 
3. 2-amino-5'-chloro-7,7-dimethyl-2',5-dioxo-5,6,7,8-tetrahydrospiro[chromene-4,3'-indoline]-3-carbonitrile 
4. 2-amino-7,7-dimethyl-2',5-dioxo-5,6,7,8-tetrahydrospiro[chromene-4,3'-indoline]-3-carbonitrile 
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مولــد بتالاكتامازهــاي وســيع الطيــف  اشريشــيا كــولاي
ه، مطالعـه حاضـرفقط بـه ارزيـابي اوليـه اگرچ. باشدمي

اســپايرواكس اينــدول  هنــانو ذرفعاليــت ضــد ميكروبــي 
مـواد ضـد  توانميپرداخته است، اما با مطالعات بيشتر 

 . طراحي كردرا ميكروبي جديد بر پايه اين نوع مشتقات 
  

  تقدير و تشكر
ت ـــت حمايـــجهاز دانشگاه ازاد اسلامي واحد كرج 

  دد.مي گراري سپاسگزتحقيق ن ــياز ا
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