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  مقدمه
ي زا به تركيبات ضدميكروب هاي بيماري افزايش مقاومت ميكروارگانيسم

هاي  نياز به دستيابي به راهكارهاي درماني جديد را براي عفونت
 (PDT) تراپي يكي از اين راهكارها فتوديناميك. دهد موضعي نشان مي

است كه بر اساس واكنش نور مرئي و يك تركيب حساس به نور كه 
 ريزي شده است دهد پايه هاي سمي تشكيل مي  گونه،ثير نورأتحت ت

هاي حساس به  توان ميكروارگانيسم تراپي مي با فتوديناميك. ]1[
همچنين تكرار . ]2-4 [فعال ساختربيوتيك و مقاوم به آن را غي آنتي

 .]5[گردد  هاي مقاوم باكتري نمي سبب تشكيل سلول اين فرآيند
هاي عفوني   زخم،شكل موضعي به علت كاربرد آسان رنگ و نور به

بردن  از بين. باشند  مي را داراPDT درمان با  قابليت بالقوةسطحي
هاي حساس به نور در   زخم با استفاده از رنگةكنند هاي آلوده باكتري

يي محلول آدر مورد كار. ]6-9[مطالعات مختلفي گزارش شده است 
سرطاني  هاي غير هاي سرطاني و بيماري بلو در درمان بافت متيلن

همچنين فعاليت . ]10-13 [مطالعات مختلفي صورت گرفته است
 هاي پاتوژن نيز مطرح گرديده است بلو بر باكتري فتوديناميكي متيلن

 كند ها عبور مي  سلولي باكتريةراحتي از ديوار بلو به متيلن. ]15 و 14[

علت دارا بودن بار مثبت، به راحتي به بار منفي ليپوپلي ساكاريد   بهو
يز مثبت نهاي گرم باكتري. ]16 [شود منفي متصل ميهاي گرم باكتري

كه تنها پپتيدوگليكان را در خارج از غشاي سيتوپلاسمي خود دارند، 
با اين حال  .]17 [دهند  خود عبور ميةراحتي از ديوار بلو را بهمتيلن
هاي مقاوم به دارو  ثير اين رنگ بر باكتريأهاي كمي از ت گزارش

هاي مقاوم به دارو  در اين مطالعه ما حساسيت ارگانيسم. دردست است
تراپي با استفاده از رنگ متيلن بلو و نور ليزر  به فتوديناميكسبت نرا 

  .يماهمورد بررسي قرار دادنانومتر  660

 روش بررسي

  هاي باكتريايي و شرايط محيطي گونه
 Staphylococcus epidermidis)( مثبتدو باكتري گرم

)Staphylococcus aureus(منفي  و يك باكتري گرم
Escherichia coli) (هر سه ارگانيسم  . نددر اين مطالعه استفاده شد

 الگوي حساسيت ضد  واز زخم عفوني پاي بيماران ديابتي جدا شدند

 يمقاله پژوهش

  خلاصه
 هاي مقاوم به دارو يكي از تهديدهاي سلامت عمومي ها گسترش باكتري  آنتي بيوتيكفراوان با توجه به مصرف :مقدمه

 در اين مطالعه اثر. ضعف باشد غلبه بر اين نقطه تواند راهكار سازي فتوديناميكي مي آيد و غيرفعال حساب ميجوامع به 

 Staphylococcus aureus(هاي باكتريايي مقاوم به دارو   روي گونهبر)  نانومتر660 (بلوي برانگيخته شده با نور ليزر متيلن

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli (هاي پاي ديابتي جدا شده بودند، بررسي گرديد كه از زخم. 
 اثر بر) دقيقه 20و 10 ،5( و زمان تابش ليزر) 25، 50 و µg/ml100 (گر نوري  اثر غلظت عامل حساس :روش بررسي

  .سازي فتوديناميكي بررسي شد كشندگي غيرفعال
 ولي بلو بستگي نداشتقابليت كشندگي به غلظت متيلن. ودندسازي فتوديناميكي حساس ب ها به غيرفعال  گونهة هم:ها يافته

 ،03/993 قادر به كاهش) J/cm2109,2(بلو با استفاده از نور قرمز ليزر سازي نوري متيلن حساس. به دوز نور وابسته بود
 ها  باكتريةتعداد اولي (E. coli وS. aureus  ، S. epidermidisةهاي زند در تعداد باكتري  درصدي23/92 و 95/98

CFU/ml 105- 104 (بود.  
  از بين بردنايربثري ؤتواند عامل م دهد كه متيلن بلو در تركيب با نور قرمز مي ها نشان مي  اين يافته:گيري نتيجه

  .هاي عفوني باشد هاي مقاوم به دارو در زخم باكتري
 

   .هاي زخم و، عفونتهاي مقاوم به دار سازي فتوديناميكي، باكتري  غيرفعال:هاي كليدي واژه
 

محسن فاتح، مربي پژوهش، مدير گروه پژوهشي : مسئولنويسندة
ليزر پزشكي مركز تحقيقات ليزر در پزشكي جهاد دانشگاهي واحد 

 66490855: تلفن، علوم پزشكي تهران

 fatehmohsen@yahoo.com :پست الكترونيك
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  ان  و همكارنسيم كاشف

 ٨

  هاي توصيه ميكروبي هر كدام با روش استاندارد انتشار ديسك مطابق با
CLSI 18[ تعيين شد[.   

 S .aureus كه عبارت بودند از آنتي بيوتيك مقاوم بود11 به  :
، (30µg)، سفتازيديم (20/10µg)كلاوولانات -لينسيآموكسي

، (30µg)، سفالكسين (100µg)، پيپراسيلين (1µgاگزاسيلين 
  كليندامايسين ،(5µg)، سيپروفلوكساسين (10µg)ايميپنم 

(2µg) اريترومايسين ،(15µg)يسين ا، جنتام(10µg) و آميكاسين 
(30µg).  

S .epidermidis،راسيلين، پيپ  به سفتازيديم، اگزاسيلين
، داكسي سايكلين (µg 1.25/23.75)اريترومايسين، كوتريموكسازول 

(30 µg)يسين و آميكاسين مقاوم بودا، جنتام.  
E.coliسفتازيديم، پيپراسيلين، كلاوولانات،-سيلين  به آموكسي 

سفالكسين، ايميپنم، سيپروفلوكساسين، لووفلوكساسين، 
يسين  الين و جنتامسايكنورفلوكساسين، كوتريموكسازول، داكسي

  .مقاوم بود
) Merck(ها در هر هفته در نوترينت آگار  كشت مجدد ارگانيسم

صورت هوازي در پليت نوترينت آگار  سپس از هرگونه به. شد انجام مي
شد و   ساعت كشت داده مي18-24 درجه به مدت 37در دماي 

 با غلظت) =PBS) (4/7pH(سوسپانسيوني در بافر فسفات استريل 
CFU ml-1 105-104شد  تهيه مي.  

  حساسگر نوري و منبع نور
حلول  م).1 شكل(  خريداري شدSigma, UKاز ) MB( متيلن بلو

 متيلن بلو براي هر آزمايش در بافر فسفات استريل
)7,4 pH= (و در آماده  با فيلتراسيون استريلصورت تازه به  

 mW35يك ليزر ديود براي تابش از . شد تاريكي نگهداري مي
 (Lasotronic –UK)ع طسانانومتر  660 كه نوري با طول موج

اي  گونه  دستگاه ليزر و سطح پليت بهفاصلة. استفاده شدكند،  مي
  .باشد mW cm-2 91تنظيم گرديد كه ميزان تابش

  
   ساختار مولكولي متيلن بلو- 1شكل 

  
  ثير غلظت حساسگر نوري بر اثر كشندگي فتوديناميك تراپي  أت

  ،S. aureusليتر از سوسپانسيون  ميلي 1/0 ميزان
S. epidermidisو  E. coli) حاويCFU ml-1 105-104 ( در

اي منتقل شد و به همان ميزان محلول   خانه96بافر استريل به پليت 
 100-25ها بلو به آن اضافه شد تا غلظت نهايي رنگ در چاهك متيلن

µg ml-125هاي  بلو با غلظت بعد از افزودن متيلن.  شود µg ml-1 

) زمان قبل از تابش( دقيقه 30مدت  ها به ، چاهكµg ml-1 100تا 
در اين . قرار گرفتند) mW cm-291( در تاريكي سپس در معرض نور

  .است J cm-2 6/54 دقيقه تابش نور برابر با انرژي 10سيستم 
  . حالت مختلف انجام شد4 مرتبه و در 5 هر آزمون 
  :هاي كنترل شامل گروه

بلو نبودند و در  هاي ميكروبي كه حاوي متيلن سوسپانسيون) 1 
  ). -L-S حساسگر نوري، ليزر،(معرض نور قرار نگرفتند 

بلو در تاريكي انكوبه  هاي ميكروبي كه با متيلن سوسپانسيون) 2 
  ). +L-S حساسگر نوري، ليزر،(شدند 

بلو در معرض  هاي ميكروبي كه در غياب متيلن سوسپانسيون) 3 
  ).  -L+S حساسگر نوري، ليزر،(ور قرار گرفتند ن

هاي ميكروبي كه در حضور متيلن  سوسپانسيون: گروه آزمايش) 4 
  ). +L+Sحساسگر نوري، ليزر،(بلو در معرض نور قرار گرفتند 

ها هنگام تابش نور درپوش داشتند تا شرايط استريل حفظ  پليت
 بر هاي سريال قت رةهاي زنده پس از تهي براي شمارش باكتري. شود

  .روي نوترينت آگار كشت داده شد
  تراپي  ثير دوز نور ليزر بر اثر كشندگي فتوديناميكأت
ها با تغيير زمان تابش و ثابت  ثير دوز نور ليزر بركشتن باكتريأت

سوسپانسيون .  منبع نور تا پليت بررسي گرديدةداشتن فاصل نگه
 µg ml-1 50نهايي ميكروبي طبق توضيح پيشين تهيه شد و غلظت 

 20 و 10 ،5ها بعد از   باكتريءبقا.  كار استفاده شدةاز رنگ براي ادام
 ،3/27 ترتيب  برابر با دوز انرژي بهW cm-2 0.091)(دقيقه تابش 

  .گيري شد اندازه J cm-2 2/109  و6/54
  آناليزآماري 

 ةمقايس.  بيان شدندlog10 ميانگين ±صورت انحراف معيار  مقادير به
 One-Wayهاي مختلف با استفاده از آزمون ين ميانگين گروهب

ANOVA05/0 مقادير.  بررسي گرديدP<  دار  لحاظ آماري معنياز
  .تلقي شد

  يافته ها
بلو تيمار شد و در  هاي مختلف متيلن  با غلظتS. aureusوقتي 

 حتي با كمترين غلظت ،ور قرمز قرار گرفت نJ cm-2 6/54معرض 
هاي اوليه مشاهده  ابل توجهي در تعداد باكتريبلو كاهش قمتيلن
بلو استفاده  از متيلنµg ml-125 براي مثال وقتي غلظت . گرديد

هاي  در تعداد باكتري) >001/0P(اي  شد، كاهش قابل ملاحظه
) ml-1 CFU 104 ×8/1( CFU ml-1 1.8)(سوسپانسيون اوليه 

. )ها كشته شدند از باكتري درصد 41/98( گرديدمشاهده 
 در ،بلو تيمار شده بود اما  كه با متيلن S. aureusسوسپانسيون

يا سوسپانسيوني كه در غياب ) +L-S(معرض نور قرار نگرفته بود 
، كاهشي در تعداد )-L+S(متيلن بلو تحت تابش نور قرار گرفته بود 

  ).2 شكل( هاي سوسپانسيون اوليه نشان ندادند باكتري
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  ... هاي سازي فتوديناميكي باكتري غيرفعال               3 ، شماره٧فصلنامه ليزر پزشكي، دوره 

 
 

٩

 
 متيلن µg ml-1 25 ها با غلظت   حساس سازي نوري ارگانيسمة  اثر كشند-2شكل 

 ,-PBS (L-S يا بافر (+L-S+, L+S)متيلن بلو  µg ml-1 50ميزان مساوي از . بلو
L+S-)دقيقه در 30ها به مدت   به هر سوسپانسيون ميكروبي اضافه شد، نمونه 

با چگالي انرژي )  نانومتر660(  معرض تابش نور قرمزتاريكي نگهداري شدند، سپس در
W cm-2 091/0  و دوز نورJ cm-2 6/54  قرار گرفتند(L+S-, L+S+) يا در  

  (-L-S+, L-S).تاريكي باقي ماندند 
 

 
 µg ml-1100 هاي  ها با غلظت  حساس سازي نوري ارگانيسمة اثر كشند-3شكل 

  (+L+S)بلو ميزان مساوي از غلظت مناسب متيلن. متيلن بلو 25 و 50و 
 30ها براي مدت  هاي باكتريايي اضافه گرديد، نمونه به هريك از سوسپانسيون

 )  نانومتر660(قرمز  دقيقه در تاريكي نگهداري شدند، سپس در معرض تابش نور
  .قرار گرفتند J cm-2  6/54و دوز  W cm-2 091/0با چگالي انرژي 

بلو تيمار شد  هاي مختلف متيلن ت با غلظS. epidermidisوقتي 
نور قرمز قرار گرفت، حتي با كمترين  J cm-2 6/54و در معرض 
هاي اوليه  بلو كاهش قابل توجهي در تعداد باكتريغلظت متيلن
 83/96 بلو كاهش تقريبي متيلنµg ml-125تيمار با . مشاهده شد

كه اين هاي اوليه را نشان داد   در تعداد باكتري)>001/0P( درصدي
هايي  باكتري. بود CFU ml-1104 ×08/2 مقدار برابر با كشته شدن 

 در معرض نور قرار نگرفته بودند ،بلو تيمار شده بودند اماكه با متيلن
)L-S+ (بلو تحت تابش نور قرار گرفته  ها كه در غياب متيلن يا آن

هاي اوليه نشان  داري در تعداد باكتري ، كاهش معني)-L+S(بودند 
  ).2 شكل( دادندن

بلو تيمار شد و در هاي مختلف متيلن  با غلظتE. coli وقتي
 نور قرمز قرار گرفت، حتي با كمترين غلظت J cm-2 54.6معرض 
هاي اوليه مشاهده شد  بلو كاهش قابل توجهي در تعداد باكتريمتيلن

  مثبت مشاهده  هاي گرم البته اين كاهش به بزرگي آنچه در باكتري
 از متيلن بلو استفاده µg ml-125 براي مثال وقتي غلظت . شد، نبود

هاي  در تعداد باكتري) =023/0P(اي  شد، كاهش قابل ملاحظه
 سوسپانسيون اوليه مشاهده شد كه اين مقدار برابر با كشته شدن

CFU ml-1 103 ×84/7  درصدي را نشان  65/57 ييآ كاروبود  
  ).2 شكل( دهدمي

  

  ف رنگ هاي مختل ثير غلظتأت
ها به غلظت متيلن بلو بستگي  كدام از گونهاثر كشندگي فرآيند در هيچ

 باكتري را با تيمار با ةگونسه ، كاهش تعداد هر3 شكل. نداشت
و چگالي  J cm-26/54بلو و تابش نور با دوز هاي مختلف متيلن غلظت
  .دهدنشان مي W cm-2 091/0انرژي 

  

 
  اثر دوز نور
ها وابسته به دوز نور بود  س سازي نوري ارگانيسمكشي حسا اثر باكتري

 10، 5 براي مدت زمان S. aureusتابش سوسپانسيون  ). 4 شكل(
 و 03/99، 25/91ترتيب  به) >001/0P( دقيقه سبب كاهش 20و

  . هاي زنده شد در تعداد باكتري درصدي 03/99
 دقيقه 20 و 10 ،5 تابش نور به مدت S. epidermidisدر مورد 

 درصدي 95/98 و 86/96، 79/87 ترتيب به) >001/0P(  كاهشسبب
) >001/0P(دار   كاهش معنيE. coliدر مورد . هاي زنده شد اكتريب

هاي زنده با تابش  در تعداد باكتري درصدي 23/92 و 15/79، 02/71
  . دقيقه مشاهده شد20 و 10، 5نور به مدت 
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  ان  و همكارنسيم كاشف

 ١٠

 
از  µg ml-1  50ها با غلظت سازي نوري ارگانيسم  حساس اثر كشندة-4شكل

يا ) +L+Sو  +L-S(متيلن بلو  µg ml-1 100حجم مساوي از غلظت . متيلن بلو
PBS  L-S-)  وL+S-( ها  نمونه. هاي باكتريايي اضافه شد  به تمام سوسپانسيون

  و-L+S(هاي   تاريكي قرار گرفتند و سپس نمونه دقيقه در30براي مدت 
L+S+(،با نور ليزر قرمز  )چگالي انرژي با)  نانومتر660W cm-2  091/0، براي 

تحت  J cm-2 2/109  و6/54، 3/27 ترتيب يقه و دوز نوري به دق20و  10 ،5مدت 
 . در تاريكي نگه داشته شدند-L-S و +L-Sهاي  نمونه. تابش قرار گرفتند

 بحث و نتيجه گيري
هاي مقاوم به دارو  سازي نوري باكتري ليي غيرفعاآكاردر اين مطالعه 

S. aureus، S. epidermidis و E. coliبلو   با استفاده از متيلن
گر نوري و پرتودهي توسط نور قرمز بررسي  عنوان عامل حساس به

ثر در مورد اين ؤگر نوري م عنوان يك عامل حساس متيلن بلو به. ندشد
 هر چند كه كاهش تعداد . زخم شناخته شدةكنند هاي آلوده ارگانيسم
مثبت ديده  هاي گرم در ارگانيسماي كه  اندازه  بهE. coliهاي  باكتري

  . نبودشد،
 ةمنفي به اثر كشند مثبت و گرم هاي گرم تفاوت حساسيت ارگانيسم

 ةدليل تفاوت در ساختار ديوار سازي نوري در اين مطالعه بهحساس
 غشاي خارجي هستند كه منفي داراي هاي گرم باكتري. باشد ها مي آن

شود  ها مي هاي فعال اكسيژن توسط باكتري سبب كاهش جذب گونه
مثبت داراي پپتيدوگليكان متخلخلي هستند كه  هاي گرم ولي باكتري

  .]19[شود  موجب نفوذپذيري بيشتر مي
Lambrechts با استفاده از پورفيرين 2005 و همكاران در سال 

 و J/cm26/0  با دوزنانومتر  635 و نور μM 56/1كلرايد با غلظت 
 .Sهاي از تعداد باكتري log108/4  و 6/3 توانستند به كاهش 5/1

aureusما با استفاده از غلظت. ]20 [ دست يابند μg ml-1 50 از 
 J cm-2نوري   با دوز) نانومتر660 (بلو و ليزري با نور قرمز متيلن

هاي زنده  در تعداد باكتري درصدي 03/99دار  به كاهش معني 6/54
 و همكاران با استفاده از Orenstein ديگر، ةدر مطالع. دست يافتيم
فقيت و توانستند با مhemin و deuteroporphyrinمخلوطي از 

 در تاريكي ، آلوده شده بودندS. aureusهاي سوختگي  را كه با  زخم
ا انجام اي كه م  ولي در مطالعه]8 [و بدون پرتودهي ضدعفوني كنند

هاي مورد  روي ارگانيسمبر بلو در تاريكي هيچ اثر سمي  يلن مت،داديم
   و همكاران ميزان رشدPeloiطبق گزارش . بررسي نداشت

S. aureus و E. coliكند بلو كاهش پيدا مي  با افزايش غلظت متيلن 
)µM70-14 و µM140-35 (]1[ .اي كه ما انجام  هرچند در مطالعه

هاي مورد بررسي وابسته به غلظت  تمام گونه كشي در داديم اثر باكتري
 ءسازي نوري القا رسد كه واكنش غيرفعال به نظر مي. متيلن بلو نبود

 25بلو از  لوي برانگيخته با افزايش غلظت متيلنب شده توسط متيلن
  .كند افزايش پيدا نمي) μg ml-1 100 )µM 268-67به

اگرچه نتايج . كشي نبود تنهايي قادر به اثر باكتري نور ليزر به
 .Pنشان داد كه پرتودهي) 2008( و همكاران Omar ةمطالع

aeruginosaبا دوز نوري   J cm-2411و  نانومتر  808  و طول موج
روي رشد بر داري  اثر مهاري معني Wcm-237/1چگالي انرژي 

 نوري گر اثر كشندگي حساس  حاضرةدر مطالع. ]21 [ها دارد باكتري
اين يافته را ساير مطالعات نيز تأييد . زمان تابش ليزر بودوابسته به 

  .]21 و 1[كنند  مي
دست آمده از اين مطالعه نشان داد كه اثر كشندگي  هاطلاعات ب

 با استفاده از S. epidermidis و S. aureusداري در مورد  معني
 J cm-2  6/54و دوز نوري) μg ml-1)25بلو  غلظت كم متيلن

 حساسيت كمتري نشان داد E. coliمنفي  گانيسم گرمار. مشاهده شد
  .ها لازم بود  كه دوز نوري بالاتري براي كشتن باكتريزيرا

كند كه متيلن بلو در تركيب با نور   حاضر پيشنهاد ميةنتايج مطالع
هاي مقاوم  سازي نوري باكتري قرمز يك انتخاب مناسب براي غيرفعال

  استفاده از . م استهاي زخ شده از عفونتبه داروي جدا
هاي سيستميك براي  بيوتيك اين روش سبب كاهش نياز به آنتي

هاي  هاي پوستي شده و موجب كاهش ظهور مقاومت كنترل عفونت
دست آمده در آزمايشگاه  هاگرچه نتايج ب. شود بيوتيكي مي آنتي

يي اين روش در آاميدبخش است، مطالعات باليني جهت تعيين كار
  .در زخم لازم استها  كشتن باكتري

  قدرداني        تشكر و 
هاي دانشگاه تهران و مركز تحقيقات ليزر در پزشكي  با تشكر از حمايت

  .جهاد دانشگاهي واحد علوم پزشكي تهران
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