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  مقدمه
 ـخصوص باکتريها بهمیکروارگانیسم سـزایی در بیمـاریزایی   هها نقش ب

  پـس از گذشـت حـدود هفـت دهـه از کشـف       . هـا دارنـد  انسـان بـراي  
  مصـرف بـی رویـه و نادرسـت ایـن ترکیبـات،        دلیـل ها بـه بیوتیکآنتی
انـد کـه بـا بـه کـار بـردن       وجـود آمـده  هاي میکروبی جدیدي بـه سویه
تولیــد آنــزیم، تغییــر ســایت هــدف و کــاهش   هــایی نظیــراتژياســتر

ثیر آنتی بیوتیک قرار نگرفته و نسبت به أنفوذپذیري غشا، دیگر تحت ت
ها علاوه بر همچنین وجود این میکروارگانیسم. انداین مواد مقاوم گشته

حیات بیمارانی با نقـص سیسـتم    ةدرمان، تهدید کنند ۀبالا بردن هزین
ــد دریافــت کــرده  HIV/AIDS ایمنــی ــد و کســانی کــه پیون ــز ان   نی

ثر ؤها م ـبررسی راهکارهایی که بتواند در درمان این سویه ،لذا. باشدمی
باشد تراپی میها فتودینامیکیکی از این روش. واقع شود، ضروري است

هاي و در سال شودمیکه یک روش درمانی جدید در پزشکی محسوب 
هـاي  هـا و بیمـاري  درمان برخی سرطانآمیزي در طور موفقیتاخیر به

ــی  ــرده م ــار ب ــه ک ــدخیم ب ــ. ]2و 1[ شــودب ــر روي أت ــن روش ب ثیر ای
هاي موضعی در حـال بررسـی اسـت و بـه     ها در عفونتمیکروارگانیسم

هـاي سـطحی از   علت کاربرد آسان رنگ و نور به شکل موضعی، عفونت
تراپـی را دارا  درمان با فتودینامیک ةهاي عفونی قابلیت بالقوجمله زخم

هـاي  استفاده از این روش سبب کاهش نیاز به آنتی بیوتیـک . باشندمی
ــت   ــرل عفون ــراي کنت ــتمیک ب ــور   سیس ــاهش ظه ــتی و ک ــاي پوس   ه

 .]3[شود بیوتیکی میهاي آنتیمقاومت
اساس این روش استفاده از یک رنـگ حساسـگر نـوري همـراه بـا      

ختـه بـا برخـورد بـه     پس از تابش، رنگ در حالت برانگی. تابش نور است
هاي واکنشـگر اکسـیژن نظیـر    مولکول اکسیژن منجر به تولید رادیکال

کـه سـبب    شـود مـی یون هیدروکسیل، سوپراکسید و اکسـیژن نـوزاد   
هـاي غشـاي سیتوپلاسـمی و اسـید     پـروتئین  اکسیداسیون لیپیـدها و 

  و آسـیب وارده بـه مـرگ میکروارگانیسـم منتهـی       گـردد مینوکلئیک 
  غیراختصاصـی عمـل    هـاي آزاد کـاملاً  کـه رادیکـال  نجاییاز آ. شودمی
سازند، تاکنون  هاي مختلفی را در سلول غیرفعال میکنند و جایگاهمی

از محاسن  .]4[ مقاومتی به این روش مشاهده نشده استها در باکتري
 توان به کوتـاه بـودن زمـان از بـین رفـتن بـاکتري،      دیگر این روش می

 یمقاله پژوهش

  خلاصه
در ایـن روش از یـک رنـگ    . هاي مقاوم به دارو اسـت سازي فتودینامیکی یکی از راهکارهاي مقابله با پاتوژنغیرفعال :مقدمه

و با طول مـوج خاصـی از نـور مرئـی      گیردمیهاي میکروبی قرار لشود که بر روي سلوحساسگر نوري غیر سمی استفاده می
و  Escherichia coli (ATCC 25922)هدف اصلی این مطالعه بررسی اثرغیرفعال سـازي فتودینـامیکی   . شودفعال می

 .مقاوم به دارو با دو رنگ متیلن بلو وتولوئیدین بلو بود Escherichia coliبالینی  ۀسوی
اثـر   بر) دقیقه 30و 20و 10( و زمان تابش لیزر) 5/12 و 25 و µg/ml50(گر نوري لظت عامل حساساثر غ :روش بررسی

  .سازي فتودینامیکی بررسی شدکشندگی غیرفعال
قـادر بـه کـاهش    ) J/cm28/163 (با استفاده از نور قرمز لیـزر  ) µg/ml 50غلظت (سازي نوري متیلن بلو حساس :هایافته

 ۀتعـداد اولی ـ (مقاوم به دارو  E. coliو   E. coli (ATCC 25922)ةهاي زنددر تعداد باکتري درصد 6/37 ودرصد  1/53
، سبب کشته شدن J/cm28/46  و دوز µg/ml 50که تولوئیدین بلو درغلظت درحالی. بود)  CFU/ml 105-104ها باکتري

  . مقاوم به دارو شد E. coliو   E. coli (ATCC 25922)ةهاي زنداز باکتريدرصد  2/83و درصد  2/98
سازي فتودینـامیکی بـا   بالینی مقاوم به دارو حساسیت کمتري به اثرکشندگی غیرفعال ۀحاضر سوی ۀدر مطالع :گیرينتیجه
سـازي  یی غیرفعـال آبنـابراین، ایـن امکـان وجـود دارد کـه کـار      . استاندارد نشان داد ۀتولوئیدین بلو در مقایسه با سوی ۀواسط

  .هاي مقاومت به آنتی بیوتیک این سویه قرار گیردثیر مکانیسمأولوئیدین بلو تحت تفتودینامیکی با ت
  

  هاي مقاوم به دارو، متیلن بلو، تولوئیدین بلوباکتري ،سازي فتودینامیکیغیرفعال :کلیدي هايواژه
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ــی  ــوم  ،زیســت شناس ــردیس عل ــگا ،پ ــراندانش ــران ،ه ته ــن، ای : تلف

   021-66492992: ، دورنما61113558-021
 Kashefn@khayam.ut.ac.ir :کترونیکلپست ا
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  ... ي فتودینامیکیسازبررسی اثرغیرفعال                4 ، شماره٧لیزر پزشکی، دوره  ۀفصلنام

٧ 

و  5[ درمـان اشـاره کـرد    ۀکاهش هزین نس وتخریب فاکتورهاي ویرولا
6[.  

ــو و تولوئیــدین در حــال حاضــر، ترکیبــات فنوتیــازینیوم ماننــد    بل
شـوند  صورت بالینی براي درمان ضدمیکروبی اسـتفاده مـی  بلو بهمتیلن

هاي انسانی به همراه توانـایی  ها بر روي سلولسمیت کم این رنگ. ]7[
ها به عنوان نشگر سبب شده این رنگها در تولید اکسیژن واکبالاي آن

بار مثبت . ]8[هاي فعال نوري ضدمیکروبی مورد توجه قرار گیرند رنگ
دهـد کـه رنـگ در    فیزیولوژیک این امکان را مـی  pHاین ترکیبات در 
متیلن بلـو و   . ]9[هاي گرم مثبت و گرم منفی قرار گیرد غشاي باکتري

 ـعنوان رنگتولوئیدین بلو به ه نـور بـر طیـف وسـیعی از     هاي حساس ب
ــد استرپتوکوکســی  میکروارگانیســم ــا مانن  ,Escherichia coliه

Staphylococcus aureus monocytogenes, Vibrio 
vulnificus  Listeria  10-13[ ثر هستندؤم[.  
 هـاي مقـاوم بـه   ثیر این دو رنگ بر باکتريأاندکی از ت هايگزارش

سـازي فتودینـامیکی   غیرفعـال اثـر   در این مطالعه. دارو در دست است
Escherichia coli (ATCC 25922) بـــالینی ۀو ســـوی 

Escherichia coli    مقاوم به دارو با استفاده از دو رنگ متـیلن بلـو و
  .تولوئیدین بلو بررسی شد

  روش بررسی
 از زخـم پـاي بیمـار دیـابتی جـدا      E.coliبالینی  ۀسوی: باکتري ۀسوی

اسـتاندارد   ۀعنوان سویبه  E. coli (ATCC 25922)ۀگردید و سوی
الگـوي  . بیوتیـک از شـرکت پـادتن طـب تهیـه شـد      و حساس به آنتی

بـالینی بـا روش اسـتاندارد انتشـار      ۀحساسیت ضدمیکروبی براي سـوی 
ایـن سـویه بـه     . ]14[تعیین شـد   CLSI هايتوصیه دیسک مطابق با
، )(30µg سفتازیدیم، )(100µgپیپراسیلین  ،(30µg) آموکسی کلاو
ــنم   ــی پ ــیناجنتام ،(10µg)ایم ــین  (10µg)یس ، سیپروفلوکساس

(5µg) لووفلوکساسـین ،(5µg)  نورفلوکساسـین ،(10µg)   داکسـی  ،
ــایکلین  ــازول )  (30µgسـ ــه   µg) (25و سولفامتوکسـ ــاوم و بـ مقـ
  .نیمه حساس بود  (30µg)آمیکاسین 

 Sigmaشــرکت  از (TBO)تولوئیــدین بلــو و) MB(متــیلن بلــو
تولوئیدین بلو براي هـر آزمـایش در    متیلن بلو و محلول. خریداري شد

آماده و با فیلتراسـیون   ،صورت تازهبه) =pH 4/7(بافر فسفات استریل 
 mW 35یـک لیـزر دیـود    . شـد اسـتریل و در تـاریکی نگهـداري مـی    

(Lasotronic –UK)    ع سـاط نـانومتر   660 که نوري بـا طـول مـوج  
بـراي تـابش   . اده شـد اسـتف  MBهاي حاوي کند، براي تابش نمونهمی

 mW 10 (MUSTANGاز یک لیزر دیود  TBOهاي حاوي نمونه
– Russia)     کنـد،  ع مـی نـانومتر سـاط   630که نوري با طـول مـوج
اي تنظیم شد که گونهدستگاه لیزر و سطح پلیت بهۀ فاصل. استفاده شد
  .باشد mW cm-2  91 میزان تابش

بـه   داده شـدند و  گار کشتآها روي محیط کشت نوترینت باکتري  
سپس . گراد انکوبه گردیدندسانتی ۀدرج 37دماي  ساعت در 24مدت 

نیم مک فارلند  ۀمطابق با لول PBSها در بافر سوسپانسیونی از باکتري
از  CFU/ml 105-104تهیــه شــد و بــا رقیــق ســازي، تعــداد نهــایی 

در  MB/TBOها با رنگ سوسپانسیون باکتري. دست آمدهها بباکتري
مجاور و نـیم سـاعت در تـاریکی     50و 25 و µg/ml  5/12هايظتغل

دقیقه 15به مدت  rpm 6000انکوبه گردید و سپس سه مرتبه  با دور 
ز هـر  ا لیتـر یلـی م 1/0سـپس  . انجام شد PBSسانتریفوژ و شستشو با 

دهـی بـراي   تابش(گرفت  قرار خانه تحت تابش لیزر 96نمونه در پلیت 
بـراي حفـظ   ). دقیقـه انجـام شـد    30-20-10هـاي  هر نمونه در زمان

 پس از تهیـۀ . دهی بسته بودان تابششرایط استریل، درب پلیت در زم
میکرولیتر بـر روي محـیط    50از هر چاهک  تایی 10هاي سریال رقت

 37سـاعت در دمـاي    18-24 ها به مدتپلیت. گار برده شدآنوترینت 
هاي رشد کرده بـر  یگراد انکوبه شدند و سپس تعداد کلونسانتی ۀدرج

  ).ها سه مرتبه تکرار شدندتمام آزمون(سطح محیط شمارش شد 
یـک گـروه فاقـد    : از انـد هاي کنترل در این آزمـایش عبـارت  هگرو  

، یک گروه داراي محلول رنگ و بـدون  )-L-P( محلول رنگ و نور لیزر
بدون وجـود رنـگ    و گروه دیگر تابش نور لیزر (+L-P) تابش نور لیزر

)L+P( ) به جاي رنگ از محلولPBS استفاده شد .(  
  :آنالیزآماري

 ۀمقایس ـ. بیان شـدند   log10میانگین  ±صورت انحراف معیار مقادیر به
 One-Way هـاي مختلـف بـا اسـتفاده از آزمـون     بین میانگین گـروه 

ANOVA 05/0 مقادیر. بررسی گردیدP< دار لحاظ آماري معنـی  از
  .تلقی شدند

  هایافته
ســازي فتودینــامیکی  اثــر کشــندگی غیرفعــال   2و 1هــاي شــکل

Escherichia coli (ATCC 25922) بـــالینی ۀو ســـوی 
Escherichia coli    مقاوم به دارو را با استفاده از رنگ متـیلن بلـو و

ــکل ــاي ش ــال   4 و 3ه ــندگی غیرفع ــر کش ــامیکی  اث ــازي فتودین س
Escherichia coli (ATCC 25922) بـــالینی ۀو ســـوی 

Escherichia coli   مقاوم به دارو را با استفاده از رنگ تولوئیدین بلـو
  .دهندهاي مختلف و دوزهاي متفاوت نور لیزر نشان میدر غلظت

بـا اسـتفاده از   ) µg/ml 50غلظـت  (بلو سازي نوري متیلنحساس
ــزر   ــز لی ــور قرم ــاهش ) J/cm28/163 (ن ــه ک ــادر ب  ودرصــد  1/53ق

و   E. coli (ATCC 25922)ةهاي زنددر تعداد باکتري درصد6/37
E. coli  هـا  بـاکتري  ۀتعداد اولی(مقاوم به داروCFU/ml 105-104 (

 J/cm2و دوز µg/ml 50غلظـت   کـه تولوئیـدین بلـو در   درحـالی . بود
ــدن    8/46 ــته ش ــبب کش ــزر، س ــد  2/98 لی ــد 2/83 ودرص   از  درص

مقـاوم بـه    E. coliو  E. coli (ATCC 25922) ةهاي زندباکتري
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  و همکاران  نسیم کاشف

٨ 

سـازي فتودینـامیکی بـا    ر کلی، اثر کشـندگی غیرفعـال  طوبه. دارو شد
اسـتاندارد در   ۀدر غلظـت و دوز مشـابه بـر سـوی     تولوئیدین بلو ۀواسط

  .مقاوم به دارو بیشتر بود ۀمقایسه با سوی
از متیلن بلو با دوزهاي متفـاوت نـور    µg ml-1 5/12 وقتی غلظت

ابــل اســتفاده شــد، کــاهش ق) 8/163و  J/cm2  6/54 ،2/109( لیــزر
هاي سوسپانسیون اولیه در مقایسه با گروه اي در تعداد باکتريملاحظه

ــد  ــاهده نش ــرل مش ــت ). <05/0p ( کنت ــورد غلظ ــب در م ــن مطل   ای
µg ml-1 5/12  دقیقه نیز مشـاهده   10از تولوئیدین بلو با زمان تابش

هاي مختلف متیلن بلو و تولوئیدین بلو در تاریکی به تنهایی غلظت. شد
هـاي مـورد   با گروه کنترل هـیچ اثـر سـمی روي ارگانیسـم     در مقایسه

همچنین دوزهاي متفاوت نور لیزر به تنهایی قادر بـه  . بررسی نداشتند
  .اثر باکتري کشی نبودند

  
 متیلن بلو در ۀسازي فتودینامیکی با واسطغیرفعال :1شکل

Escherichia coli (ATCC 25922) هاي مختلف رنگدر غلظت 
µg/ml) 5/12 تابش لیزر  دقیقه 30-20-  10هاي و زمان) 50 و 25 و  

  

  

  
 تولوئیدین بلو در ۀسازي فتودینامیکی با واسطفعالغیر: 3شکل 

Escherichia coli (ATCC 25922) هاي مختلف رنگدر غلظت  
µg/ml)  5/12 تابش لیزر  دقیقه 30- 20- 10هاي و زمان) 50 و 25 و  

  
  

  
  بالینی ۀتولوئیدین بلو در سوی ۀامیکی با واسطسازي فتودینغیرفعال :4شکل 

 Escherichia coliهاي مختلف رنگمقاوم به دارو در غلظت  µg/ml)  
  تابش لیزر دقیقه 30-20- 10هاي و زمان) 50 و 25 و 5/12

  
  گیريو نتیجه بحث

در ایــن مطالعــه اثــر کشــندگی غیرفعــال ســازي فتودینــامیکی       
Escherichia coli (ATCC 25922) بـــالینی ۀو ســـوی 

Escherichia coli    مقاوم به دارو با استفاده از دو رنگ متـیلن بلـو و
و پرتـودهی بـا نـور قرمـز      بلو به عنوان عامل حساسگر نـوري تولوئیدین
سازي فتودینامیکی با رنگ  ما نشان داد که غیرفعال ۀطالعم. بررسی شد

مقاوم به دارو  E. coliمد باعث کشته شدن آشکل کارتولوئیدین بلو به
 .شودحساس به آنتی بیوتیک می E. coliو 

  طـور یکسـان  تنگ و همکاران نشان دادند کـه تولوئیـدین بلـو بـه      
E. coli بتالاکتاماز وسیع الطیـف و  ةکنندتولیدEscherichia coli 

(ATCC 25922)  ۀکـه در مطالع ـ درحـالی  ]15[بـرد  را از بین مـی 
حساسـیت کمتـري بـه اثرکشـندگی     بالینی مقاوم به دارو  ۀحاضر سوی
 ۀبا سـوی  هبلو در مقایستولوئیدین ۀسازي فتودینامیکی با واسطغیرفعال

 ۀسوی متیلن بلو در ۀسازي فتودینامیکی با واسطغیرفعال :2شکل
 µg/ml) 5/12 هاي مختلف رنگدر غلظت  Escherichia coliبالینی

  تابش لیزر  دقیقه 30-20- 10هاي و زمان) 50و  25و 
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  Escherichia coliبـالینی  ۀحساسیت کم سـوی . استاندارد نشان داد
تولوئیدین بلو در  ۀسازي فتودینامیکی با واسطمقاوم به دارو به غیرفعال

 تواند ناشـی از می Escherichia coli (ATCC 25922)با  ۀمقایس
مطالعـات اخیـر   . بیوتیک این سویه باشـد هاي مقاومت به آنتیمکانیسم

ــدین نشــان داده ــه تولوئی ــد ک ــاتیونی و  ان ــه داراي ســاختاري ک ــو ک   بل
هـاي دفـع   عنوان سوبسترایی بـراي پمـپ  تواند بهپاتیک است میآمفی

لکـرد  رسـد کـه عم  نظر میبنابراین به. باشدE. coli در  RNDداروي 
و  شـود تواند موجب کاهش غلظت رنگ در داخل سلول ها میاین پمپ
 .  ]16[ شودتراپی یی فتودینامیکآکاهش کارموجب 

ثر درکاهش تعـداد  ؤعنوان یک عامل حساسگر نوري ممتیلن بلو به
ثیر أت ـ ۀمقایس ـ. مورد بررسی در این مطالعه نبود E. coliهاي باکتري
دو رنـگ متـیلن بلـو و تولوئیـدین بلـو       سازي فتودینامیکی بـا غیرفعال

ها نشان داد که تولوئیدین بلو نسبت به متیلن بلـو رنـگ   برروي باکتري
لیپوفیل بـودن متـیلن بلـو و تولوئیـدین بلـو بـه       . تري استبسیار قوي

کـه   ، بنابراین این احتمال وجود دارد]17[است  -21/0و  -1/0ترتیب 
ی در باکتري بیشتر از متیلن بلو طور قابل توجهغلظت تولوئیدین بلو به

هـا  باشد و بعد از تابش نور باعث کشـته شـدن بیشـتر میکروارگانیسـم    
  .شود

) به شکل موضعی یا تزریق درون رگـی (متیلن بلو و تولوئیدین بلو   
در تشخیص جراحی کاربرد فراوان دارند و به طـور معمـول بـه شـکل     

رتیـب  معـادل بـا    که بـه ت  ]19و18[شوند استفاده می درصد1 محلول
برابـر بیشـتر از    200هـا  این غلظت. ]20[است  33و mM 27غلظت 

غلظت گزارش شده در این مطالعه است که احتمال ایمنی در درمان را 
  .دهدنشان می
بـالینی مقـاوم بـه دارو حساسـیت      ۀما نشان داد کـه سـوی   ۀمطالع

ــا واســط  ــه اثرکشــندگی غیرفعــال ســازي فتودینــامیکی ب  ۀکمتــري ب
سازي بنابراین غیرفعال. استاندارد دارد ۀوئیدین بلو در مقایسه با سویتول

هاي دیگر مقاوم بـه دارو  سویه تولوئیدین بلو در ۀفتودینامیکی با واسط
  .نیازمند مطالعات بیشتري است

 دانی        قدرتشکر و 

هاي دانشگاه تهران و مرکز تحقیقات لیزر در پزشکی با تشکر از حمایت
  .شگاهی واحد علوم پزشکی تهرانجهاد دان
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