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Abstract 
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen with a remarkable capacity to adapt to environmental stress 
and antibiotic exposure. However, the combined effects of osmotic stress and fluoroquinolones on the 
reorganization of oxidative stress responses, particularly in multidrug-resistant (MDR) strains, remain 
incompletely understood. Therefore, this study aimed to investigate the phenotypic, enzymatic, and protein-level 
alterations in the antioxidant defense system of P. aeruginosa under combined osmotic and fluoroquinolone stress 
conditions. 

In this study, three clinical MDR strains and one reference strain were exposed to ciprofloxacin, norfloxacin, and 
ofloxacin. Fluoroquinolones were applied at sub-inhibitory concentrations corresponding to one-quarter and one-
half of the minimum inhibitory concentration (MIC), while osmotic stress was induced using 0.3 M and 0.5 M 
sodium chloride. Changes in MIC, phenotypic antibiotic susceptibility, bacterial growth, antioxidant enzyme 
activities, including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx), and the 
expression levels of OxyR, KatA, and SodB proteins were evaluated. 

The results demonstrated that the combination of osmotic stress and sub-inhibitory concentrations of 
fluoroquinolones led to increased MIC, reduced phenotypic susceptibility, and induction of responses associated 
with adaptive antibiotic tolerance in MDR strains. These conditions were accompanied by a relative reduction in 
bacterial growth and significant increases in antioxidant enzyme activities and the levels of the investigated 
proteins. The most pronounced changes were observed in MDR strains exposed to 0.5 M osmotic stress, whereas 
the reference strain exhibited limited responses. 

These findings indicate that osmotic stress enhances antibiotic tolerance in P. aeruginosa by upregulating OxyR-
associated oxidative defense components and strengthening the cellular antioxidant system. These results are more 
appropriately interpreted within the framework of stress-associated adaptive tolerance and do not provide direct 
evidence for the development of stable genetic antibiotic resistance. Such adaptive responses may contribute to the 
survival, persistence, and ecological fitness of multidrug-resistant strains in clinical environments. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Osmotic stress, Fluoroquinolones, Sub-MIC, Oxidative stress, OxyR, 
Multidrug resistance (MDR). 
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Introduction 
Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen responsible for severe healthcare-associated 
infections, particularly in immunocompromised patients and individuals with cystic fibrosis. Its extraordinary 
capacity to adapt to hostile environments, including antimicrobial exposure and physicochemical stressors, 
contributes substantially to its persistence, treatment failure, and multidrug resistance. Exposure to sub-inhibitory 
antibiotic concentrations (sub-MIC), which frequently occurs during therapeutic administration and environmental 
exposure, triggers adaptive responses that affect biofilm formation, membrane permeability, efflux activity, 
oxidative defense, and antibiotic tolerance. 

Osmotic stress is another clinically relevant environmental challenge encountered by P. aeruginosa in host-
associated niches, including respiratory secretions, chronic wounds, and hyperosmotic therapeutic environments. 
Although the independent effects of osmotic stress and sub-MIC antibiotic exposure have been investigated, their 
combined influence on the oxidative stress response remains incompletely understood, particularly in multidrug-
resistant strains. 

Oxidative stress responses, regulated through OxyR-associated pathways and antioxidant defense systems, 
including catalase, superoxide dismutase, and glutathione peroxidase, are essential determinants of bacterial 
adaptation during environmental stress. Therefore, the present study investigated the combined effects of osmotic 
stress and fluoroquinolone treatment on phenotypic susceptibility, growth behavior, antioxidant enzyme activity, 
and oxidative defense protein expression in MDR and reference strains of P. aeruginosa. 

 
Materials and Methods 
Three clinical MDR strains of P. aeruginosa and a reference strain, ATCC 27853, were obtained from 
microbiological collections. The MDR status was confirmed using CLSI-recommended disk diffusion procedures. 

Ciprofloxacin, norfloxacin, and ofloxacin were evaluated at ¼, ½, and 1× MIC. Osmotic stress was induced using 
sodium chloride concentrations of 0.3 M and 0.5 M, whereas non-stressed conditions served as the controls. 

MIC were determined using broth microdilution according to CLSI recommendations before and after treatment 
under different osmotic conditions.  

Phenotypic susceptibility was assessed using disk diffusion assay. Changes in the inhibition zone diameter and 
relative reductions following treatment were calculated. 

Growth kinetics were evaluated using optical density measurements at 600 nm, and growth performance was 
quantified by calculating the area under the growth curve over a 12-h period. 

The activities of superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase were determined 
spectrophotometrically using established biochemical assays. 

Total proteins were extracted using cell lysis procedures and quantified using BCA assay. SDS-PAGE and Western 
blot analyses were performed to evaluate the levels of OxyR, KatA, SodB, and auxiliary antioxidant proteins. The 
relative band intensities were quantified densitometrically. 

All experiments were performed in triplicates. Data are expressed as mean ± standard deviation and were analyzed 
using appropriate parametric statistical approaches, with p < 0.05 considered statistically significant. 

 
Results 
Combined exposure to osmotic stress and fluoroquinolone treatment increased the MIC values in MDR strains, with 
the highest values observed under ½ MIC pretreatment combined with 0.5 M NaCl exposure. 

Phenotypic susceptibility progressively decreased following treatment exposure, particularly under conditions of 
increasing osmotic stress. The greatest reduction in the inhibition zone diameter was observed under ciprofloxacin 
treatment combined with severe osmotic stress, whereas the selected treatment conditions demonstrated strain-
dependent variation. 

Growth progressively declined with increasing osmotic stress intensity. The mean AUC values decreased from 
0.5240 under non-stressed conditions to 0.4785 under 0.5 M NaCl exposure, corresponding to approximately 8.7% 
overall growth inhibition. Growth responses varied among strains, with MDR-Strain 1 exhibiting the largest 
reduction and MDR-Strain 1 demonstrating comparatively limited changes. Statistical analyses demonstrated 
significant effects of antibiotic type and strain × antibiotic interactions. 
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Antioxidant enzyme activity increased under combined stress conditions. Under 1 × MIC combined with 0.5 M 
NaCl, SOD activity reached 52.33 ± 2.08 in MDR strains compared with 36.25 ± 1.16 in the reference strain. Similar 
increases were observed in catalase and glutathione peroxidase activities. GPx demonstrated a stronger strain 
dependency than SOD and CAT and remained elevated in MDR strains, even under lower-intensity treatment 
conditions. 

Western blot analysis revealed treatment-associated alterations in antioxidant defense proteins. Relative increases 
reached approximately 210% for OxyR, 185% for KatA, and 195% for SodB under the selected treatment 
conditions. MDR strains consistently demonstrated larger responses than the reference strain, whereas AhpC 
expression decreased under the selected experimental conditions. 

Multivariate analyses demonstrated highly significant effects of fluoroquinolone concentration and osmotic stress 
intensity on OxyR expression, with F values of 1085.78 and 614.76 and partial eta squared values of 0.923 and 
0.872, respectively. Two-way interactions were not statistically significant; however, the concentration × osmotic 
stress × strain interaction was significant. Similar statistical patterns were observed for KatA and SodB. 

 
Discussion  
The present findings demonstrate that combined osmotic and antibiotic stress induces extensive adaptive remodeling 
in P. aeruginosa, particularly in MDR strains. Increased MIC values, together with reduced inhibition zone 
diameters, indicate that osmotic stress substantially modifies bacterial responses to fluoroquinolone exposure and 
promotes adaptive tolerance under sub-inhibitory conditions. 

Although osmotic stress reduced overall bacterial growth, antioxidant responses were simultaneously enhanced, 
suggesting the activation of compensatory defense mechanisms. Increased SOD, CAT, and GPx activities, together 
with elevated expression of OxyR-associated proteins, indicate the coordinated activation of oxidative defense 
pathways during combined environmental stress. 

The relatively uniform induction of SodB across the treatment conditions suggests that superoxide detoxification 
may represent an early and generalized protective response. In contrast, CAT, particularly GPx, demonstrated 
stronger strain-dependent regulation, indicating that different antioxidant components contribute unequally to 
adaptation under combined stress. 

The stronger responses consistently observed in MDR strains suggest that pre-existing resistance mechanisms may 
facilitate physiological reprogramming during environmental stress exposure. Enhanced oxidative defense 
activation may therefore contribute not only to transient stress adaptation but also to persistence under clinically 
relevant multidimensional stress conditions. 

Reduced AhpC expression under selected treatment conditions may further indicate the redistribution of cellular 
resources toward dominant oxidative defense pathways during severe stress exposure. 

Collectively, these findings support a model in which osmotic stress and fluoroquinolone exposure act cooperatively 
to reshape the oxidative defense networks and promote adaptive survival responses. 

 
Conclusion 
In conclusion, osmotic stress substantially modifies bacterial responses to fluoroquinolone exposure by promoting 
the activation of oxidative defense and adaptive tolerance mechanisms in P. aeruginosa. These effects are 
particularly pronounced in MDR strains, which exhibit stronger antioxidant activation and a greater capacity for 
stress-associated physiological remodeling. 

The coordinated induction of OxyR-associated defense systems, together with enhanced antioxidant enzyme 
activity, suggests that oxidative defense pathways are central components of bacterial adaptation during combined 
environmental and antimicrobial stress. These findings emphasize the importance of considering environmental 
stress conditions when interpreting antimicrobial susceptibility and designing therapeutic strategies for MDR 
pathogens. 

Future investigations should focus on the regulatory networks underlying stress-induced tolerance and identify 
potential intervention targets capable of disrupting adaptive, oxidative defense responses. 
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 چکیده

Pseudomonas aeruginosa ؛ها داردیکبیوتهای محیطی و مواجهه با آنتیطلب، توانایی بالایی در سازگاری با تنشعنوان یک پاتوژن فرصتبه 
طور نوز بههای مقاوم به چنددارو، هویژه در سویهها بر بازآرایی پاسخ استرس اکسیداتیو، بهزمان تنش اسمزی و فلوروکینولونبا این حال، تأثیر هم

شرایط تنش  در P. Aeruginosa اکسیدانی درکامل شناخته نشده است. هدف این مطالعه بررسی تغییرات فنوتیپی، آنزیمی و پروتئینی سیستم آنتی
 .ترکیبی اسمزی و فلوروکینولونی بود

کساسین های سیپروفلوکساسین، نورفلوکساسین و افلودر این پژوهش، سه سویه بالینی مقاوم به چند دارو و یک سویه مرجع در معرض فلوروکینولون
مولار  8/4و  0/4ت مهاری و تنش اسمزی با استفاده از دوم حداقل غلظچهارم و یکهای زیرمهاری معادل یکها در غلظتبیوتیکقرار گرفتند. آنتی

سید دیسموتاز، اکسیدانی شامل سوپراکهای آنتیکلرید سدیم اعمال شد. سپس حداقل غلظت مهاری، حساسیت فنوتیپی، رشد باکتری، فعالیت آنزیم
های ترکیب تنش اسمزی و غلظت ندنتایج نشان داد. بی شدارزیا SodB و OxyR، KatA هایکاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز و همچنین بیان پروتئین

بیوتیکی های مرتبط با تحمل تطبیقی آنتیها موجب افزایش حداقل غلظت مهاری، کاهش حساسیت فنوتیپی و القای پاسخزیرمهاری فلوروکینولون
های پروتئین اکسیدانی و سطحهای آنتیدار فعالیت آنزیمیاین شرایط با کاهش نسبی رشد باکتری و افزایش معن. های مقاوم به چنددارو شددر سویه

که سویه مرجع پاسخ درحالی ؛مولار مشاهده شد 8/4های مقاوم به چنددارو تحت تنش اسمزی همراه بود. بیشترین تغییرات در سویه شدهبررسی
و تقویت سیستم  OxyR یش اجزای دفاع اکسیداتیو مرتبط باد تنش اسمزی از طریق افزاندههای این مطالعه نشان مییافته. محدودتری نشان داد

ها بیشتر در چارچوب تحمل تطبیقی وابسته به استرس تفسیر این یافته. دهدرا افزایش می P. aeruginosaبیوتیکی اکسیدانی سلول، تحمل آنتیآنتی
های مقاوم به توانند در بقا، سازگاری و تداوم سویهاین سازوکارها می. کنندشوند و شواهد مستقیمی برای ایجاد مقاومت ژنتیکی پایدار فراهم نمیمی

 داشته باشند.های بالینی نقش مهمی چنددارو در محیط

 ، مقاومت چندداروییOxyRها، غلظت زیرمهاری، استرس اکسیداتیو، سودوموناس آئروژینوزا، تنش اسمزی، فلوروکینولونی کلیدی: هاواژه
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 مقدمه

Pseudomonas aeruginosa منفی  یک باکتری گرم

برانگیز در های چالشترین پاتوژنطلب و از مهمفرصت

ذیر، پهای آسیبویژه در جمعیتپزشکی معاصر است که به

ومیر را به توجهی از عفونت، ناتوانی و مرگبار قابل

کی این پاتوژن ی (.1، 1) کندمیهای بهداشتی تحمیل سیستم

ه های بیمارستانی نظیر پنومونی وابسته باز علل اصلی عفونت

های دستگاه ادراری و ونتیلاتور، سپسیس، عفونت

رود و در بیماران شمار میهای زخم و سوختگی بهعفونت

مبتلا به فیبروز کیستیک، از طریق کلونیزاسیون مزمن ریوی و 

ماری و بی ای در پیشرفتکنندهتشکیل بیوفیلم، نقش تعیین

بیماران دچار نقص ایمنی یا تحت (. 0، 1)دارد کاهش بقا 

های طور خاص در معرض عفونتهای تهاجمی نیز بهدرمان

قرار  P. aeruginosaکنترل ناشی از  شدید و اغلب غیرقابل

بالای این باکتری در سازگاری با فشارهای توان (. 1) دارند

میکروبی، همراه با شیوع فزاینده محیطی، شیمیایی و ضد

، آن را به یکی از (MDR) های مقاوم به چندداروسویه

ی بیوتیکترین تهدیدهای جهانی در حوزه مقاومت آنتیجدی

یقی و های تطبتبدیل کرده است و ضرورت بررسی مکانیسم

 (.1، 1) دکنسته میدفاعی آن را برج

، (CIP) ها، ازجمله سیپروفلوکساسینفلوروکینولون

، از (OFX) و افلوکساسین( NOR) نروفلوکساسین

اشی از های نها در درمان عفونتبیوتیکپرکاربردترین آنتی

P. aeruginosa طور هبشوند و سیپروفلوکساسین محسوب می

تاریخی یکی از مؤثرترین اعضای این خانواده علیه این پاتوژن 

 های توپوایزومراز نوعاین داروها با مهار آنزیم (.0) بوده است

II شامل DNA gyrase و topoisomerase IV فرایندهای ،

و به  کنندمیرا مختل  DNA حیاتی همانندسازی و ترمیم

با این حال، مصرف گسترده  (؛0) شوندسلولی منجر میمرگ 

کننده ها، به افزایش نگرانو گاه غیربهینه فلوروکینولون

ویژه ، بهP. aeruginosaهای بالینی مقاومت در سویه

د ندهنشان می اه(. گزارش8) انجامیده است MDR هایسویه

زمان به چند مقاومت هم MDR هایبسیاری از ایزوله

را  های درمانیدهند و این امر گزینهفلوروکینولون را بروز می

کنش این پدیده حاصل برهم(. 8) دکنشدت محدود میبه

های های متعددی ازجمله افزایش فعالیت پمپمکانیسم

نددارویی، تغییر نفوذپذیری غشای خارجی و افلوکس چ

 (.0) سلولی استهای تطبیقی درونسازی پاسخفعال

-sub) هابیوتیکهای زیرمهاری آنتیدر این میان، غلظت

MICs )عنوان سطوحی از دارو که قادر به مهار کامل رشد به

ی مؤثر فشار انتخاب عنوان یکباکتری نیستند، اما همچنان به

(. 3) اندای را به خود جلب کردهکنند، توجه فزایندهعمل می

های تنظیمی و مسیرهای تواند شبکهها میsub-MIC مواجهه با

استرسی را فعال و با ایجاد تغییرات فیزیولوژیک و فنوتیپی، 

و  بیوتیکیزمینه را برای سازگاری، افزایش تحمل آنتی

شواهد نشان (. 7، 3کند )کاهش حساسیت فنوتیپی فراهم 

، القای مقاومت MIC تواند به افزایشدهد این شرایط میمی

تطبیقی پایدار و حتی مقاومت متقاطع نسبت به 

رو، بررسی ازاین(؛ 5، 3) های دیگر منجر شودبیوتیکآنتی

ها نقش مهمی در درک کاهش حساسیت sub-MIC اثرات

 دارد.های بعدی بیوتیکی در مواجههآنتی

 هویژها، بهتنش اسمزی ناشی از تغییرات غلظت نمک

NaCl یکی از عوامل محیطی کلیدی در فیزیولوژی و ،

این نوع تنش در (. 5) شودها محسوب میسازگاری باکتری

های بیمارستانی، ساختارهای بیوفیلمی و ریه بیماران محیط

 .P ی که ای دارد؛ شرایطمبتلا به فیبروز کیستیک اهمیت ویژه

aeruginosa است طور مداوم با فشارهای اسمزی مواجه به

تواند از طریق تغییر در نفوذپذیری تنش اسمزی می(. 11، 14)

doi:%2010.22108/bjm.2026.148476.1671
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عال های فزدن تعادل ردوکس و افزایش تولید گونهغشا، برهم

های تطبیقی و حساسیت پاسخ ( برROS) اکسیژن

با وجود این، اثرات (؛ 11بگذارد )بیوتیکی باکتری تأثیر آنتی

 بیوتیکی تاکنون کمترزمان تنش اسمزی و مواجهه آنتیهم

 .مند بررسی شده استصورت نظامبه

عنوان یکی از نقاط تلاقی اصلی استرس اکسیداتیو به

زیرا  ؛شودهای محیطی شناخته میهای سلولی به تنشپاسخ

 د تولیدتوانناسمزی می بیوتیکی و هم تنشهای آنتیهم تنش

ROS تجمع(. 10) را افزایش دهندROS   نظیر سوپراکسید و

ها و ، پروتئینDNA پراکسید هیدروژن موجب آسیب به

د و در صورت عدم مهار، بقای سلولی وشمیلیپیدهای غشایی 

برای بقا در چنین  P. aeruginosa(.  10) اندازدرا به خطر می

های دفاع ای کارآمد از سیستمشرایطی به شبکه

هایی مانند اکسیدانی متکی است که شامل آنزیمآنتی

سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و پراکسیدازها و همچنین 

 OxyR(. 18) شودمی  OxyRهای کلیدی نظیرکنندهتنظیم

کننده مرکزی پاسخ به پراکسید عنوان حسگر و تنظیمبه

های دفاعی را در پاسخ به ای از ژنهیدروژن، بیان مجموعه

کند و نقش مهمی در تغییرات وضعیت ردوکس القا می

شواهد (. 15-13دارد )های اکسیداتیو کاهش آسیب

سازی مسیرهای دفاع دهد فعالافزایش نشان میبهرو

ی و بقای بیوتیکتواند به افزایش تحمل آنتیاکسیداتیو می

با این حال، (. 15،14) فنوتیپی در مواجهه با داروها منجر شود

قش اند و نمطالعات در شرایط تنش منفرد انجام شده اغلب این

، در OxyR ویژه مسیرهای دفاع اکسیداتیو، بهبازآرایی سیستم

ه طور کامل روشن نشدهای ترکیبی همچنان بهمواجهه با تنش

 .است

های اگرچه مطالعات متعددی به بررسی اثرات غلظت

ه این اند کاند و نشان دادهها پرداختهبیوتیکزیرمهاری آنتی

توانند باعث افزایش تنوع ژنتیکی، جهش و انتقال ها میغلظت

اما درک ما از نحوه تعامل  (؛11) های مقاومت شوندافقی ژن

های محیطی، های زیرمهاری با سایر تنشزمان این غلظتهم

 .ویژه تنش اسمزی، همچنان محدود باقی مانده استبه

، هدف این مطالعه بررسی بازآرایی پاسخ این براساس

در مواجهه با تنش ترکیبی  P. aeruginosaاسترس اکسیداتیو 

اسمزی و فلوروکینولونی است. در این پژوهش، با اتخاذ یک 

کی، بیوتیرویکرد چندسطحی، تغییرات حساسیت آنتی

بط با های کلیدی مرتسازگاری فیزیولوژیک و فعالیت آنزیم

 ATCC و سویه مرجع MDR هایع اکسیداتیو در سویهدفا

ه رود نتایج این مطالعه ب. انتظار میشودمیارزیابی و مقایسه 

های های ترکیبی در تنظیم پاسختر نقش تنشدرک دقیق

 ندکمک ک P. aeruginosa بیوتیکیاکسیداتیو و تحمل آنتی

و چارچوب مفهومی مناسبی برای تفسیر رفتار تطبیقی این 

 .دکنپاتوژن در شرایط بالینی فراهم 

 

 هاروش و مواد

 های باکتریایی و طراحی مطالعهسویه

در این مطالعه  شدهاستفاده P. aeruginosa های بالینیایزوله

های بالینی بیماران بستری در سه مرکز درمانی منتخب از نمونه

در شهر تهران )دو مرکز دولتی و یک مرکز خصوصی( تهیه 

ده از ها با استفاشدند. پس از جداسازی اولیه، شناسایی ایزوله

 های استاندارد میکروبیولوژیک و تأیید مولکولی باآزمون

PCR دارای  هایی که مطابق تعریف استانداردانجام شد. ایزوله

مقاومت نسبت به حداقل یک عامل در سه رده مختلف 

انتخاب شدند.  MDR هایعنوان سویهبیوتیکی بودند، بهآنتی

زمان به ها، سه سویه دارای مقاومت هماز میان این ایزوله

سیپروفلوکساسین، نروفلوکساسین و افلوکساسین برای ادامه 

، همگی MDR این سه سویه بالینی .ب شدندمطالعه انتخا
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زمان به سیپروفلوکساسین، نورفلوکساسین و مقاومت هم

افلوکساسین را نشان دادند. با توجه به مقاومت همزمان به هر 

، MDR-Strain 1 صورتها بهسه فلوروکینولون، این سویه

MDR-Strain 2 و MDR-Strain 3 های در جداول و شکل

 .P سویه استاندارد حساس . اندشده گذاریمقاله نام

aeruginosa ATCC 27853 عنوان کنترل کیفی در تمامی به

صورت . طراحی مطالعه بهشدمراحل آزمایش استفاده 

 د.ش انجام شدهکنترل شرایط در و ایمقایسه - آزمایشگاهی

 فنوتیپی و تأیید گونه ییشناسا

های آزمونآمیزی گرم، شناسایی فنوتیپی شامل رنگ

تخمیر –اکسیداز، کاتالاز، حرکت، سیترات، اکسیداسیون

(OF)محیط ، TSIهای، آزمون MR–VP درجه  01، رشد در

و بررسی بوی  King A گراد، تولید پیوسیانین در محیطسانتی

 اختصاصی بود. نتایج با استفاده از منابع مرجع ازجمله

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology  تطبیق

عنوان به ATCC 27853 سویه مرجع(. 10، 11) داده شد

 .تفاده شدها اسکنترل کیفی و صرفاً برای اعتبارسنجی آزمون

 

 MIC بیوتیکی وتعیین الگوی مقاومت آنتی

یسکی و دبیوتیکی ابتدا با روش انتشار الگوی مقاومت آنتی

تعیین شد. سپس حداقل غلظت  CLSI مطابق دستورالعمل

برای سیپروفلوکساسین، نورفلوکساسین و ( MIC) مهارکننده

های تد. رقشگیری افلوکساسین با روش رقت در آگار اندازه

هیه و تلیتر(، میکروگرم بر میلی 418/4-30) دوبرابری متوالی

ارلند روی محیط فمک 8/4سوسپانسیون باکتریایی با کدورت 

 07ساعت در  10 مدتبه هاپلیت. شد تلقیح هینتون-مولر

عنوان کمترین به MIC گراد انکوبه شدند ودرجه سانتی

  (.18، 01شد )غلظت مهارکننده رشد قابل مشاهده تعیین 

فت کار ر کیفی بهعنوان کنترل به ATCC 27853 سویه

برای  1 و 1/1 ،0/1های ، غلظتMIC و براساس مقادیر

 هایهای بعدی انتخاب شدند. در این مطالعه، غلظتآزمایش

برای بررسی ( MIC-sub) عنوان سطوح زیرمهاریبه  1/1 و 0/1

کی و بیوتیهای تطبیقی، تغییرات حساسیت آنتیپاسخ

. علاوه دشدنهای دفاعی باکتری استفاده سازی مکانیسمفعال

ای در طراحی عنوان یک سطح مقایسهنیز به 1بر این، غلظت 

های باکتری در شرایط مهاری آزمایش لحاظ شد تا پاسخ

 .کامل با شرایط زیرمهاری مقایسه شود

 

 ابی حساسیت فنوتیپی با روش انتشار دیسکارزی

 .P هایمنظور بررسی تغییرات الگوی حساسیت فنوتیپی سویهبه

aeruginosa تأثیر تیمارهای ترکیبی، از روش انتشار تحت

-Bauer مطابق با روش( Disk Diffusion) دیسک در آگار

Kirby روزشده مؤسسه های بهو براساس دستورالعمل

. بدین شداستفاده  (13) بالینی و آزمایشگاهیاستانداردهای 

 8/4منظور، سوسپانسیون باکتریایی با کدورت استاندارد 

ر سرم فیزیولوژی ( د CFU/mL 14⁸×  1.8معادل ) فارلندمک

هینتون -های حاوی محیط کشت مولرتهیه و سطح پلیت ،استریل

متر با استفاده از سواب استریل میلی 0با ضخامت ( MHA) آگار

ارد های استاند. سپس دیسکشدصورت یکنواخت تلقیح به

 14) ، نورفلوکساسینمیکروگرم( 8) حاوی سیپروفلوکساسین

روی سطح محیط  میکروگرم( 8) و افلوکساسین میکروگرم(

 گراد بهدرجه سانتی 1 ± 08ها در دمای قرار داده شدند. پلیت

ساعت انکوبه شدند. پس از پایان انکوباسیون، قطر  15-10مدت 

هاله عدم رشد )شامل قطر دیسک( با استفاده از کولیس دیجیتال 

گیری و متر در دو جهت عمود بر هم اندازهمیلی 1/4با دقت 

 . نتایج براساس استانداردهای کمیتهشدمیانگین آن محاسبه 

CLSI صورت حساسبه (S)حساس، نیمه (I )مو مقاو (R ) تفسیر

 (.17، 10) و ثبت شدند
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 (:sub-MIC) های زیرمهاریتیمار با غلظتیشپ

یک بر بیوتهای زیرمهاری آنتیمنظور بررسی تأثیر غلظتبه

شت های باکتری در محیط کحساسیت فنوتیپی، ابتدا سویه

 ½ و ¼های حاوی غلظت( MHB) هینتون براث-مولرمایع 

MIC  از هر یک از سه فلوروکینولون، تحت سطوح مختلف

ساعت  0مدت ( به  NaClمولار 8/4و  0/4، 4) تنش اسمزی

انکوبه  (rpm 184دور ) گراد با شیکردرجه سانتی 07در دمای 

 14به مدت   g×0444) ها با سانتریفیوژشدند. سپس سلول

آوری و سه بار با سرم فیزیولوژی استریل شسته جمع (،دقیقه

، شوو. پس از شستشودمانده دارو حذف شدند تا اثر باقی

، فارلندمک 8/4سوسپانسیون باکتریایی مجدداً به کدورت 

تنظیم و آزمون انتشار دیسک براساس روش فوق انجام شد. 

 هایی بود که در شرایط مشابه اماگروه کنترل شامل باکتری

انکوبه شدند. همچنین  NaCl بیوتیک وبدون افزودن آنتی

ها طی های وابسته به زمان، رشد باکتریمنظور بررسی پاسخبه

گیری چگالی نوری در طول موج ساعت با اندازه 11تا  4بازه 

AUC₀) نانومتر پایش شد و مساحت زیر منحنی رشد 344 –

₁ ₂ h )ی لعنوان شاخص پتانسیل رشد و سازگاری سلوبه

 شد.محاسبه 

و سویه  MDR ها برای سه سویه بالینیکلیه آزمایش

انجام و نتایج  ،در سه تکرار مستقل ATCC 27853 مرجع

های ش شد. دادهگزار معیار انحراف ±صورت میانگین به

اکسیدانی های آنتیو فعالیت آنزیم ROS مربوط به تولید

ورت صسازی و بهنسبت به گروه کنترل بدون تیمار نرمال

 شدند.درصد تغییرات گزارش 

 

 طراحی تیمارهای آزمایشی و اعمال تنش ترکیبی

صورت فاکتوریل انجام شد تا اثرات طراحی آزمایش به

کی بر بیوتیمستقل و متقابل تنش اسمزی و تیمارهای آنتی

شود. برای القای  بررسی P. aeruginosa های سلولیپاسخ

 مولار 8/4و  0/4، 4های کشت حاوی تنش اسمزی، محیط

NaCl مولار براساس   8/4و  0/4های تهیه شدند. غلظت

منظور ایجاد سطوح متوسط و شدید تنش مطالعات پیشین و به

ها در شرایط تا پاسخ سلول (15، 15) اسمزی انتخاب شدند

 .فشار اسمزی فزاینده ارزیابی شود

ها در معرض پس از اعمال شرایط اسمزی، باکتری

  MIC ،½ MIC ¼ ها شاملهای مختلف فلوروکینولونغلظت

 MIC ½ و ¼های زیرمهاری قرار گرفتند. غلظت  MIC ×1و 

بیوتیکی بیقی، تغییرات تحمل آنتیهای تطبرای بررسی پاسخ

 د؛شدنهای دفاعی سلولی استفاده سازی مکانیسمو فعال

عنوان سطح مهاری مرجع برای به  MIC ×1که غلظت درحالی

مقایسه پاسخ باکتری در شرایط مهاری کامل در نظر گرفته 

های سلولی در شرایط شد. این طراحی امکان مقایسه پاسخ

همچنین بررسی تغییرات ناشی از تنش زیرمهاری و مهاری و 

 .کردترکیبی را فراهم 

 

 ارزیابی رشد باکتری

گالی گیری چها تحت تیمارهای مختلف با اندازهرشد باکتری

ساعت پایش  11تا  4نانومتر طی بازه  344نوری در طول موج 

AUC₀) شد. مساحت زیر منحنی رشد –₁ ₂ h )عنوان به

براساس  شد.شاخص پتانسیل رشد و سازگاری سلولی محاسبه 

فلوروکینولون همراه  MIC ½ ، تیمارMIC نتایج رشد و مقادیر

ترین محرک پاسخ تطبیقی عنوان قویبه NaCl مولار 8/4با 

براساس ماهیت  MIC ½ انتخاب شد. انتخاب غلظت

زیرا این غلظت امکان  ؛زیرمهاری این سطح انجام گرفت

های سازگاری سلولی در حضور فشار دارویی را بررسی پاسخ

کند. همچنین، غلظت بدون ایجاد مهار کامل رشد فراهم می

عنوان بالاترین سطح تنش اسمزی به NaCl مولار 8/4
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تحت  هاشده، شرایط مناسبی برای ارزیابی پاسخ سلولاعمال

 ½ ، ترکیباین راساس. بکردفشار اسمزی شدیدتر فراهم 

MIC  مولار 8/4و NaCl عنوان شرایط منتخب برای انجام به

های تکمیلی شامل بررسی پاسخ استرس اکسیداتیو، آزمون

رات اکسیدانی و ارزیابی تغییهای آنتیسنجش فعالیت آنزیم

 .(01، 04) های دفاعی در نظر گرفته شدپروتئین

 

 اکسیدانهای آنتیسنجش فعالیت آنزیم

 هایبا استفاده از کیت GPx و SOD ،CAT هایفعالیت آنزیم

گیری شد. سنجی استاندارد اندازههای رنگتجاری و روش

یا  004و  014، 834های ترتیب در طول موججذب نوری به

ها حداقل در سه تمامی آزمایش (.01) نانومتر ثبت شد 011

)میانگین  U/mg protein صورتتکرار انجام شدند و نتایج به

 (.00) شدند گزارش( معیار انحراف ±

 

 هاسازی نمونهاستخراج پروتئین و آماده

 14مدت ، بهg×14444ژ )ها پس از تیمار با سانتریفیوسلول

آوری شدند و در بافر جمع (گرادیسانتدرجه  0دقیقه، دمای 

 PH 8/7 ،184با  Tris-HCl مولاریلیم 84)حاوی لیز 

و  SDSدرصد  EDTA ،1 مولاریلیم NaCl ،1 مولاریلیم

لیز سلولی با (. 00) معلق شدند( های پروتئازیمهارکننده

در چهار وات(  184-144کیلوهرتز،  14ی )سونیکاتور پروب

ای انجام شد. پس از سانتریفیوژ، سوپرناتانت ثانیه 04سیکل 

 (.08) برای آنالیزهای بعدی استفاده شد

و  شد تعیین BCA یا Bradford غلظت پروتئین با روش

 کلروفرم–ها با روش متانولدر صورت لزوم نمونه

و  PAGE -SDSکیفیت استخراج با(. 03شدند ) سازیخالص

 .تأیید شد Coomassie آمیزیرنگ

 

 وسترن بلات

اسخ دفاع های مرتبط با پبرای بررسی تغییرات نسبی پروتئین

اکسیدانی، از روش وسترن بلات استفاده شد. آنتی

های کل سلولی پس از استخراج و دناتوراسیون در پروتئین

 دقیقه، با استفاده از 8گراد به مدت درجه سانتی 58دمای 

SDS-PAGE براساس  درصد 11آمید آکریلروی ژل پلی

منتقل  PVDF جداسازی و سپس به غشای ،مولکولیوزن 

در  کننده مناسبشدند. پس از انتقال، غشاها با محلول بلوکه

کاهش اتصال غیراختصاصی تیمار شدند.  برای TBST بافر

با  SodB و OxyR، KatA های هدف شاملشناسایی پروتئین

های اختصاصی انجام شد. پس از بادیاستفاده از آنتی

شده ونژوگهبادی ثانویه کبادی اولیه و آنتیبا آنتی انکوباسیون

لومینسانس ، باندهای پروتئینی با روش شیمیHRP با

 .آشکارسازی شدند

 ها، پروتئینسازی دادهبرای کنترل بارگذاری و نرمال

GroEL عنوان کنترل داخلیبه (Loading control)  استفاده

 ImageJ فزارا. شدت نسبی باندها با استفاده از نرمشد

 سازی نسبت به باند متناظرسازی شد و پس از نرمالکمی

GroELمقادیر حاصل برای مقایسه بین تیمارهای مختلف به ، 

ها در حداقل سه تکرار زیستی و سه کار رفت. تمامی آزمایش

شدت  صورت تغییرات نسبیتکرار فنی انجام شدند و نتایج به

 (.07،05) باند نسبت به گروه کنترل گزارش شد

 

 تحلیل آماری

در حداقل سه تکرار زیستی و سه تکرار فنی  هاشیتمام آزما

 17نسخه  SPSS افزارها با استفاده از نرمانجام شد. تحلیل داده

 Factorial) های تحلیل واریانس چندعاملیو آزمون

ANOVA )رشد،  یهابرای دادهROSیهامی، فعالیت آنز  
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 عقیبیانجام گرفت. آزمون ت هانیو بیان پروتئ یدانیاکسیآنت

Tukey ت. کار رف ها بهچندگانه بین گروه یهاسهیبرای مقا

 .در نظر گرفته شد p < 0.05 آماری برابر با یداریسطح معن

منظور ارزیابی اثر عوامل آزمایشی شامل غلظت به

شدت تنش اسمزی، نوع سویه و زمان ، کیوتیبیآنت

 یهاآماری، شاخص یداری، علاوه بر آزمون معنماریتشیپ

 (R²) اندازه اثر و برازش مدل نیز محاسبه شدند. ضریب تعیین

دهنده نسبت واریانس متغیر وابسته است که توسط مدل نشان

. شودیآماری شامل عوامل اصلی و اثرات متقابل آنها تبیین م

 .برازش مناسب مدل هستند کنندهبیان 1نزدیک به  R² مقادیر

همچنین برای تعیین اندازه اثر هر عامل از شاخص مجذور 

استفاده شد که از  (Partial Eta Squared; η²p) اتای جزئی

محاسبه  η²p = SS_effect / (SS_effect + SS_error) رابطه

یر غ. این شاخص سهم نسبی هر عامل را در تغییرات متشودیم

ر ، مقادیاستاندارد  . براساس معیارهایدهدیوابسته نشان م

سط اثر کوچک، متو کنندهترتیب بیانبه 10/4و  43/4، 41/4

 .و بزرگ هستند

از تقسیم میانگین مجذورات  F در تحلیل واریانس، آماره

 بر میانگین مجذورات خطا( MS_effect) عامل مورد بررسی

(MS_error ) .ترمقادیر بزرگمحاسبه شد F دهنده سهم نشان

سبت شده نبیشتر عامل مورد مطالعه در ایجاد تغییرات مشاهده

 مقدار آن براساس یداریو معن است به تغییرات تصادفی بوده

p متناظر ارزیابی شد. 

 

 ملاحظات اخلاقی

 تمامی مراحل پژوهش مطابق با اصول ایمنی زیستی سطح

BSL-2 صورت ناشناس پردازش شدند بهها انجام شد. نمونه

 .گونه اطلاعات هویتی بیماران ثبت یا گزارش نشدو هیچ

 

 نتایج 

( MIC) تغییرات حداقل غلظت مهاری

ها تحت تنش اسمزی و تیمارهای فلوروکینولون

 زیرمهاری

د در هر سه فلوروکینولون ندهنشان می 1جدول های داده

با افزایش سطح تیمار زیرمهاری و  MIC میانگین، شدهبررسی

ست. داشته ا چشمگیریتشدید تنش اسمزی، روند افزایشی 

مربوط  MIC در شرایط بدون تنش اسمزی، کمترین میانگین

میکروگرم بر   07/1 ± 10/14به سیپروفلوکساسین با مقدار 

نیز  MIC بود. بیشترین میانگین MIC برابر 1لیتر در سطح میلی

میکروگرم بر  58/3 ± 00/117در نورفلوکساسین با مقدار 

 .مشاهده شد MIC ½ لیتر در سطحمیلی

 ½ در سطح MIC بیشترین تأثیر تنش اسمزی بر افزایش

MIC  مولار کلرید سدیم مشاهده شد. در این  8/4همراه با

 ،00/5 ± 10/185سیپروفلوکساسین به  MIC شرایط، میانگین

 74/170و افلوکساسین به  57/5 ± 83/150نورفلوکساسین به 

ه لیتر رسید. این مقادیر نسبت بمیکروگرم بر میلی 31/5 ±

 1/35و  5/38، 3/71ترتیب شرایط بدون تنش اسمزی، به

نش نقش چشمگیر ت کنندهدرصد افزایش نشان دادند که بیان

 .بیوتیکی استاسمزی در تشدید تحمل آنتی

ین ، نورفلوکساسشدهبررسیهای در میان فلوروکینولون

 MIC در تمامی سطوح تیمار و تنش اسمزی بالاترین مقادیر

را به خود اختصاص داد. این اختلاف در شرایط تنش شدید 

 یبرا ؛مولار کلرید سدیم آشکارتر بود 8/4ناشی از حضور 

مولار کلرید سدیم،  8/4همراه با  MIC ½ نمونه، در سطح

 5٫57 ± 150٫83بر با نورفلوکساسین برا MIC مقدار

داری از طور معنیلیتر بود که بهمیکروگرم بر میلی

 و سیپروفلوکساسین با  31/5 ± 74/170افلوکساسین با مقدار 
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د. این لیتر بیشتر بومیکروگرم بر میلی 00/5 ± 10/185مقدار 

 441/4کمتر از  p دار بود و مقدارتفاوت از نظر آماری معنی

 .به دست آمد

دهد نورفلوکساسین در مقایسه با دو حاضر نشان میتایج ن

بیشتری را تحت تنش  MIC فلوروکینولون دیگر، افزایش

این پدیده احتمالاً با  .ترکیبی اسمزی و دارویی نشان داد

ه به های افلوکس وابستوابستگی بیشتر این دارو به سامانه

 .مرتبط است MexEF-OprN استرس اسمزی، ازجمله سامانه

در تمامی شرایط  ATCC 27853 ابل، سویه مرجعدر مق

شان لیتر را نمیکروگرم بر میلی 1کمتر از  MIC آزمایشی مقدار

ج اند، نتایهای مربوط به این سویه ارائه نشدهداد. اگرچه داده

ر ها حتی دحاصل حساسیت بالای آن را به فلوروکینولون

 .کندحضور تنش اسمزی تأیید می

 
 یهاهیسو هیعل نیافلوکساس و نینورفلوکساس ن،یپروفلوکساسی( ستریلیلیر مب کروگرمیبازدارنده )م یهاحداقل غلظت ارمعی انحراف ± نیانگیم: 1جدول 

 یو سطوح مختلف تنش اسمز MIC ریز یمارهایتشی( تحت پMDRمقاوم به چنددارو ) نوزایسودوموناس آئروژ
Table 1. Mean ± standard deviation of minimum inhibitory concentrations (µg/mL) of ciprofloxacin, norfloxacin, and ofloxacin against 

MDR Pseudomonas aeruginosa strains under sub-MIC pre-treatments and different osmotic stress levels 

Pre-treatment 

concentration 

Osmotic 

stress 

(NaCl) 

Ciprofloxacin 

(Mean ± SD) 

Norfloxacin 

(Mean ± SD) 

Ofloxacin 

(Mean ± SD) 

1× MIC No stress 20.13 ± 1.47 29.47 ± 2.18 22.49 ± 1.68 

1× MIC 0.3 M 32.56 ± 1.92 43.85 ± 2.76 33.69 ± 2.03 

1× MIC 0.5 M 40.21 ± 2.24 51.38 ± 3.04 41.70 ± 2.41 

¼ MIC No stress 62.34 ± 4.15 82.76 ± 5.22 72.90 ± 4.56 

¼ MIC 0.3 M 98.45 ± 5.31 124.56 ± 6.82 110.26 ± 5.78 

¼ MIC 0.5 M 118.90 ± 6.42 148.23 ± 7.61 131.90 ± 6.93 

½ MIC No stress 92.78 ± 5.56 117.34 ± 6.95 102.69 ± 5.88 

½ MIC 0.3 M 127.45 ± 7.02 157.89 ± 8.25 141.80 ± 7.45 

½ MIC 0.5 M 159.23 ± 8.34 194.56 ± 9.87 173.70 ± 8.62 
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ن در های سیپروفلوکساسین، نروفلوکساسین و افلوکساسیبیوتیکمیانگین حداقل غلظت مهاری آنتی -1شکل 

بیوتیک و سطوح متفاوت استرس های مختلف آنتیتحت غلظت  Pseudomonas aeruginosa هایسویه

 اسمزی
Figure 1- Mean minimum inhibitory concentration of ciprofloxacin, norfloxacin, and 

ofloxacin against Pseudomonas aeruginosa strains under different antibiotic 

concentrations and varying osmotic stress levels. 
 

( 1 شکلای )ای خوشهها در نمودار میلهنمایش گرافیکی داده

زمان تیمارهای را با تشدید هم MIC افزایش تدریجی

دهد. در بیوتیک و تنش اسمزی نشان میزیرمهاری آنتی

 مقادیر ATCC 27853 شرایط آزمایشی، سویه کنترلتمامی 

MIC لیتر( میکروگرم بر میلی 1تری )کمتر از بسیار پایین

 .داشت MDR هاینسبت به سویه

در شرایط  MDR هایدر سویه MIC بیشترین مقادیر

مشاهده شد؛  NaCl مولار 8/4همراه با  MIC ½ تیمار

برای انجام  عنوان تیمار منتخبرو، این شرایط بهازاین

 .های بعدی انتخاب شدآزمایش

 تغییر حساسیت فنوتیپی )آزمون انتشار دیسک(

پیش از اعمال تیمار، میانگین قطر هاله عدم رشد در 

متر میلی 85/1 ± 47/11برابر با ( NaCl بدون) شرایط کنترل

، این NaCl مولار 8/4بود. با افزایش شدت تنش اسمزی تا 

متر کاهش یافت. نتایج تحلیل میلی 38/1 ± 11/14مقدار به 

اثرات اصلی سویه، ( Two-way ANOVA) واریانس دوطرفه

رای ببیوتیک، غلظت و تنش اسمزی را از نظر آماری آنتی

 ؛ با ضریب تعیین(p < 0.001) دار نشان دادمعنی همه موارد

R²  مقدار. 50/4برابر با η²  جزئی بالا برای عامل تنش اسمزی

دست آمد. بیشترین قطر هاله عدم رشد در  به 714/4برابر با 

 57/4 ± 85/10تیمارشده با سیپروفلوکساسین برابر با  1سویه 

تیمارشده با  0متر و کمترین مقدار در سویه میلی

 .متر مشاهده شدمیلی 47/1 ± 5//37نورفلوکساسین برابر با 

، کاهش بیشتری در قطر sub-MIC پس از اعمال تیمار

هاله عدم رشد ثبت شد. میانگین کلی قطر هاله در شرایط 

متر در میلی 00/1 ± 11/7متر به میلی 15/1 ± 01/5کنترل از 

کاهش یافت. نتایج تحلیل واریانس  NaCl مولار 8/4حضور 

داربودن اثرات اصلی و تعاملات دوعاملی، مجدد، معنی
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 > p) زی را نشان دادتنش اسم× ازجمله تعامل غلظت 

جزئی بالا برای  η² مقدار 587/4برابر با  R² ، با مقدار(0.001

 .دست آمد به 515/4عامل غلظت برابر با 

تیمارشده با سیپروفلوکساسین  1در این شرایط، سویه 

متر( و سویه میلی 03/1 ± 53/5بیشترین قطر هاله عدم رشد )

 58/4 ± 81/3تیمارشده با نورفلوکساسین کمترین مقدار ) 0

 .متر( را نشان دادمیلی

نشان داد  sub-MIC مقایسه مقادیر پیش و پس از تیمار

درصد  0/11که میانگین کلی قطر هاله عدم رشد به میزان 

بیشترین میزان کاهش مربوط به (. 1جدول کاهش یافت )

 0/10مولار ) 8/4سیپروفلوکساسین در شرایط تنش اسمزی 

و کمترین میزان کاهش مربوط به افلوکساسین در ( درصد

بود. در برخی تیمارهای محدود، ( درصد 7/0شرایط کنترل )

 مولار 8/4همراه با  MIC ½ازجمله افلوکساسین در غلظت

NaCl عدم رشد ثبت شد، افزایش جزئی قطر هاله. 

تحت سطوح مختلف  sub-MIC قبل و بعد از تیمار Pseudomonas aeruginosa هایتغییرات قطر هاله عدم رشد در سویه: ۲جدول 

 تنش اسمزی به همراه درصد کاهش

Table 2. Changes in inhibition zone diameter in Pseudomonas aeruginosa strains before and after sub-MIC treatment under 

different osmotic stress levels along with percentage reduction 

Antibiotic 
Concentration 

(MIC) 

Osmotic 

stress 

(NaCl) 

Mean 

before 

± SD 

Mean 

after ± 

SD 

Change 

(Δ) 

Reduction 

(%) 

Ciprofloxacin ¼ Control 
13.67 

± 0.58 

11.67 

± 0.58 
-2.00 14.6 

Ciprofloxacin ¼ 0.5 M 
12.33 

± 0.58 

9.33 ± 

0.58 
-3.00 24.3 

Norfloxacin ½ 0.3 M 
7.33 ± 

0.58 

6.33 ± 

0.58 
-1.00 13.6 

Ofloxacin ¼ Control 
9.67 ± 

0.58 

9.22 ± 

0.67 
-0.45 4.7 

Ofloxacin ½ 0.5 M 
6.67 ± 

0.58 

7.22 ± 

0.67 
+0.55 — 
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 در تحلیل تغییرات قطر هاله عدم رشد، ضریب تعیین مدل

(R²=0.93 ) شده درصد از تغییرات مشاهده ۳۹نشان داد

توسط عوامل واردشده در مدل آماری تبیین شده است که 

 . همچنین مقداراستبرازش بسیار مناسب مدل  کنندهبیان

η²p=0.720  دهنده اندازه اثر تنش اسمزی نشان برای

بسیار بزرگ این عامل بر قطر هاله عدم رشد است؛ 

شده به اثر ای از تغییرات مشاهدهکه بخش عمدهطوریبه

.شودتنش اسمزی نسبت داده می

 

تحت  sub-MIC قبل و بعد از تیمار Pseudomonas aeruginosa هایعدم رشد سویه ای میانگین قطر هالهنمودار مقایسه: ۲شکل 

 ها و سطوح تنش اسمزیتأثیر فلوروکینولون

Figure 2- Comparative diagram of the mean inhibition zone diameter of Pseudomonas aeruginosa strains before and after 

sub-MIC treatment under the influence of fluoroquinolones and osmotic stress levels. 

ها و سطوح مختلف تنش تحت تأثیر فلوروکینولون MIC -subتغییرات قطر هاله عدم رشد را قبل و بعد از تیمار( ۲شکل ای )نمودار مقایسه

 .کندتأیید میدهد و روند کاهشی کلی را صورت بصری نشان میاسمزی به

 مانیتأثیر بر رشد یا زنده

میانگین شاخص رشد با افزایش شدت  ندنتایج نشان داد

طور پیشرونده کاهش یافت. همبستگی تنش اسمزی به

در شرایط  0۲25/5از ) معکوس بین کاهش شاخص رشد

و ( NaCl مولار 0/5در حضور  2870/5بدون تنش به 

بدون تنش   MIC ×۱در شرایط  5۹/۲2)از  MIC افزایش

 + MIC ½در شرایط تریلیلیمیکروگرم بر م 72/۱80به 

0.5 M NaCl  )دهنده آن است که کاهش رشد با نشان

 .(۹و  ۱جدول بیوتیکی همراه است )افزایش تحمل آنتی

 2870/5در شرایط بدون تنش به 0۲25/5شاخص رشد از 

 در حضور تنش اسمزی شدید کاهش یافت که معادل مهار

های جزئی ها تفاوتدرصدی رشد است. میان سویه 8/7

به  02۹۲/5بیشترین کاهش را از  ۱مشاهده شد؛ سویه 

 0۲۲۱/5کمترین تغییر را از  ۲نشان داد و سویه  2240/5

 داشت. 2۳00/5به 

 دار نشانفه مدل کلی را معنیتحلیل واریانس چهارطر

اسین دار بود و افلوکسبیوتیک نیز معنیداد. اثر اصلی آنتی

کمترین مقادیر شاخص رشد را به ویژه در تنش شدید 

بیوتیک نیز نشان داد. تعامل دوجانبه سویه و آنتی

ها به داروها را مشخص دار بود و تفاوت پاسخ سویهمعنی

دند دار نبوتیمار معنیپیش کرد. اثرات اصلی سویه و زمان

 .(۹جدول )
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 تحت سطوح مختلف تنش اسمزی Pseudomonas aeruginosa هایمیانگین و انحراف معیار مساحت زیر منحنی رشد سویه: ۹جدول 

Table 3. Mean and standard deviation of area under the growth curve of Pseudomonas aeruginosa strains under different 

levels of osmotic stress 

MDR-

Strain 

No stress (Mean 

± SD) 

0.3 M NaCl 

(Mean ± SD) 

0.5 M NaCl 

(Mean ± SD) 

Overall mean 

(Mean ± SD) 

MDR-

Strain1 
0.5432 ± 0.0743 0.5152 ± 0.0681 0.4465 ± 0.0762 0.502 ± 0.084 

MDR-

Strain2 
0.5221 ± 0.0930 0.5158 ± 0.0830 0.4955 ± 0.0645 0.511 ± 0.082 

MDR-

Strain3 
0.5068 ± 0.0950 0.5113 ± 0.0574 0.4936 ± 0.0772 0.504 ± 0.078 

Overall 0.5240 ± 0.084 0.5141 ± 0.067 0.4785 ± 0.073 0.506 ± 0.077 

 

 

 

 Pseudomonas aeruginosa های مقاومبیوتیک و شدت تنش اسمزی در سویهبراساس تعامل نوع آنتی( OD600) ای رشدهای حاشیهمیانگین: 0شکل 

Figure 3. Marginal means of growth (OD600) based on the interaction of antibiotic type and osmotic stress intensity in resistant 

Pseudomonas aeruginosa strains. 
دهد و کاهش پیشرونده رشد را تأیید تنش اسمزی را نشان میبیوتیک و شدت ، تعامل نوع آنتی(0شکل ای رشد )های حاشیهنمودار میانگین

 .های ترکیبی بر رشد کلی باکتری استکند. این تغییرات نمایانگر اثر تنشمی
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 (ROS) های فعال اکسیژنتولید گونه

منظور ارزیابی مستقیم پاسخ اکسیداتیو باکتری، میزان به

 .P های مقاومدر سویه( ROS) اکسیژنهای فعال گونه

aeruginosa  تحت شرایط تنش اسمزی و مواجهه با

افزایش  با ندگیری شد. نتایج نشان دادها اندازهفلوروکینولون

روند افزایشی داشت؛  ROS شدت تنش اسمزی، میزان

در شرایط  ۲/۳۳±۱/25۱از  ROS که میانگین کلیطوریبه

 NaCl مولار ۹/5 غلظت در ۳/۱5۳±۲/20۲بدون تنش به 

افزایش یافت  NaCl مولار 0/5 غلظت در 2/۱۲8±8/0۱5و 

درصدی نسبت به شرایط  ۲8افزایش تقریبی  کنندهکه بیان

 .شاهد بود

 ROS ، بیشترین افزایششدههای بررسیدر میان سویه

که مقدار آن از طوریمشاهده شد؛ به MDR-Strain 1 در

 در ۹/۱۲۹±۳/078 به تنش بدون شرایط در 7/۹07±۱/75

 رفهچهارط واریانس تحلیل نتایج. رسید اسمزی شدید تنش

 ROS تولید بر داریمعنی اثر بیوتیکآنتی نوع دادند نشان

تنهایی که اثر اصلی سویه بهدرحالی (؛P=0.001) دارد

کنش سویه و همچنین برهم(. P=0.894) دار نبودمعنی

دهد که نشان می( P=0.007) دار بودبیوتیک معنیآنتی

تیکی های ژنها به ویژگیپاسخ اکسیداتیو به فلوروکینولون

 .ها وابسته استسویه

در شرایط تنش اسمزی و  ROS طور کلی، افزایشبه

دهنده مشارکت مستقیم ها نشانمواجهه با فلوروکینولون

فزایش و با ااست یندهای اکسیداتیو در پاسخ سلولی بوده افر

دفاع  هایاکسیدانی و بیان پروتئینآنتیهای فعالیت آنزیم

شده در این مطالعه همخوانی داشت اکسیداتیو مشاهده

 .(2شکل و  2جدول )

 

 تحت سطوح مختلف تنش اسمزی Pseudomonas aeruginosa هایدر سویه( ROS) های فعال اکسیژنتغییرات میانگین گونه -2 جدول

Table 4. Mean changes of reactive oxygen species (ROS) in Pseudomonas aeruginosa strains under different levels of 

osmotic stress 

MDR-Strain No Stress 0.3 M NaCl 0.5 M NaCl 

MDR-Strain 1 358.8 ± 80.1 455.5 ± 107.8 587.9 ± 123.3 

MDR-Strain 2 429.5 ± 103.6 476.0 ± 108.0 461.6 ± 111.8 

MDR-Strain 3 414.9 ± 100.7 425.1 ± 111.5 482.6 ± 112.3 

Overall Mean 401.1 ± 99.2 452.2 ± 109.9 510.7 ± 127.4 
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بیوتیک و براساس تعامل نوع آنتی( ROS units) های فعال اکسیژنای تخمینی گونههای حاشیهمیانگین .2شکل 

 Pseudomonas aeruginosa های مقاومسطوح استرس اسمزی در سویه

Figure 4. Estimated marginal means of reactive oxygen species (ROS units) based on the interaction 

between antibiotic type and osmotic stress levels in resistant strains of Pseudomonas aeruginosa. 

 

 اکسیدانیسازی دفاع آنتیفعال

های مرتبط با دفاع در ارزیابی تغییرات بیان پروتئین

 ۹2اکسیدانی، باندهایی با وزن مولکولی تقریبی آنتی

 ترتیب برایکیلودالتون به ۲۱کیلودالتون و  00کیلودالتون، 

OxyR ،KatA و SodB  شناسایی شدند. تغییرات نسبی

شدت این باندها در پاسخ به تیمارهای ترکیبی مشاهده شد 

 .ارائه شده است 2جدول و مقادیر عددی آن در 

تا  OxyR در شرایط تیماری منتخب، افزایش شدت باند

 و KatA درصد ثبت شد. در همین شرایط، شدت باند ۲۱5

SodB درصد افزایش یافت.  ۱۳0و  ۱70ترتیب تا به

 ATCC در مقایسه با سویه مرجع MDR های بالینیسویه

مقادیر بالاتری از تغییرات نسبی شدت باندها را  27853

با وزن مولکولی  AhpC نشان دادند. در مقابل، باند کمکی

کیلودالتون در برخی شرایط با کاهش شدت تا  ۱0تقریبی 

 .درصد همراه بود 40

نشان  OxyR نتایج تحلیل واریانس چندمتغیره برای

غلظت فلوروکینولون و شدت تنش اسمزی اثرات  ندداد

داری بر میزان بیان این پروتئین داشتند. مقدار اصلی معنی

و برای  87/۱570برای عامل غلظت برابر برابر با  F آماره

آمد و هر دو دست به  84/4۱2عامل تنش اسمزی برابر با 

جزئی برای غلظت  η² دار بودند. مقداراثر از نظر آماری معنی

 .محاسبه شد 78۲/5و برای تنش اسمزی  ۳۲۹/5

در  ؛دار نبودندتعاملات دوعاملی از نظر آماری معنی

عاملی غلظت، تنش اسمزی و سویه مقابل، تعامل سه

 p و مقدار 57۱/۲برابر با  F دار گزارش شد و مقدارمعنی

دست آمد. اثرات اصلی سویه و نوع  به525/5برابر با 

 .دار نبودندبیوتیک معنیآنتی

دهنده آن است که نشان η²p و F این مقادیر بالای

تغییرات ایجادشده توسط غلظت فلوروکینولون و تنش 

 گروهی بود و اندازهمراتب بیشتر از تغییرات دروناسمزی به

(. p < 0.001) دارند OxyR اثر بسیار بزرگی بر بیان پروتئین

نیز مشاهده  SodB و KatA این الگوی آماری مشابه برای

شد که تأکیدکننده نقش کلیدی این عوامل در تنظیم 
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 است.های دفاع اکسیداتیو پاسخ

، اثرات اصلی غلظت فلوروکینولون و تنش KatA برای

برای عامل  F دار بودند. مقداراسمزی از نظر آماری معنی

و برای تنش اسمزی برابر با  700/۳88ابر با غلظت بر

کمتر از  p محاسبه شد و هر دو اثر دارای مقدار ۱85/4۲2

 به 782/5و  ۳۱4/5ترتیب جزئی به η² بودند. مقادیر 55۱/5

 عاملی براییک از تعاملات دوعاملی یا سهدست آمد. هیچ

KatA  دار گزارش نشدمعنی. 

اهده شد. اثرات مش SodB الگوی آماری مشابهی برای

اصلی غلظت فلوروکینولون و تنش اسمزی از نظر آماری 

برای عامل غلظت برابر با  F دار بودند. مقدارمعنی

محاسبه  044/40۱و برای تنش اسمزی برابر با  ۲۹4/۱۱۹4

دست  به 78۳/5و  ۳۲8/5ترتیب جزئی به η² شد و مقادیر

دار معنی  SodBعاملی برایآمد. تعاملات دوعاملی و سه

 .(0شکل و  0جدول نبودند )

 

 و تغییرات نسبی شدت آنها تحت تیمارهای منتخب SDS-PAGE باندهای شاخص پروتئینی در: 0جدول 

Table 5. Protein indicator bands in SDS-PAGE and relative changes in their intensity under selected treatments 

Molecular weight 

(kDa) 
Protein Treatment condition 

Relative change in 

intensity (%) 
Strain 

34 OxyR 
½ MIC CIP + 0.3 M 

NaCl 
+145 

MDR-

Strain1 

34 OxyR 
1× MIC NOR + 0.5 

M NaCl 
+210 

MDR-

Strain2 

55 KatA 
¼ MIC OFX + no 

stress 
+120 

MDR-

Strain13 

55 KatA 
1× MIC CIP + 0.5 

M NaCl 
+185 

MDR-

Strain1 

21 SodB 
½ MIC NOR + 0.3 

M NaCl 
+135 

MDR-

Strain12 

21 SodB 
1× MIC OFX + 0.5 

M NaCl 
+195 

MDR-

Strain3 

15 
AhpC 

(auxiliary) 

1× MIC CIP + 0.3 

M NaCl 
-65 

ATCC 

27853 
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های مختلف تحت غلظت Pseudomonas aeruginosa هایدر سویه SodB و OxyR ،KatA اکسیدانیهای دفاع آنتیبیان پروتئین: 8شکل 

 (درصد 58 اطمینان فاصله ±فلوروکینولون و سطوح تنش اسمزی )میانگین 

Figure 5- Expression of antioxidant defense proteins OxyR, KatA, and SodB in Pseudomonas aeruginosa strains under different 

fluoroquinolone concentrations and osmotic stress levels (mean ± 95% confidence interval). 
 

 تنوع وابسته به سویه

یدانی اکسهای آنتیتنوع وابسته به سویه در فعالیت آنزیم

جدول تحت شرایط شدید مشاهده شد و مقادیر عددی آن در 

  MIC ×1ارائه شده است. در شدیدترین تیمار شامل  8

 های بالینی، سویهNaCl مولار 8/4سیپروفلوکساسین همراه با 

MDR  سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و فعالیت بالاتری از

 ATCC 27853 گلوتاتیون پراکسیداز نسبت به سویه مرجع

 هاینشان دادند. فعالیت سوپراکسید دیسموتاز در سویه

MDR  18/03و در سویه مرجع برابر با  45/1 ± 00/81برابر با 

دار گزارش شد و این اختلاف از نظر آماری معنی 13/1 ±

 ± 01/80برابر با  MDR هایدر سویهبود. فعالیت کاتالاز 

گیری شد اندازه 45/1 ± 35/05و در سویه مرجع برابر با  00/1

دار بود. فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز نیز در و اختلاف معنی

و در سویه مرجع مقدار  88/1 ± 5/18مقدار  MDR هایسویه

 .شد دار ثبترا نشان داد و تفاوت معنی 58/4 ± 51/10

در برخی شرایط با شدت کمتر، اختلاف فعالیت 

 ها همچنان مشاهده شد. درگلوتاتیون پراکسیداز بین سویه

بدون اعمال تنش اسمزی، فعالیت این  MIC ½ و ¼تیمارهای 

داری بالاتر از سویه طور معنیبه MDR هایآنزیم در سویه

در مقابل، برای سوپراکسید دیسموتاز و  ؛مرجع گزارش شد

دار عمدتاً در تیمارهای با شدت بالاتر ز، اختلاف معنیکاتالا

 .مشاهده شد

در سطح پروتئینی نیز تفاوت وابسته به سویه ثبت شد و 

در   OxyRارائه شده است. بیان 8جدول های مربوطه در داده

در  NaCl مولار 8/4همراه با   MIC ×1شرایط شدید شامل 

و در سویه مرجع مقدار  14/4 ± 41/1مقدار  MDR هایسویه

دار را نشان داد و اختلاف از نظر آماری معنی45/4 ± 51/1

نیز در شدیدترین شرایط تیماری،  SodB و KatA بود. برای

داری بالاتر از طور معنیبه MDR هایمقادیر بیان در سویه

 OxyR گزارش شد. اختلاف در بیان ATCC 27853 سویه

که درحالی ؛قابل مشاهده بود MIC ½ ی متوسطهااز غلظت

عمدتاً در تیمارهای شدیدتر ثبت  SodB و KatA تفاوت در

 .(3شکل و  3جدول ) شد
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 در شرایط منتخب ATCC 27853 و سویه مرجع MDR هایاکسیدانی میان سویههای آنتیمقایسه فعالیت آنزیم: 3جدول 
Table 6. Comparison of antioxidant enzyme activities between MDR strains and the reference strain ATCC 27853 under 

selected conditions 

Enzyme Treatment MDR strains ATCC 27853 p-value 

SOD 1× MIC + 0.5 M NaCl 52.33 ± 2.08 36.25 ± 1.16 0.002 

SOD 1× MIC without stress 38.92 ± 1.48 30.56 ± 1.63 0.039 

CAT 1× MIC + 0.5 M NaCl 53.41 ± 2.33 49.68 ± 1.08 0.026 

CAT ¼ MIC without stress 40.76 ± 1.04 30.91 ± 2.08 0.031 

GPx 1× MIC + 0.5 M NaCl 25.90 ± 1.55 23.82 ± 0.85 0.033 

GPx ¼ MIC without stress 20.88 ± 0.79 13.36 ± 0.83 0.019 

 

 

 
های بالینی مقاوم به اکسیدانی سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز بین سویههای دفاع آنتیمقایسه فعالیت آنزیم: 3شکل 

 و سویه مرجع( MDR) چنددارو

Figure 6. Comparison of the activity of antioxidant defense enzymes superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase 

between multidrug-resistant (MDR) clinical strains and the reference strain. 
 

سید اکسیدانی سوپراکهای دفاع آنتیمقایسه فعالیت آنزیم

 و گلوتاتیون پراکسیداز( CAT) کاتالاز(، SOD) دیسموتاز

(GPx )و )بین سه سویه بالینی مقاوم به چنددارMDR-Strain 

1، MDR-Strain 2 و MDR-Strain 3همگی مقاومت  ( که

همزمان به سیپروفلوکساسین، نورفلوکساسین و افلوکساسین 

شدیدترین تحت  ATCC 27853 را نشان دادند و سویه مرجع

 8/4 سیپروفلوکساسین همراه با  MIC ×1شرایط تیماری )

 معیار انحراف ±دهنده میانگین هر ستون نشان(  NaClمولار

 است. مستقل تکرار سه
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 بحث

-sub) های زیرمهاریغلظت ندنتایج این مطالعه نشان داد

MIC )ویژه در حضور تنش اسمزی ها، بهفلوروکینولون

و القای تحمل تطبیقی  MIC دارافزایش معنیزمان، موجب هم

 .P های چندداروییو کاهش حساسیت فنوتیپی در سویه

aeruginosa با  تواندیاحتمالاً م دهیپد نایشوند. می

که  ییهاهمراه باشد؛ پاسخ یعموم یدفاع یهاشدن پاسخفعال

 یهانهساما میدر تنظ رییشامل تغ نیشیبراساس مطالعات پ

-MexEFو  MexAB-OprMمانند  ییافلوکس چنددارو

OprNشدن و فعال یخارج یغشا یرینفوذپذ راتیی، تغ

، 05)اند گزارش شده DNA میمرتبط با بقا و ترم یرهایمس

سازوکارها در مطالعه حاضر  نیحال، ا نیبا ا(؛ 04، 11

مزی ترکیب تنش اس. اندنشده یریگاندازه میصورت مستقبه

 MIC افزایی مشخصی بر افزایشو تیمار دارویی اثر هم

داشت. افزایش شوری محیط از طریق تغییر ترکیب 

ازگار های سساکارید غشای خارجی، تجمع اسمولیتلیپوپلی

، RpoS های پاسخ استرس نظیرکنندهسازی تنظیمو فعال

و  کندمیها به سلول را محدود احتمالاً ورود فلوروکینولون

این سازوکارها (. 15،01،01) دهدکارایی آنها را کاهش می

قی و تحمل تطبیدهند که چرا بیشترین افزایش توضیح می

 8/4همراه با  MIC 1/1در شرایط  کاهش حساسیت فنوتیپی

 . مشاهده شد NaCl مولار

در شرایط تنش  MIC شایان توجه است که افزایش

ترکیبی با کاهش همزمان رشد باکتریایی همراه بود؛ 

در شرایط  8104/4که میانگین شاخص رشد از یاگونهبه

کاهش   NaClمولار 8/4در حضور  0758/4بدون تنش به 

 دهنده آن استاین همبستگی معکوس نشان(. 0جدول یافت )

ود ها در پاسخ به تنش ترکیبی، منابع متابولیکی خکه باکتری

 یهامسیرا از چرخه تقسیم سلولی به سمت فعالسازی مکان

 اکسیدانی مانندهای آنتیو آنزیم OxyR ازجمله مسیر) دفاعی

SOD، CAT و GPx )در این چارچوب، کنندیهدایت م .

و  یکیوتیبیتحمل آنت هزینه متابولیکی عنوانکاهش رشد به

یر این تغییر مس نتیجه فیزیولوژیک عنوانبه MIC افزایش

تطبیقی  تحمل . این پدیده با مفهومشودیمتابولیک تفسیر م

مطابقت ( Adaptive Antibiotic Toleranceی )کیوتیبیآنت

لزوماً ناشی از تغییرات ژنتیکی  MIC دارد که در آن افزایش

بلکه حاصل بازآرایی فیزیولوژیک وابسته به  ؛پایدار نیست

 و Stewart et al (2015)ی هاافتهی. این تفسیر با استاسترس 

Andersson & Hughes (2014) های مبنی بر نقش پاسخ

 انی داردهمخو یکیوتیبیاسترس در القای تحمل آنت

(17،11 .) 

تیمار با غلظت کامل برخلاف تیمارهای در مقابل، پیش

در ارزیابی مجدد همراه بود. این  MIC زیرمهاری، با کاهش

الگو احتمالاً ناشی از اثر انتخاب کشنده است که طی آن 

و جمعیت با حساسیت  اندشدههای متحمل حذف زیرجمعیت

ماند؛ افزون بر این، کاهش موقت فعالیت بالاتر باقی می

ولی نیز سلهای افلوکس و افت استرس اکسیداتیو درونپمپ

این یافته بر (. 00، 00) تواند در این روند نقش داشته باشدمی

های در محیط sub-MIC های پایداراز مواجههاهمیت پرهیز 

تحت تأثیر تنش ترکیبی  MICکند. افزایش بالینی تأکید می

ویژه در نورفلوکساسین، نشان اسمزی و تیمار زیرمهاری، به

های هیپراسموتیک مانند ریه بیماران مبتلا به دهد محیطمی

طور توانند بههای مزمن میفیبروز کیستیک و زخم

ها را کاهش دهند. در کارایی فلوروکینولون چشمگیری

 8/4همراه با  MIC ½ شدیدترین شرایط تنشی، یعنی سطح

نورفلوکساسین برابر با  MIC مولار کلرید سدیم، مقدار

که این درحالی ؛لیتر بودمیکروگرم بر میلی  57/5 ± 83/150

میکروگرم بر  00/5 ± 10/185مقدار برای سیپروفلوکساسین 

دهد دار نشان میگیری شد. این اختلاف معنیلیتر اندازهمیلی

سیپروفلوکساسین در چنین شرایط بالینی ممکن است گزینه 

 .درمانی مؤثرتری باشد

آمده با مطالعات پیشین نیز همخوانی دارد و دستنتایج به
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های افلوکس وابسته به استرس نقش مهم سامانه کنندهبیان

در کاهش حساسیت باکتری به نورفلوکساسین است. اسمزی 

ها در شرایط تنش اسمزی شدن این سامانه، فعالاین براساس

تواند یکی از عوامل اصلی افزایش تحمل باکتریایی و می

از منظر (. 03، 08) ها باشدکاهش اثربخشی فلوروکینولون

 های با شوری بالا،دهد در محیطنی، این موضوع نشان میبالی

های های مرتبط با فیبروز کیستیک یا زخمازجمله عفونت

رتری اثمزمن، نروفلوکساسین ممکن است گزینه درمانی کم

نسبت به سیپروفلوکساسین باشد. بیشترین القای مقاومت در 

مشاهده شد؛  NaCl مولار 8/4همراه با  MIC ½ شرایط

عنوان شدیدترین شرایط ترکیبی برای رو، این تیمار بهازاین

های اکسیدانی در آزمایشهای دفاعی و آنتیبررسی پاسخ

 .بعدی انتخاب شد

ی افزایش تدریج ندنتایج آزمون انتشار دیسک نشان داد

داری حساسیت طور معنیبه NaCl تنش اسمزی ناشی از

ها را روکینولونبه فلو P. aeruginosa هایای سویهپایه

 حتی کندمی دهد. کاهش قطر هاله عدم رشد بیانکاهش می

است  تنهایی قادر تیمار دارویی، تنش اسمزی بهدر غیاب پیش

رار این جا کند. تکبیوتیکی را جابهخط پایه حساسیت آنتی

ها و برای هر سه فلوروکینولون، الگو در تمامی سویه

 طبیقی عمومی وابسته بههای تسازی پاسخدهنده فعالنشان

تنش اسمزی است. از منظر مکانیزمی، کاهش حساسیت 

شده در شرایط تنش اسمزی ممکن است با تغییرات مشاهده

 زیرا باشد؛ مرتبط خارجی غشای عملکردی - ساختاری

 توانندیم هیپراسموتیک شرایط اندداده نشان پیشین مطالعات

 دفع هایسامانه فعالیت و هاپورین تنظیم غشا، نفوذپذیری بر

رچه این تغییرات در مطالعه حاضر اگ. بگذارند تأثیر فعال

وضیح عنوان تتوانند بهاما می ؛طور مستقیم بررسی نشدندبه

 شده مطرح باشند.احتمالی برای الگوی فنوتیپی مشاهده

 هایی مانندتواند با سرکوب بیان پورینمی NaCl افزایش

OprD های افلوکس وابسته به خانوادهپزمان القای پمو هم 

RND نظیر MexAB-OprM های سازی شبکهاز طریق فعال

ا ها ر، دفع فعال فلوروکینولون(iModulons) تنظیمی استرس

افزایش دهد. این تغییرات، همراه با بازآرایی 

ساکاریدهای غشایی و افزایش هیدروفوبیسیته غشا، لیپوپلی

فت حساسیت فنوتیپی موجب کاهش مؤثر ورود دارو و ا

افزون بر این، تنظیم تعادل یونی در شرایط (. 05، 07) شودمی

از طریق  ⁺Na و دفع ⁺K هیپراسموتیک، ازجمله تجمع

تواند به پایداری این فنوتیپ مقاوم ، میTrk هایی مانندسیستم

ها، ازجمله شده میان سویههای مشاهدهوتکمک کند. تفا

به سیپروفلوکساسین در مقایسه با  1حساسیت بالاتر سویه 

به نروفلوکساسین، احتمالاً ناشی از تنوع  0مقاومت نسبی سویه 

 و mexR های افلوکس مانندهای تنظیمی پمپژنتیکی در ژن

nalC ها است. شواهد اخیر نشان ای بیان پورینو سطح پایه

توانند از طریق شرایط استرس می درها د این تفاوتندهمی

 DNA ژنتیکی، ازجمله تغییر الگوهای متیلاسیونتنظیمات اپی

های اختصاصی در پاسخ های سویهد و به تفاوتونتشدید ش

پس از اعمال تیمارهای (. 05) تحمل و سازگاری منجر شوند

ش بیشتر قطر هاله عدم رشد مشاهده شد که زیرکشنده، کاه

دهنده تشدید پاسخ تطبیقی در حضور فشار انتخابی نشان

ها در فلوروکینولون sub-MIC هایدارویی است. غلظت

مطالعات پیشین با تغییر در مسیرهای پاسخ به تنش، ازجمله 

مرتبط دانسته  RND های افلوکسو تنظیم سامانه  SOSپاسخ

شده بنابراین، افزایش مقاومت فنوتیپی مشاهده(؛ 05) اندشده

در شرایط حاضر ممکن است تا حدی با چنین سازوکارهایی 

های هرچند بررسی مستقیم بیان یا فعالیت پمپ ؛مرتبط باشد

ا ترکیب این اثر ب .افلوکس در این مطالعه انجام نشده است

ناشی از تنش اسمزی، کاهش نفوذپذیری غشایی 

-sub دهنده کاهش بارز حساسیت فنوتیپی در شرایطتوضیح

MIC همراه با NaCl های حاضر با گزارشاست. یافته 

Stewart et al (2015) که نشان دادند  (17) خوانی داردهم

پوشانی های محیطی ازجمله شوری، از طریق همتنش
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عمومی با مسیرهای مقاومت اختصاصی،  های استرسپاسخ

دهند میرا افزایش  P. aeruginosa بیوتیکیتحمل آنتی

های در محیط Elabed et al (2019) همچنین، نتایج(. 17)

 efflux بازسازی غشایی و افزایش ندپرنمک دریایی نشان داد

ها منجر فلوروکینولونتواند به کاهش پایدار حساسیت به می

های بالینی مطالعه حاضر نیز مشاهده شود؛ الگویی که در سویه

بالا برای تنش   η²تحلیل واریانس دوطرفه با مقدار (.84) شد

، بر نقش (p < 0.001) داری تعاملات فاکتوریاسمزی و معنی

د. از کنید میای تأکمحوری این عامل در تنظیم مقاومت پایه

 ها بر ضرورت در نظر گرفتن شرایطمنظر بالینی، این یافته

 های ریوی بیماران مبتلامحیطی، مانند شوری بالا در عفونت

سنجی و طراحی به فیبروز کیستیک، در تفسیر نتایج حساسیت

 هایزمان از مهارکنندهراهبردهای درمانی، ازجمله استفاده هم

efflux تأکید دارد. 

AUC₀) یج تحلیل مساحت زیر منحنی رشدنتا –₁ ₂ h )

افزایش شدت تنش اسمزی موجب کاهش  ندنشان داد

شود. میانگین شاخص می P. aeruginosa پیشرونده رشد

در حضور  0758/4در شرایط بدون تنش به  8104/4رشد از 

 درصد 7/5کاهش یافت که معادل مهار  NaCl مولار 8/4

ای ناهمگن بود؛ رشد کلی است. این اثر در سطح سویه

بیشترین کاهش رشد را )ز  MDR-Strain 1 کهطوریبه

 MDR-Strain و( درصد 15 ≈؛ کاهش 0038/4به  8001/4

تحلیل (. 0588/4به  8111/4کمترین تغییر را نشان داد )از  2

ار نشان دبیوتیک را معنیواریانس چهارطرفه اثر اصلی آنتی

ژه تحت ویبه ،د و افلوکساسین کمترین مقادیر شاخص رشددا

ویه دار سالقا کرد. همچنین، تعامل معنی را تنش اسمزی شدید

وابستگی پاسخ رشد  کنندهبیان( p = 0.006) بیوتیکآنتی× 

ها بود. اثرات اصلی سویه و زمان به زمینه ژنتیکی سویه

 ر رشدچشمگیدار نبودند. کاهش تنهایی معنی تیمار بهپیش

MDR-Strain 1 مولار 8/4 در حضور NaCl  همراه با

افزای تنش دهنده اثر همنشان( p = 0.031) افلوکساسین

بیوتیکی است. این الگو احتمالاً ناشی از اسمزی و فشار آنتی

بار متابولیک ناشی از اختلال تعادل یونی و بازآرایی غشای 

د و با کنخارجی است که ظرفیت رشد را محدود می

در  P. aeruginosa های پیشین مبنی بر مهار رشدگزارش

(. 81، 81) خوانی داردهای هیپراسموتیک هممحیط

 ،طور مستقل موجب مهار متوسطدرمجموع، تنش اسمزی به

، هاولونشود و در ترکیب با فلوروکیناما معنادار رشد می

 بر ابستهسویه و بازدارنده اثرات تواند، میینافلوکساس ویژهبه

 .اعمال کند P. aeruginosaمانی زنده

ان داد اکسیدانی نشهای دفاع آنتیتحلیل بیان پروتئین

OxyR ،KatA و SodB عنوان اجزای کلیدی سیستم به

ن و تحت تأثیر غلظت فلوروکینولو چشمگیریطور دفاعی، به

شدت تنش اسمزی قرار دارند. در شرایط تیماری منتخب، 

 و KatA درصد افزایش یافت. باند 114تا  OxyR شدت باند

SodB درصد افزایش نشان دادند  158و  158ترتیب تا نیز به

 MDR هایاکسیدانی سویهکه حاکی از پاسخ قوی دفاع آنتی

کینولون و استرس اسمزی است. نسبت به ترکیب فلورو

 ATCC در مقایسه با سویه مرجع MDR های بالینیسویه

 AhpC که باند کمکیدرحالی ؛پاسخ بالاتری داشتند 27853

درصد کاهش شدت را نشان داد که  38در برخی شرایط تا 

های اصلی احتمالاً بازتابی از تمرکز منابع سلولی بر سیستم

 چندمتغیره نشان داد اثرات اصلی دفاعی است. تحلیل واریانس

 OxyR غلظت فلوروکینولون و شدت تنش اسمزی بر بیان

و  75/1458با  F که مقادیرطوریدار بودند؛ بهبسیار معنی

به دست  571/4و  510/4جزئی برابر با  η² و مقادیر 73/310

عاملی اما تعامل سه ؛دار نبودندآمد. تعاملات دوعاملی معنی

 دار گزارش شد و مقدارسویه معنی× تنش اسمزی × غلظت 

p  بود. همچنین اثرات اصلی سویه و نوع  404/4برابر با

 OxyR دهد پاسخدار نبودند که نشان میبیوتیک معنیآنتی

 .عمدتاً تابع شدت استرس و غلظت دارو است

که طوریمشاهده شد؛ به KatA مشابهی برای یالگو
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داری غلظت دارو و شدت تنش اسمزی اثرات بسیار معنی

 و مقادیر 174/310و  588/577برابر با   Fنشان دادند. مقادیر

η²  بودند و مقدار 570/4و  513/4جزئی برابر با p  کمتر از

دار یک از تعاملات معنیبا این حال، هیچ ؛گزارش شد 441/4

 .نبودند

حساسیت بالایی نسبت به غلظت دارو و  SodB همچنین

برابر با  F که مقادیرطوریتنش اسمزی نشان داد؛ به

و  517/4جزئی برابر با  η² و مقادیر 833/381و  103/1103

به دست آمد و پاسخ آن مستقل از سویه و نوع  575/4

 .بیوتیک بودآنتی

H₂ در تبدیل سوپراکسید به SodB این یافته با نقش O₂ 

 ولیدها تبیوتیکجایی که آنتی ؛سمی همخوانی داردکمتر 

ROS  و استرس اسمزی با تغییر پتانسیل  دهندمیرا افزایش

O₂ غشایی تولید را  SodB کند و هر دو مسیررا تشدید می ⁻

ند. نتایج حاضر با کنفعال می OxyR از طریق سیگنالینگ

 KatA و OxyR مطالعات قبلی همخوانی دارد؛ افزایش بیان

 هایشرایط استرس اکسیداتیو و دارویی مشابه یافته رد

Mohamed et al (2020) و Shabunin et al (2020) است 

 هایدر سویه SodB همچنین، الگوی افزایش(. 80، 80)

MDR با نتایج Nguyen et al (2023) (. 88) مطابقت دارد

افزای تفاوت تحقیق حاضر در تمرکز بر تعامل هم

فلوروکینولون و استرس اسمزی و تحلیل چندسویه آن است. 

 و OxyR، KatA سازیدهند فعالها نشان میدرمجموع، داده

SodB زمان توسط فلوروکینولون و تنش اسمزی طور همبه

ها نقش کلیدی در مقاومت نگیرد و این پروتئیصورت می

. عدم تعاملات پیچیده بین دارند MDR هایتطبیقی سویه

ها تأکید عوامل، بر سادگی نسبی مسیرهای دفاعی در این سویه

عنوان اهداف بالقوه برای مهار را به KatA و SodB دارد و

 .کندرجسته میب محیطی - ترکیبی دارویی

 هایدر ادامه، تنوع وابسته به سویه در فعالیت آنزیم

 ×1. در شدیدترین تیمار شامل شداکسیدانی بررسی آنتی

MIC مولار 8/4 سیپروفلوکساسین همراه با NaClهای ، سویه

نسبت  GPx و SOD، CAT فعالیت بالاتری از MDR بالینی

 .به سویه مرجع نشان دادند

 45/1 ± 00/81ابر با بر MDR هایدر سویه SOD فعالیت

 اختلاف و بود 13/1 ± 18/03 با برابر مرجع سویه در و

برابر با  pمقدار  کهطوریبه شد؛ گزارش دارمعنی شدهمشاهده

و سویه مرجع  MDR هایدر سویه CAT فعالیت. بود 441/4

 مقدار و بود 45/1 ± 35/05 و 00/1 ±01/80ترتیب برابر با به

p  همچنین فعالیت. گزارش شد 413/4برابر با GPx  در

 و 88/1 ± 5/18 بیترتو سویه مرجع به MDR هایسویه

 .به دست آمد 400/4برابر با  pمقدار  و بود 58/4 ± 51/10

ر ای در تیمارهای با شدت کمتاین الگوی وابستگی سویه

 و SOD که برایدرحالی ؛صورت انتخابی مشاهده شدنیز به

CAT ها عمدتاً به شرایط با فشار بین سویهدار تفاوت معنی

 و ¼حتی در تیمارهای  GPx فعالیت ؛ترکیبی بالا محدود بود

½ MIC هایبدون اعمال تنش اسمزی نیز در سویه MDR 

 ¼ در تیمار ،مثالرایب؛ داری بالاتر باقی ماندطور معنیبه

MIC فعالیت  بدون تنشGPx  ی هاهیسودرMDR  برابر با 

بود  50/4 ± 03/10 با برابر ATCCو در سویه  75/4 ± 55/14

(p = 0.019 .)دهداین مشاهده نشان می GPx  نسبت به سایر

اکسیدانی حساسیت بیشتری به زمینه اجزای سیستم آنتی

تواند در مراحل اولیه مواجهه با ژنتیکی سویه دارد و می

. چنین دداشته باشتری استرس دارویی، نقش تنظیمی برجسته

درباره افزایش  Shabunin et al (2020) گویی با گزارشال

 .E مهای مقاواکسیدانی در سویههای آنتیپذیر آنزیمتنظیم

coli در سطح  (.80) خوانی داردبیوتیکی همتحت فشار آنتی

در  OxyR پروتئینی نیز تفاوت وابسته به سویه تأیید شد. بیان

ر ( د NaClمولار 8/4همراه با   MIC ×1) شدیدشرایط 

 51/1مرجع  هیو در سو 14/4 ± 41/1برابر با  MDR هایسویه

دهد. دار را نشان میگزارش شد که اختلاف معنی 45/4 ±

قابل ( MIC ½) های متوسطاز غلظت OxyR تفاوت در بیان
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عمدتاً  SodB و KatA که اختلاف دردرحالی ؛مشاهده بود

 OxyR تیمارهای شدیدتر ثبت شد. این یافته با نقشدر 

سازگار است و  ROS کننده بالادستی پاسخ بهعنوان تنظیمبه

ظرفیت بالاتری برای  MDR هایدهد سویهنشان می

(. 05) سازی زودهنگام مسیرهای دفاعی اکسیداتیو دارندفعال

عنوان یک پاسخ عمومی و نسبتاً به SOD درمجموع، اگرچه

ط ای در شرایهای سویهکند، تفاوتمستقل از سویه عمل می

رتر سیستم پذیبالینی چنداسترسی عمدتاً از طریق اجزای تنظیم

یابد. بروز می CAT و تا حدی GPx ویژهاکسیدانی، بهآنتی

اری های اصلی سازگتواند یکی از پایهاین تنوع عملکردی می

زمان های با فشار همدر محیط MDR هایی سویهو بقا

ی اکسیداندهد پاسخ آنتیدارویی و اسمزی باشد و نشان می

مقاوم، فراتر از یک مکانیسم یکنواخت،  P. aeruginosa در

های تنظیمی وابسته به سویه است؛ موضوعی که در دارای لایه

 .شده است بررسیادبیات پیشین کمتر 

مهم این مطالعه، تعداد نسبتاً های یکی از محدودیت

های مورد بررسی بود. پژوهش حاضر بر سه محدود سویه

و یک سویه مرجع ( MDR) سویه بالینی مقاوم به چنددارو

رو نتایج متمرکز بود؛ ازاین ATCC 27853 استاندارد

پی و تمامی تنوع ژنتیکی، فنوتی کنندهآمده لزوماً بیاندستبه

های د در جمعیت گسترده سویهسازوکارهای تطبیقی موجو

ن های بالینی اینیست. از آنجا که ایزوله P. aeruginosa بالینی

یکی، بیوتتوانند از نظر الگوهای مقاومت آنتیباکتری می

های تنظیم مسیرهای پاسخ به تنش، فعالیت سامانه

های های ویرولانس تفاوتاکسیدانی و ویژگیآنتی

اضر به های حمستقیم یافته داشته باشند، تعمیم چشمگیری

 .های بالینی باید با احتیاط انجام شودتمامی سویه

ای هبا این حال، هدف اصلی این مطالعه بررسی مکانیزم

فیزیولوژیک و مولکولی مرتبط با بازآرایی پاسخ استرس 

اکسیداتیو تحت تنش ترکیبی اسمزی و فلوروکینولونی بود و 

نتایج حاصل توانست الگوهای سازگار و تکرارپذیری از 

با  ؛شده نشان دهدهای بررسیهای تطبیقی را در سویهپاسخ

های وجود این، انجام مطالعات آینده با تعداد بیشتری از ایزوله

یری از گگیری از مراکز درمانی مختلف و بهرهبالینی، نمونه

و  هایی با پیشینه ژنتیکی متنوع، برای تأیید، اعتبارسنجیسویه

 .رسدافزایش قابلیت تعمیم نتایج ضروری به نظر می

، باید شدهرسیهای برعلاوه بر محدودیت تعداد سویه

توجه داشت برخی سازوکارهای مولکولی پیشنهادی برای 

توضیح افزایش تحمل تطبیقی و کاهش حساسیت فنوتیپی در 

غییر های افلوکس، تاین مطالعه، ازجمله تغییر فعالیت سامانه

نفوذپذیری غشای خارجی و تنظیم تغییرات ساختاری مرتبط 

غییرات همچنین اگرچه ت طور مستقیم ارزیابی نشدند.با غشا، به

 ،OxyR های مرتبط با پاسخ اکسیداتیو شاملسطح پروتئین

KatA و SodB شدن تنظیمی این مسیر در بررسی شد، فعال

با  OxyR دستهای هدف پایینسطح رونویسی و بیان ژن

 شد.ارزیابی ن RT-qPCR هایی مانندروش

وان عنهای ذکرشده در مطالعه حاضر بهبنابراین، مکانیسم

ده در شسازوکارهای احتمالی و تفسیرکننده الگوی مشاهده

شوند و نه تغییرات فنوتیپی، اکسیداتیو و پروتئینی مطرح می

های مستقیم. مطالعات آینده با بررسی بیان عنوان یافتهبه

 mexAB-oprM مانند) های افلوکسهای مرتبط با سامانهژن

همچنین  و OxyR های هدف مسیرژن (،mexEF-oprN و

تری توانند درک دقیقهای غشایی میارزیابی مستقیم ویژگی

تحت  P. aeruginosa های مولکولی سازگاریاز مکانیسم

 .تنش ترکیبی اسمزی و فلوروکینولونی فراهم کنند

 

 گیرینتیجه

 مواجهه ندطور جامع نشان دادنتایج این مطالعه به

P.aeruginosa ها در های زیرمهاری فلوروکینولونبا غلظت

حضور استرس اسمزی، یک پاسخ تطبیقی چندلایه و مؤثر را 

 داری حساسیت فنوتیپی، الگویطور معنیکند که بهالقا می

دهد. های دفاع اکسیداتیو باکتری را تغییر میرشد و سامانه
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-MIC در شرایط MIC کاهش قطر هاله عدم رشد و افزایش

sub اه باهمر NaClافزایش تحمل تطبیقی و  کننده، بیان

کاهش حساسیت فنوتیپی تحت فشارهای محیطی است؛ 

ای که عمدتاً از طریق کاهش نفوذپذیری غشایی و پدیده

در مقابل، اعمال غلظت  ؛شودتوضیح داده می efflux افزایش

مقاوم، کاهش  های فوقبا حذف انتخابی جمعیت MIC کامل

های پایدار رقم زد که اهمیت پرهیز از مواجههرا  MIC موقتی

 .دکنهای بالینی برجسته میزیرکشنده را در محیط

ه صورت وابسته بتحلیل رشد نشان داد تنش اسمزی به

اما این مهار در حضور  ؛کندشدت، رشد باکتری را مهار می

شود؛ به سویه تشدید می با توجهها و فلوروکینولون

رغم کاهش رشد، توان علی MDR هایکه سویهطوریبه

است که  نایتوجه  شایانکنند. نکته بقای بالاتری را حفظ می

ین شده در او کاهش حساسیت فنوتیپی مشاهده MIC افزایش

مطالعه لزوماً به معنای افزایش مقاومت ژنتیکی پایدار نیست. 

زمان رشد باکتریایی در شرایط تنش در واقع، کاهش هم

ها با وجود محدودشدن ظرفیت هد سلولداسمزی نشان می

بیوتیکی پیدا تکثیر، توانایی بیشتری برای تحمل فشار آنتی

قی تحمل تطبی»اند. چنین الگویی بیشتر با مفهوم کرده

مطابقت ( Adaptive Antibiotic Tolerance« )بیوتیکیآنتی

بیوتیکی. در این وضعیت، دارد تا مقاومت کلاسیک آنتی

سازی بازآرایی مسیرهای فیزیولوژیک و فعال باکتری از طریق

 های دفاع اکسیداتیو، بقایهای حفاظتی، ازجمله پاسخسامانه

کند؛ هرچند این سازگاری خود را در شرایط تنش حفظ می

راین، بناب ؛با هزینه متابولیکی و کاهش نرخ رشد همراه است

ای عنوان نشانهتوان بهدر کنار مهار رشد را می MIC افزایش

 - از افزایش تحمل سلولی تحت تنش ترکیبی اسمزی

 ارثی و ایدارپ مقاومت ایجاد لزوماً نه کرد، تفسیر بیوتیکیآنتی

 .هاروکینولونفلو به نسبت

 OxyR، KatA دار بیاندر سطح مولکولی، افزایش معنی

ی سازدهنده فعالهای متناظر، نشانو فعالیت آنزیم SodB و

 اکسیدانی سلول است. در این میان،آنتیگسترده سیستم 

SodB ترین پاسخ را نشان داد و مستقل ترین و یکنواختقوی

انیسم عنوان مکای، بههای سویهبیوتیک و تفاوتاز نوع آنتی

 ویژهو به CAT در مقابل، ؛دفاعی عمومی و سریع عمل کرد

GPx پذیرتر و وابسته به سویه از خود نشان الگوهای تنظیم

 MDR هایدند که در شرایط شدید، به تقویت بقای سویهدا

 .شودمنجر می

های وابسته به سویه که عمدتاً در شرایط تنش تفاوت

 ینیهای بالدهد سویهترکیبی شدید آشکار شدند، نشان می

MDR های سازی پاسخاز ظرفیت بالاتری برای فعال

اکسیدانی و تنظیم مسیرهای دفاعی برخوردارند؛ آنتی

-cross) تواند مبنای پدیده تطابق متقاطعوضوعی که میم

adaptation )طور های بالینی چنداسترسی باشد. بهدر محیط

 در کنند مقاومت فلوروکینولونیها تأکید میکلی، این یافته

P. aeruginosa  صرفاً نتیجه فشار دارویی نیست، بلکه حاصل

اکتری تطبیقی بهای کنش پیچیده عوامل محیطی و پاسخبرهم

رو، در نظر گرفتن شرایط اسمزی و اجتناب از از این ؛است

گیری مسیرهای های زیرمهاری پایدار، در کنار هدفغلظت

تواند در طراحی راهبردهای درمانی دفاع اکسیداتیو، می

 داشته باشد.نقش کلیدی  MDR هایمؤثرتر علیه سویه

دهد تنش های این مطالعه نشان مییافتهدرمجموع، 

ها های زیرمهاری فلوروکینولونتواند اثرات غلظتاسمزی می

یو، سازی مسیرهای دفاع اکسیداتو از طریق فعال ندرا تشدید ک

منجر  MDR هایبیوتیکی در سویهبه افزایش تحمل آنتی

شود. این نتایج اهمیت در نظر گرفتن شرایط محیطی را در 

 بیوتیکی و طراحی راهبردهای درمانیحساسیت آنتیتفسیر 

د. با این حال، با توجه به کنبرجسته می P. aeruginosa علیه

ها ، تأیید نهایی این یافتهشدههای بررسیتعداد محدود سویه

تر و های بزرگتر با مجموعهمستلزم انجام مطالعات گسترده

.است P. aeruginosa های بالینیتر از ایزولهمتنوع
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