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 چکیده 
بقه آسینتوباکتر بومانی یک عامل بیماریزای خطرناک و یک پاتوژن مهم در بیمارستان های سطح جهان بوده و از عوامل  :هدف و سا
امروزه تعداد آسینتوباکتر بومانی های مقاوم به چندین آنتی بیوتیک رو به افزایش  ایجاد عفونت سوختگی به شمار می رود. مهم در

لذا هدف از این  .پیشنهاد می شود که برای درمان عفونت های میکروبی از پپتید های ضد میکروبی استفاده شود و به همین دلیل است

جدا شده از عفونت  یال ملیتین استخراج شده از زهر زنبور عسل ایرانی بر سویه های آسینتوباکتر بومانیثر آنتی باکترتحقیق تعیین ا

 تعیین گردید. in vitroسوختگی بیمارستانی در شرایط 
 جمع آوری و مجددا جنس و گونه سویه ها شهید مطهری تهرانمرکز آموزشی درمانی نمونه های آسینتوباکتر بومانی از  :کار روش

از زهر زنبور عسل تخلیص شده و لیوفیلیزه گردید.  فاز معکوس HPLC کروماتوگرافیتشخیص داده شد. پپتید ملیتین با تکنیک 

، نتایج آن با آنتی بیوتیک ایمی پنم مقایسه ملیتین MBC و  MIC . پس از تعیینتعیین و کنترل شد کیفیت ملیتینسپس غلظت و 
 گردید.  

افته ها  ،  MIC50میکروگرم و همچنین  19/5و 29/6 به ترتیب ملیتین در کل جمعیت باکتریایی MBCو  MICمیانگین  :ی

MIC90 ،MBC50  وMBC90  با توجه به جدولمیکرو گرم به دست آمد.  52/7و  5/5،  5/5، 11/6ملیتین به ترتیبCLSI ،

از نمونه ها در برابر ایمی  %78ارش شدند. همچنین حساس گز %6دارای مقاومت حد واسط و  %8از نمونه ها به ایمی پنم مقاوم،  68%
 میکروگرم بودند. 67بالاتر از   MBCاز نمونه ها دارای  %566میکروگرم و  67بیشتر از MICپنم دارای 

مقایسه درصد مهاری و کشندگی ملیتین با ایمی پنم نشان داد که قدرت مهاری و کشندگی ملیتین از ایمی پنم بسیار  :نتیجه گیری

یشتر است. بر اساس نتایج به دست آمده می توان استنباط کرد که پپتید ملیتین می تواند در آینده به عنوان یک عامل پیش گیری ب
  کننده یا درمانی بر علیه کلونیزاسیون باکتری ها در بیماران بستری به کار رود.

نبو عفونت سوختگی، ملیتین، زهر ز نی،  بوما اکتر   ر عسلواژگان کلیدی: آسینتوب
 

 مقدمه

 

 

زای خطرناک و یک  آسینتوباکتر بومانی یک عامل بیماری

در  پاتوژن مهم در مراکز درمانی سطح جهان به شمار می رود.

آسینتوباکتر، بومانی متداول ترین گونه در  میان گونه های
حال حاضر خط  در (.5عفونت بیمارستانی محسوب می شود)

 Multi)مقاوم به چند دارو اول درمان آسینتوباکتر بومانی 

Drug Resistance=MDR ) ،Colistin  و

Tigecycline (7می باشد.)  گزارشات زیادی از

در مناطق مختلف از جمله اروپا،  MDR آسینتوباکترهای
آرژانتین، برزیل، چین، تایوان، هنگ کنگ، ژاپن  شمال آمریکا،

 (. 6و کره و اقیانوس آرام جنوبی ثبت شده است)

mailto:k_bagheri@pasteur.ac.ir
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پوست اولین خط دفاعی در برابر تهاجم میکروبی می باشد. 

این ساختار مهم دفاعی بدن، احتمال ابتلا به اختلال در 

عفونت را در بیماران بیشتر می کند. سوختگی صدمات زیادی 

به پوست و عروق وارد کرده و همچنین می تواند باعث اختلال 
در سیستم ایمنی بدن شود. ضعف سیستم ایمنی نقش مهمی 

 (.7را در عفونت سوختگی بازی می کند)

بخش های سوختگی در سراسر علت اصلی مرگ و میر در 

باشد که آسینتوباکتر بومانی یکی  جهان، عفونت سوختگی می
در  (.5و7از عوامل مهم در ایجاد این عفونت به شمار می آید)

از بیماران بر اثر سپسیس  %26پنج روز اول پس از سوختگی 

(. از آن جا که آسینتوباکتر 1جان خود را از دست می دهند)

از آنتی بیوتیک ها مقاوم است بنابراین  بومانی به بسیاری
پیشنهاد می شود برای درمان عفونت های ناشی از این باکتری 

از پپتید های ضد میکروبی استفاده شود. بسیاری از پپتید ها 

دارای فعالیت ضد میکروبی در برابر باکتری ها، قارچ ها و 

 (. 8ویروس ها می باشند)

به مصر باستان، یونان و  ریشه ی دقیق زنبور درمانی مربوط

امروزه در سراسر جهان از محصولات زنبور چین می باشد. 

(. روش 2)عسل به علت خواص درمانی آن استفاده می شود

های استفاده از زهر زنبور عسل به صورت پماد می باشد. این 
زهر دارای فعالیت توکسیک بوده و سلول های قرمز خون را از 

ن مهم ترین جزء زهر زنبور است که ملیتی (.6و9بین می برد)

از وزن زهر خشک شده  %16اسیدآمینه تشکیل شده و  78از 
ی زنبور را تشکیل می دهد. همچنین دارای خواص ضد 

 (. 9التهابی، ضد باکتری و ضد ویروسی است)

 آسینتوباکتر های  در ایالات متحده ی آمریکا 5996در سال 
ه این رقم در سال ک گزارش شد %2/8چند دارو مقاوم به 

که بسیار نگران کننده می  بودرسیده  %9/79به  7667
بیان  7667و زاسلوف در سال  5991بومن در سال  .(56باشد)

کردند که پپتیدهای ضدمیکروبی نقش بسیار مهم و موثری در 

سهل و  هانکوک .(55)دارنددفاع از میزبان در برابر عفونت ها 
مت بسیاری از باکتری ها به ، با توجه به مقاو7668در سال 

آنتی بیوتیک ها، پیشنهاد دادند که از پپتیدها برای درمان 

 (.57عفونت استفاده شود)

با توجه به افزایش مقاومت های آنتی بیوتیکی در سویه های 

 بیمارستانی، مطالعه در مورد کاربرد پپتید های آنتی 

 

هدف از این میکروبیال از منابع طبیعی حائز اهمیت بوده و لذا 

 اثر آنتی باکتریال ملیتین استخراج شده از زهر مطالعه تعیین 

زنبور عسل ایرانی بر سویه های آسینتوباکتر بومانی جدا شده 
 بود. از عفونت سوختگی بیمارستانی

 

 روش کار

و زنجان )خرمدره(،  از زنبورهای عسل منطقه شهرکرد زهر

نمونه . شد تهیهبه روش الکتروشوک  توسط شرکت فروشنده

ی آسینتوباکتر بومانی جدا شده از عفونت سوختگی، طی ها
از  5697الی مرداد  5696ماهه از دی ماه  6یک دوره زمانی 

جمع آوری گردید. تهران  شهید مطهریمرکز آموزشی درمانی 

با توجه به میزان شیوع عفونت آسینتوباکتر در  تعداد نمونه ها
به  عدد 16فرمول کوکران،بر اساس  بیمارستان شهید مطهری،

) حاوی  Stockدرمحیط دست آمد. باکتری ها بعد از کشت، 

با . ندنگه داری شد -76گلیسرول( و در داخل فریزر  76%

 (TSI) سیترات، تریپل شوگر آیرونانجام تست های اکسیداز، 
 باکتریجنس و گونه OF (Oxidative fermentative )و 

 تأیید شد.   های جمع آوری شده،

میلی گرم از آن را وزن و در  76جهت آماده سازی زهر ابتدا 
به مدت   57726gمیکرولیتر آب مقطر حل کرده و در  766

برای تخلیص ملیتین از زهر زنبور، از  دقیقه سانتریوفوژ شد. 1

استفاده گردید. محلول  18cکروماتوگرافی فاز معکوس و ستون 

 Bحلول های مورد استفاده در این آزمایش شامل م
)تری  TFA61/6% -استونیتریل خالص به همراه  آب)

آب دیونیزه به ) D( و محلول (=TFAفلورواستیک اسید

ابتدا ( بود. برای لیوفیلیزه کردن نمونه ها % TFA61/6همراه 
ملیتین جمع آوری شده در میکروتیوپ را در داخل یک بشر 

داده در دستگاه فریز درایر قرار ساعت  76به مدت  وریخته 

 . شد

سپس استفاده و  BCAبرای تعیین غلظت ملیتین از روش 
OD نانومتر خوانده شد. غلظت نهایی   187آن در طول موج

با استفاده از فرمول خط به دست آمده از منحنی استاندارد 

 . محاسبه گردید
از ، دست آمدهه به منظور بررسی خلوص و کیفیت ملیتین ب

سدیم  -ی اکریل آمید( الکتروفورز پلSDS-PAGEروش)

 .شداستفاده  درصد 51با درصد ژل  دودسیل سولفات
برای  ملیتین و ایمی پنم تعیین شد. MIC در مرحله ی بعد

 و ایمی پنم از ملیتین ی رقت های سریال ابتداانجام این کار 
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به چاهک  مولر هینتون براثمحیط کشت  lµ 566شد.   تهیه

در حجم آنتی بیوتیک  gµ 87ی دوم به بعد اضافه کرده و  ها
lµ 766  و به صورت جداگانهµg 1/89 به چاهک اول ملیتین 

 6تا چاهک  7/5رقیق سازی با ضریب اضافه شده و سپس 

باکتری به هر 1/5×156صورت گرفت و در مرحله ی آخر 

و میکروپلیت مورد نظر را  اضافه شد lµ 566چاهک در حجم 
 76تا  58انکوباسیون به مدت  درجه سانتی گراد c°62 در

 MBCسپس خوانده شد.  نتایجقرار داده و سپس  ساعت

از  lµ 76 برای این منظورملیتین و ایمی پنم تعیین گردید. 
 انتقال مولر هینتون آگاربه محیط کشت  شفاف هر چاهک

تا  58درجه سانتی گراد به مدت  62و انکوباسیون آن در  داده

، MIC50 ،MBC50گرفت. مقادیر ساعت انجام  76

MIC50/MBC50، و MIC90/MBC90  جهت ملیتین 

 

با محاسبه  59نسخه  SPSSنرم افزار با استفاده از 

percentile frequency     .بدست آمد 

 

افته  ها ی

ملیتین  پیک در کروماتوگرام مشاهده گردید که 76حدود 

از مساحت کل فراکشن ها را تشکیل داده بود.  %2/16تقریبا 

 72معادل با درصد استونیتریل  18تا  17در حدود دقیقه  

به  OD(. 5خارج گردید)شکل 18Cدرصد، ملیتین از ستون 
دست آمده در اسپکتروفوتومتر در فرمول خط منحنی 

قرار داده شد و  BSA (Y=0.5115x+0.1211)استاندارد 

 µg/µl 71/76در نتیجه غلظت ملیتین استخراج شده برابر با 

 به دست آمد. 

 

 

 

 

با بیشترین سطح زیر منحنی بین فراکشن هکروماتوگرام زهر زنبور.  .5شکل از مساحت کل فراکشن ها را تشکیل  %2/16ای موجود، مربوط به ملیتین بود که تقری

ود. ده ب  دا
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یتین.  SDS-PAGE. 7شکل بور و مل زن  زهر 
سوم: مارکر شرکت  شده  Thermo Fisherچاهک ها به ترتیب از چپ به راست: چاهک اول و دوم: زهر زنبور، چاهک  چاهک چهارم و پنجم: ملیتین تخلیص   ،

ر مختلف  در مقادی

 

میکروگرم از بین رفتند  1/6شخص شد که اکثر سویه ها در مقدار بسیار کم ملیتین معادل با م MICبا توجه به منحنی توزیع فراوانی 
مشخص شد MBC با توجه به منحنی توزیع فراوانی (. 6میکروگرم برآورد گردید)شکل 29/6و میانگین مقدار ملیتین جهت مهار رشد 

رم از بین رفتند و میانگین مقدار ملیتین جهت از بین بردن کامل میکروگ 5/5که اکثر سویه ها در مقدار بسیار کم ملیتین معادل با 

 (.7میکروگرم برآورد گردید )شکل 19/5باکتری ها 
 

 

 

راوانی 6شکل ع ف وزی ت  .MIC  ومانی کتر ب ا سینتوب یمارستانی آ سویه های ب  ملیتین علیه 
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راوانی 7شکل ع ف وزی ت  . MBC ومانی کتر ب ا سینتوب یمارستانی آ سویه های ب  ملیتین علیه 

 

ملیتین در   MIC/MBC و نسبت MIC ، MBCمیانگین 
 µg  29/6 ،µg  19/5ونه های مورد بررسی به ترتیب کل نم

  و MIC50 ،MIC90  ،50MBCبه دست آمد. 268/6و 

MBC90 و  5/5،  5/5، 11/6ملیتین در مطالعه به ترتیب

 نسبت میکرو گرم به دست آمد. هر دو  52/7

MIC50/MBC50 وMBC90/MIC90  1/6ملیتین 

 میکروگرم به دست آمد.

 MICاز نمونه ها دارای  %78 ایمی پنم MICدر بررسی 

ایمی پنم  µg 67از نمونه ها نسبت به  %76و  µg67بیشتر از 
از نمونه ها  %8ایمی پنم و  µg 58از نمونه ها نسبت به %57و 

 g µ 7از نمونه ها نسبت به %8ایمی پنم و  µg 6نسبت به 

ایمی پنم حساس  g µ 5از نمونه ها نسبت به  %7ایمی پنم و 

 از نمونه ها دارای %566ایمی پنم MBCررسی بودند. در ب
MBC  بالاتر ازµg 67  بوده و نسبتMIC  بهMBC  در

به دست آمد. در این  µg67از نمونه ها بیشتر از  % 566

از نمونه ها به ایمی پنم  CLSI ،68%مطالعه با توجه به جدول
حساس گزارش  %6دارای مقاومت حد واسط و  %8مقاوم، 

 شدند.  

 

 بحث

مقاومت های  نت های ناشی از آسینتوباکتر بومانی به دلیلعفو

آسینتوباکتر بومانی  آنتی بیوتیکی همیشه مورد توجه بوده اند.

یکی از شایعترین علت های عفونت های سوختگی بوده و 

همچنین می تواند عامل بیماری در ریه به ویژه پنومونی، 

 (. 5خون باشد) عفونت دستگاه ادراری، کلیه ها، پوست، چشم و

آسینتوباکتر به اکثر داروها مقاوم است که از جمله این داروها 

می توان به کارباپنم ها، سفالوسپورین ها، بتا لاکتام ها، 

این باکتری از  فلوروکینولون ها و آمینوگلیکوزید ها اشاره کرد.

طریق مکانیسم های مختلف نسبت به آنتی بیوتیک ها مقاوم 
توباکتر بومانی معمولا با یک دارو درمان آسین(. 1)می شود

نمی شود، زیرا باکتری به سرعت به دارو مقاوم شده و میزان 

موفقیت درمان پایین است. برخی از مطالعات اخیر نشان داده 
اند که مقاومت فنوتیپی مربوط به تشکیل بیوفیلم نیز ممکن 

است در مقاومت آنتی بیوتیکی این باکتری به درمان مهم 

 (.7شد)با

در سال های اخیر موارد مقاومت آسینتوباکتر بومانی به 

داروهای جدیدی که در حال حاضر برای درمان عفونت های 
ناشی از آسینتوباکتر بومانی مورد استفاده قرار می گیرند 

همانند کولیستین، دوری پنم و تایجی سایکلین گزارش شده 

 اکتر بومانیاست. با توجه به افزایش شیوع مقاومت آسینتوب
نسبت به آنتی بیوتیک های جدید،  جستجوی مواد و آنتی 
بیوتیک های جدیدتر به عنوان جایگزین برای درمان عفونت 

 (. 56-51های آسینتوباکتر بومانی بیشتر شده است)

استفاده نابجا از آنتی بیوتیک ها باعث افزایش شیوع گونه های 

نیاز به تولید انواع  مقاوم به آنتی بیوتیک شده است و این امر

 بنابراین  جدید آنتی بیوتیک ها را ضروری کرده است.
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جستجوی مواد و آنتی بیوتیک های جدید نظر اکثر محققین و 

داروسازان و شرکت های مختلف داروسازی را به خود جلب 

کرده است از مهم ترین این مواد پپتیدهای آنتی باکتریال می 
گسترده ای در سراسر باشند که در سال های اخیر مطالعات 

پپتیدها با فعالیت آنتی  .استدنیا در مورد آن ها انجام گرفته 

باکتریال، ضد قارچی و ضد ویروسی بر علیه انواع مختلفی از 
میکروارگانیسم ها شناخته می شوند. به علاوه این پپتیدها می 

توانند در جنبه های مختلف ایمنی هم شرکت کنند. آن ها در 

التهابات سپتیک و غیر سپتیک، ترمیم زخم، تنظیم سیستم 

(. ملیتین موجود در 58بی هم نقش موثر دارند)ایمنی اکتسا
زهر زنبور عسل از جمله پپتیدهای آنتی باکتریال است که 

دارای اثرات آنتی باکتریال، ضد سرطان، ضد درد، و ضد 

 (.52التهاب می باشد)

امروزه یکی از مشکلات بسیار مهم در مراکز درمانی و یا 
ری های بیمارستان های سوختگی، عفونت ناشی از باکت

آسینتوباکتر بومانی، استافیلوکوک اورئوس و  مختلف از جمله

مصدومین ر د عفونت بروزسودوموناس آئروژینوزا می باشد. 

سوختگی که خطر آن از خود سوختگی بیشتر است، حاصل 
های بهم ریختن سیستم دفاعی میزبان و وجود میکروارگانیسم

د درمان عفونت مشکل اصلی در رون باشد.طلب می فرصت

سوختگی است، چون باعث تاخیر در بلوغ اپیدرم و شکل 
با توجه به ماهیت  شود.های اضافه در زخم میگیری بافت

خفگی  ،یسوختگی امکان دارد ایست قلبی در اثر برق گرفتگ

آسیب های شیمیایی در اثر مواد اسیدی و  در اثر دود،

کلات در اثر سوختگی مشکند  بروز  صدمات سایر و  قلیایی
صدمه به قلب و ریه  انفارکتوس میو کارد، سایر اندام ها مانند:

دستگاه گوارش به صورت خونریزی معده و آسیب به روده  ها،

کند. از مهم ترین عوارض  می بروز ایمنی سیستم ضعف و ها

 سوختگی می توان به نارسایی کلیه اشاره کرد.

 تهرانشهید مطهری مرکز آموزشی درمانی طی بررسی که در 
انجام شد مشخص شد که پزشکان از داروهای ترکیبی استفاده 

می کنند که در موارد زیادی ناموفق می باشد. در صورت 

موفقیت درمان هم عوارض توکسیک آنتی بیوتیک ها باعث 
صدمات جبران ناپذیری به بدن می شود. این در حالی است 

ست در که در این مطالعه فقط یک آنتی بیوتیک پپتیدی توان

 مقدار پایین، رشد سویه ها را مهار کرده و از بین می برد.  

 

 

با توجه به تحقیقات محمد باقر صالحی و همکاران در سال 
، D28 صناعی پپتید باکتریایی ضد روی خاصیت 7657

MIC   این پپتید بر روی سویه های استاندارد

( و سودوموناس ATCC25923استافیلوکوکوس اورئوس )

میکروگرم  716و  1/87( به ترتیب ATCC9027وزا )آئروژین
ملیتین  MICدر میلی لیتر به دست آمد. اما در این مطالعه 

 72616سودوموناس آئروژینوزا )بر روی سویه ی استاندارد 

ATCC )1/76 ( به  2/6میکروگرم در میلی لیتر )میکروگرم
 (.56دست آمد)

تی میکروبیال، با توجه به اهمیت تحقیق بر روی پپتید های آن

در این تحقیق ملیتین زهر زنبور عسل به عنوان یک پپتید 

جدا شده  طبیعی بر علیه سویه های آسینتوباکتر بومانی
با توجه بررسی شد.   in vitroازعفونت سوختگی در شرایط 

به تحقیقات انجام شده در سطح بین المللی که نشان دهنده 

انواع آنتی بیوتیک هاست،  مقاومت زیاد انواع آسینتوباکتر ها به
تصمیم گرفته شد تا اثر ضد میکروبی ملیتین علیه سویه های 

 بالینی آسینتوباکتر بومانی مورد بررسی قرار گیرد.

، نشان داد که CHROMGATEآنالیز نتایج در نرم افزار 

ملیتین بیشترین جزء تشکیل دهنده زهر زنبور بوده و حدود 

در این تشکیل داده است.  از وزن خشک زهر زنبور را 16%
، با  RP-HPLCمطالعه، ملیتین از زهر زنبور با تکنیک 

خلوص بسیار بالایی به دست آمد. تحقیق بر روی سویه های 

بالینی جمع آوری شده از عفونت سوختگی از این لحاظ حائز 
اهمیت است که محققین را به این اطمینان خاطر می رساند 

ابود کردن تمام سویه های بالینی که پپتید ملیتین قادر به ن

است. این مطالعه تا کنون در ایران انجام نشده است و در 

سطح بین المللی نیز پپتیدهای آنتی باکتریال موضوع روز 
تحقیقات محققین کشورهای مختلف از جمله آمریکا و 

 (. 7کشورهای اروپایی است)

شتر از قدرت آنتی باکتریال ملیتین علیه سویه های بالینی بی

ایمی پنم بوده و می تواند در آینده در صورتی که این آنتی 
بیوتیک صنعتی شود و فازهای مطالعاتی بالینی را طی کند، با 

دوز پایین مورد تجویز قرار بگیرد. با توجه به منحنی توزیع 

مشخص شد که اکثر سویه ها در  MBC و  MICنرمال 

همچنین با توجه به مقدار بسیار کمی ملیتین از بین رفتند و 
مشخص شد که در بیشتر  MIC/MBCنمودار توزیع 

 5، عدد  MIC/MBC جمعیت باکتری مورد مطالعه نسبت

 است که نشان دهنده ی این موضوع است که آنتی بیوتیک 



  

  27، شماره   یکم ست وبی، سال  یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

 06_______________________________________________________________________________________________ یو کامران پوشنگ باقر ییفاطمه پاشا

 

پپتیدی ملیتین از بالاترین استاندارد لازم در علم فارماکولوژی 

و  MICبرخوردار است. آنالیز واریانس داخل گروهی دو متغیر 

MBC  با تست آماریone sample T-Test  نشان داد که
، پراکندگی بسیار پایین بود که 61/6کمتر از  p valueبا 

نشان دهنده اثر تقریبا یکنواخت ملیتین بر سویه ها می باشد. 

برای ملیتین  MBCو  MICهمچنین توزیع نرمال فراوانی 

 این موضوع را تأیید می کند.

 

 نتیجه گیری

مقایسه نتایج به دست آمده از تست های آنتی بیوگرام در 
ت مختلف بین المللی با نتایج این تحقیق نشان می مطالعا

دهد که پپتید ملیتین از لحاظ قدرت مهاری و میکروب کشی 

 از آنتی بیوتیک رایج ایمی پنم قوی تر بوده و این موضوع ثابت 

 

کرد که تحقیقات بر روی ملیتین ارزش تحقیقی و صنعتی 

ای زیادی دارد و می تواند در آینده با بکار گیری متد ه
مختلف و بهینه سازی روش های سنتز ملیتین، معضل 

مقاومت به آنتی بیوتیک ها از بین رفته و بیماری های زیادی 

که ناشی از عفونت های آسینتوباکتر بومانی هستند درمان 

همچنین می توان حدس زد که توانایی پپتید ملیتین از شوند. 
باپنم بیشتر آنتی بیوتیک های رایج مورد استفاده از دسته کار

بوده و امیدواری به کاربرد پپتیدهای آنتی میکروبیال را بیشتر 

می کند. اهمیت اصلی این تحقیق گزارش اثر قابل توجه یک 
پپتید طبیعی با خاصیت آنتی بیوتیکی بر ضد سویه های 

بیمارستانی جدا شده از عفونت سوختگی است. ملیتین می 

صورت صنعتی وارد بازار  تواند در آینده با مطالعات بیشتر به

دارویی شده و کمکی در حل معضل مقاومت های دارویی و 

 همچنین سمیت داروهای شیمیایی رایج باشد.
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