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 وسيلباس ديجد ي ها زولهيا توسط شده ديتول عيوس يكروبيم ضد تيفعال با نيوسيباكتر

  تروژنين ي كننده تيتثب
  

  3يشكر وشيدار ،2يازيامت يتيگدكتر  ،1انيزاغ دهيسع
  
  

  چكيده
 توسط شده توليد ي ها باكتريوسين. است يافته گسترش  ها بيوتيك آنتي به مقاوم ي ها باكتري پيدايش دليل به  ها عفونت ي دوباره يوعشبه تازگي  :مقدمه
 خود به را زيادي توجه اخير ي ها سال در و هستند مناسب بسيار انساني ي ها عفونت تيمار در مرسوم ي ها بيوتيك آنتي جاي به استفاده براي  ها باكتري
ضد  عوامل عنوان به استفاده براي اي بالقوه نامزد توانند مي لوسباسي جنس به متعلق ي ها باكتري توسط شده توليد ي ها باكتريوسين. اند نموده جلب

  .باشند در آينده جديد ميكروبي

 ييراتو تغ يتيكپروتئول ي ها يماثر آنز ينهمچن. از خاك جدا شدند يكروبيم ضد يتفعال يدارا يتروژنن ي كننده يتتثب يلوسباس ي يزولها 15 :ها روش
pH يدگرد يبررس يديتول نيوسيباكتر يتفعال يو حرارت رو. 

 برخي. بودند آرئوس استافيلوكوكوس و مونوسيتوژنز ليستريا زاي بيماري ي ها باكتري رشد بر مهاري اثر داراي جداشده باسيلوس ي ها ايزوله تمام :ها يافته
يا  Methicillin-resistant staphylococcus aureus(سيلين  متي به مقاوم آرئوس استافيلوكوكوس رشد مهار باعث شده جدا ي ها ايزوله از

MRSA( يسين مقاوم به وانكوما يسو انتروكوكوس فكال)Vancomycin-resistant enterococci  ياVRE( ي ها يزولهاز ا يچ كدامه يول ،شدند 
 ي يلهبه وس يتروژنن ي كننده يتتثب ي ها يلوسشده توسط باس يدتول يكروبيم ضد يباتترك. نداشتند يگرم منف ي ها يدر مهار رشد باكتر يجداشده اثر

 .خود را حفظ نمودند يتو حرارت فعال pH ييراتاز تغ يعيوس يفدر برابر ط يفعال شدند ول يرغ يتيكپروتئول ي ها يمآنز

مورد  VREو  MRSA ي ها يهسو يبر رو ياثر مهار يدارا يتروژنن ي كننده يتتثب يلوسباس ي ها يباكتر يجداساز يقتحق يندر ا :گيري نتيجه
  .مطالعه قرار گرفت
مقاوم به  يسانتروكوكوس فكال يلين،س يآرئوس مقاوم به مت يلوكوكوساستاف يوسين،باكتر يتروژن،ن ي كننده يتتثب يلوسباس :واژگان كليدي

  يسينوانكوما

  
 ديجد ي ها زولهيا توسط دهش ديتول عيوس يكروبيم ضد تيفعال با نيوسيباكتر .وشيدار يشكر ي،تيگ يازيامت ده،يسع انيزاغ :ارجاع
  2260-2269): 218( 30؛ 1391مجله دانشكده پزشكي اصفهان . تروژنين ي كننده تيتثب وسيلباس

  
  مقدمه

 شيداي ـپ لي ـدل به ، ها عفونت ي دوباره وعيشبه تازگي 
 اسـت  افتهي گسترش بيوتيك آنتي به مقاوم ي ها يباكتر

ــا. )2-1( ــاكتر ني ــا يب ــادر  ه ــت ق ــور در ندهس  حض

 مقاله پژوهشي
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 شـتر يب. شوند ريتكث يحت و بمانند زنده  ها بيوتيك آنتي
 از يبرخ ـ بـه  حـداقل  تواننـد  مي زا يماريب ي ها يباكتر

 ي هـــا هيســـو. گردنـــد مقـــاوم  هـــا بيوتيـــك آنتـــي
ــتاف ــوس لوكوكوسياس ــاوم آرئ ــه مق ــ ب ــيلين يمت  س

)Methicillin-resistant staphylococcus aureus   يـا
MRSA(، مقــــاوم بــــه  سيانتروكوكــــوس فكــــال
 Vancomycin-resistant enterococci( نيسيوانكوما

مقــاوم بــه  سيتوبركلــوز وميكوبــاكتريو ما) VREيــا 
يا  Multi-drug-resistant tuberculosis( دارو نيچند

MDR-TB (يعمـوم  سـلامت  يبـرا  يجـد  يديتهد 
 كـاهش  لي ـدل به ).1، 3-4( شوند مي محسوب جامعه
ــارا ــي ييك ــك آنت ــا بيوتي ــ ي ه ــزا و كيكلاس  شياف
 ضـد  عوامل افتني ،يبيوتيك آنتي مقاومت ي ها سميمكان

  هـا  يباكتر نيا كنترل يبرا قدرتمند و ديجد يكروبيم
ــورد ــه م ــرار توج ــه ق ــت گرفت ــا در. اس ــم ني  اني
 يبـرا  ، هـا  يبـاكتر  توسـط  دشـده يتول ي هـا  نيوسيباكتر

 مـار يت در مرسـوم  ي هـا  بيوتيـك  آنتـي  يجـا  به استفاده
 ي ها سال در و هستند مناسب اريبس يانسان ي ها عفونت

  .)3( اند نموده جلب خود به را ياديز توجه رياخ
 ـيم ضد يدهايپپت  ها نيوسيباكتر  يبـوزوم ير يكروب
بـه طـور    و شوند مي ديتول  ها يباكتر توسط كه هستند

ــول ــد معم ــو ض ــا هيس ــنزد ي ه ــه كي ــميارگان ب  س
 كـاربرد . )2، 5-6( كنند مي تيفعال خود، ي دكنندهيتول
 محافظ و يافزودن ي دهما عنوان به  ها نيوسيباكتر جيرا
 ـ ،باشـد  مي ييغذا عيصنا در  بـه  يكم ـ مطالعـات  يول

 عنـوان  بـه   هـا  نيوس ـيباكتر يدرمان يكاربردها يبررس
 ـيم ضـد  عوامل  ني ـا از ياريبس ـ. انـد  پرداختـه  يكروب

ــپپت ــد يدهاي ــيم ض ــفعال يكروب ــ تي ــد يثرؤم  ض
 مقـاوم  مرسـوم  ي هـا  بيوتيـك  آنتـي  به كه يي ها يباكتر

  ).1( دهند مي ننشا خود از هستند،

 جـنس  بـه  متعلـق  ي هـا  يبـاكتر  وجود اين كـه  با
 نيدوم ـ ك،ي ـلاكت دياس ـ ي هـا  يباكتر از پس لوسيباس

 شـامل  يكروبيم ضد باتيترك ديتول نظر از مهم گروه
 و نيوس ـيباكتر ،يدي ـپوپپتيل و يديپپت ي ها بيوتيك آنتي
يـــا  BLIS( نيوســـيباكتر شـــبه يمهـــار بـــاتيترك

Bacteriocin-like inhibitory substances( 
ــ ــند يم ــ ،باش  ــ يول ــاكنون گزارش ــاز يت  ياز جداس
 تي ـفعال يدارا تـروژن ين ي كننده تيتثب ي ها لوسيباس

ــيم ضــد ــا هــدف .اســت نشــده يكروب  ق،يــتحق ني
 ي كننـده  تيتثب لوسيباس ديجد ي ها زولهيا يجستجو

 ـيم ضد تيفعال يدارا كه بود تروژنين  بـالقوه  يكروب
  .باشند  زا يماريب ي ها يباكتر ضد

  
  ها روش

 ي كننـده  تي ـتثب ي هـا  لوسيباس ـ يمنظـور جداسـاز   به
 و دي ـگرد يآور جمع خاك مختلف مناطق از ،تروژنين

 اضافه لياستر مقطر آب ليتر ميلي 90 به آن از گرم 10
 .گرفـت  قـرار  Shaker روي دقيقـه  20 مدت  به و شد

ــپس ــه س ــدت  ب ــه 10 م ــام در دقيق ــرم آب حم    گ
 تمـامي  تـا  ديد حرارتي شوك راد،گ سانتي ي درجه 80

و فقط اسپور  ودها حذف ش ي رويشي باكتريها شكل
 از ديگـر  برخـي  كه ييجا از آن. ها باقي بماند باكتري
 كلسـتريديوم  جمله از هوازي هاي اسپوردار بي باكتري

 بعـد  باشـند،  مي تروژنين تثبيت به قادر نيز پاستورانيوم
 هوازي شرايط در  ها آن ي همه ها، باكتري كردن جدا از

 از مطلـق  هـوازي  هاي بـي  باكتري تا شدند داده كشت
   .بروند بين

 آب و خـاك  قي ـتعل از ليتـر  ميلـي  1 ترتيب اين به
 داده كشت هوازي طوره ب يمغذ آگار محيط در مقطر
   بـه  بـاكتري  كلنـي  از لـوپ  يـك  رشـد  از بعـد  و شد
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 دوباره و شد داده انتقال لياستر مقطر آب ليتر ميلي 10
گـراد   سانتي ي درجه 80 ماري بن در دقيقه 10 مدت  به

ليتـر از آن روي   ميلي 1در نهايت . شوك حرارتي ديد
محـيط  (پليت حاوي محـيط كشـت جامـد ازتوبـاكتر     

 و بـه داده كشـت   )جامد مانيتول آگار فاقـد نيتـروژن  
 .هوازي قرار داده شد مدت يك هفته در داخل جار بي 

از گـاز پـك درون جـار    هوازي  براي تأمين شرايط بي
بعـد از ايـن مـدت پليـت جهـت رشـد       . استفاده شد

  .)7( ها مورد بررسي قرار گرفت باكتري
 كـه  تروژنين ي كننده تيتثب اسپوردار ي ها لوسيباس

 سـوي  تريپتيكـاز  محـيط  بـه  شدند، جدا روش نيا به
   مخمـر  ي عصـاره  بـا  شـده  غنـي  و گلوكز بدون براث

يـا   Tryptic soy broth yeast extract( درصـد  5/0
TSBYE ( ســاعت در  24منتقــل گرديــد و بــه مــدت

  سـپس  . تنـد گراد قرار گرف سانتي ي درجه 30انكوباتور 
هـا بـه صـورت     ميكروليتر از هر يك از اين محـيط  2

حـاوي تريپتيكـاز سـوي آگـار      اي بر روي پليت  نقطه
 درصد 5/0مخمر  ي شده با عصاره بدون گلوكز و غني

)Tryptic soy agar with yeast extract  ياTSAYE( 
 TSAYEليتر از محيط كشـت   ميلي 8 .كشت داده شد

كلنـي در   106به ترتيب بـا   درصد آگار كه 6/0حاوي 
هاي ليستريا مونوسيتوژنز،  از هر يك از باكتري ليتر ميلي

استافيلوكوكوس آرئوس و باسيلوس سرئوس به عنوان 
ها اضـافه   بر روي پليت ،معرف، تلقيح شده بود ي سويه
 ي درجـه  30پس از انكوباتورگذاري در دمـاي  . گرديد
اي بررسـي  هـا بـر   ساعت، پليت 24گراد به مدت  سانتي
 .ندعدم رشد در سه تكـرار مشـاهده شـد    ي له ها ايجاد

عدم رشد ايجـاد   ي له ها  هايي كه در اطراف خود باكتري
  .)8( كرده بودند، جداسازي شدند

 ي هـا  بـاكتري معرف بر اسـاس   ي ها سويهانتخاب 

 ي هـا  باكتريوسـين صورت گرفت كـه بـه    زايي بيماري
 بيشـتري  حساسـيت  باسيلوسشده توسط جنس  توليد
  .)2-3( داشتند

هـاي   بررسي توليـد باكتريوسـين در بـاكتري   براي 
ي عـدم   له ها  ي قبل رحلههايي كه در م كلني، جدا شده

منتقـل   TSBYE رشد تشكيل داده بودنـد، بـه محـيط   
 ي  درجـه  30ساعت در دمـاي   24گرديدند و به مدت 

هـاي كشـت بـا     سپس محـيط . گراد قرار گرفتند سانتي
ــه مــدت دور در دقيقــه  13000 ســرعت دقيقــه  10ب

ها جدا شـد و   مايع رويي اين لوله. سانتريفوژ گرديدند
pH ـ 7 آن روي   يتنظيم گرديد تا اثر احتمالي اسيد آل

ــاكتر   ــد ب ــر رش ــده در اث ــد   ي،توليدش ــار رش در مه
سپس مايع رويي بـه  . حذف گردد ،معرف ي ها باكتري
گــراد  ســانتي ي درجــه 100 دمــاي دقيقــه در 5مــدت 

حرارت داده شـد تـا پروتئازهـاي درون سـلولي كـه      
باعث هيدروليز باكتريوسـين پروتئينـي    احتمال داشت

ــد ــا صــاف مــايع ســپس .، غيــر فعــال شــوندگردن    يب
ميكروليتـر از مـايع    20. يدگرد يلميكرون، استر 45/0

هـاي   اي بـه پليـت   شده به صـورت نقطـه    رويي خنثي
پـيش از آن  حاوي محيط كشت مولر هينتون آگار كـه  

 1 هاي معرف جدول از سويهليتر  ميلي در كلني 106با 
ايـن  . فتبه صورت چمني تلقيح شده بودند، قرار گر

 ي درجـه  30ساعت در انكوباتور  24ها به مدت  پليت
ي  هالـه   و سـپس بـراي ايجـاد    ندگراد قرار گرفت سانتي

  ).8-9(شدند عدم رشد مورد بررسي 
ها روي فعاليت باكتريوسين،  براي بررسي اثر آنزيم

ــين  ــزيم پپس ــاز )pH=  3( آن ــين K، پروتئين   و تريپس

)7  =pH (ليتـر  ميلـي  رد رمگ ـ ميلي 1 نهايي غلظت در 
 رويــي مــايع از ميكروليتــر 200 بــه. گرديــد اســتفاده
 بـه  باكتريوسين ي كننده توليد هاي باكتري از شده خنثي
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 هــاي آنـزيم  محلـول  از ميكروليتـر  20 جداگانـه  طـور 
سپس ايـن  . ، تريپسين و پپسين اضافه شدK پروتئيناز
 ي درجـه  37ساعت در انكوباتور  2ها به مدت  محلول

بعـد بـا حـرارت     ي در مرحله. قرار گرفتند رادگ يسانت
  بـه مـدت    گراد يسانت ي درجه 100 ها در دادن محلول

سـپس ميـزان   . فعـال گرديدنـد   ها غيـر  دقيقه، آنزيم 5
ــول  فعاليــت ضــد ــن محل ــي اي ــه روش  ميكروب ــا ب ه

در سـه تكـرار    Broth micro dilutionسـازي   رقـت 
ــدا . مــورد بررســي قــرار گرفــت ــراي ايــن كــار ابت   ب

بــه تمــام  TSBYEميكروليتــر از محــيط كشــت  100
سـپس   .خانه افـزوده شـد   96هاي ميكروپليت  چاهك

 عيمـا (آمـده    بـه دسـت    ميكروليتر از باكتريوسين 100
به اولين چاهك هر رديف اضـافه و  ) شده يخنث ييرو

هـاي   از آن در چاهـك ...  و 8/1، 4/1، 2/1هـاي   رقت
روليتـر از  ميك 40سـپس  . بعدي هر رديف تهيه گرديد

سوسپانسيون باكتري معرف استافيلوكوكوس آرئـوس  
هايي  به چاهكليتر  كلني در ميلي 106در غلظت نهايي 

در هـر رديـف يـك    . دش ـحاوي باكتريوسين اضـافه  
حاوي محـيط كشـت و   (چاهك به عنوان شاهد منفي 

حـاوي  ( شاهدو يك چاهك به عنوان ) باكتري معرف
پس از . گرفته شددر نظر ) محيط كشت و باكتريوسين

گراد بـه مـدت    سانتي ي درجه 30انكوباتورگذاري در 
 630هـا در طـول مـوج     ساعت، كدورت چاهـك  18

   ELISAي  توســــط دســــتگاه خواننــــدهنــــانومتر 
)ELISA reader( فعاليت باكتريوسين كه . شد يبررس

ليتـر بيـان    به صـورت واحـدهاي فعـال در هـر ميلـي     
  : آمد زير به دست ي از رابطه ،گردد مي 

AU/ml = 2n × (1000/100) 
آخرين چاهكي است كه  ي شماره n اين فرمولدر 
كـدورتي   و معرف در آن هيچ رشدي نداشـته  ي سويه

  .)10( مشاهده نشده است
حــرارت روي ميــزان  ي بــراي تعيــين اثــر درجــه

 ــ ــي خنث ــايع روي   شــده در   يفعاليــت باكتريوســين، م
   دقيقــه، 30 مــدت بــه گــراد يســانت ي درجــه 60

 دقيقـه  45 و 20، 10 مدت به گراد يسانت ي درجه 100
حرارت  ( دقيقه 15 مدت به گراد يسانت ي درجه 121 و

 آن مهــاري اثـر  ميـزان  و شـد  داده حـرارت ) اتـوكلاو 
  .)11-12( دگرديبررسي 

روي فعاليـت باكتريوسـين،    pHبراي بررسي اثـر  
pH      مايع رويي محـيط كشـت بـا اسـتفاده ازNaOH   

تنظيم شـد   2-10بين  استريلمولار  HCl 5و  مولار 5
ساعت در دماي اتـاق قـرار داده    2ها به مدت  و نمونه

و شد تنظيم  7ها روي  نمونه pHپس از اين مدت، . شد
  .)11(يد ها بررسي گرد ميكروبي آن ميزان فعاليت ضد

 هـاي  زولـه يميكروبـي ا  براي بررسي فعاليت ضـد 
زا،  هاي بيمـاري  باكتريوسين روي باكتري ي توليدكننده

زاي بيمارستاني شامل سودوموناس  بيماري يباكتر 28
، ) زولـــهيا 3(، كلبســـيلا ) زولـــهيا 3(آئروژينـــوزا 

ــي    ــه مت ــاوم ب ــوس مق ــتافيلوكوكوس آرئ ــيلين  اس   س
ــهيا 8( ــا) زولـ ــاليس مقـ وم بـــه ، انتروكوكـــوس فكـ

ــهيا 4(، اســينتوباكتر ) زولــهيا 6(وانكومايســين  و )  زول
از بيمـاران مختلـف بخـش    )  زولـه يا 4(كلي  اشريشيا

ــرا  ــتان الزه ــوژي بيمارس ــفهان  )س( يميكروبيول اص
اسـاس   جداشـده بـر   هـاي  زولـه يا. جداسازي گرديـد 

هـاي بيوشـيميايي    خصوصيات مورفولوژيكي و تست
ها از  بيوتيك آنتي همچنين مقاومت به. شناسايي شدند

اسـاس حـداقل غلظـت     بيـوگرام بـر   طريق تست آنتي
يا  Minimum inhibitory concentration(مهاركننده 

MIC( زا بـه   بيماري هاي زولهيسپس اين ا. بررسي شد
هينتـون آگـار    صورت چمني روي محيط كشت مولر
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دار  انتروكوكوس از محيط آگار خون هاي زولهيبراي ا (
ــ ــتفاده گردي ــدند) داس ــاكتري .كشــت داده ش ــاي  ب ه

اي روي آن  باكتريوسين به صورت نقطـه  ي توليدكننده
ــد ــرار گرفتن ــدت  . ق ــه م ــذاري ب ــس از انكوباتورگ   پ

هـا   گراد، پليـت  سانتي ي درجه 30ساعت در دماي  24
   .عدم رشد، مشاهده شدند ي له ها  براي بررسي ايجاد

  
  ها افتهي

 ي كننده تثبيت هاي اسپوردار جداسازي باسيلوس براي
خاك صورت گرفت و پس از  گيري از نمونه ،نيتروژن
ها و دادن شوك حرارتي براي از بين  سازي نمونه آماده

محيط بدون نيتـروژن   ها در باكتري ،رويشي نوعرفتن 
مختلف بـه   ي زولهيا 65در مجموع  .ندكشت داده شد

كـه قـادر بـه مهـار      زولهيا 15 ان،يم نياز ا .دست آمد
ــد ــد ح ــياقل رش ــاكتر 3از  يك ــرف  يب ــتريلمع  ايس

 لوسيباس ـ و آرئـوس  لوكوكوسياسـتاف  توژنز،يمونوس
ــرئوس ــد، س ــاب بودن ــگرد انتخ ــ. دي ــدام چيه    از ك

 يكل ايشياشر يباكتر دو رشد مهار بر يريثأت زولهيا 65
   ).1 شكل( نداشتند نوزايآئروژ سودوموناس و
  

  
 بر روي  ها بررسي اثر ضد ميكروبي ايزوله .1شكل 

Staphylococcus aureus اي به روش نقطه  
  
 ،S2، S3، S4، S9، S10بــه صــورت  زولــهيا 15 نيــا
S15، M8، M12، M13، M14، M17، M19، Z1، Z2  وZ3 

   ني ـا ميكروبـي  ضـد  فعاليـت  جينتـا . شدند ينامگذار
  .است شده داده نشان 1 جدول در   زولهيا 15

  
   معرف ي هيسو 5 مقابل در تروژنين ي كننده تيتثب سلويباس ي ها زولهيا ميكروبي ضد طيف .1 جدول

  شده جدايهازولهيا  معرف يهاسويه
S2 S3 S4 S9 S10 S15 S15 S15 M13 M13 M13 M13 Z1 Z2 Z3 

ايستريل
 توژنزيمونوس

)PTCC1163( 

+  + - - + - - - +  + + + +  + -  

 لوكوكوسياستاف
 آرئوس

)ATTC1912( 

+ + + - + + + + + + + + + + - 

 سرئوس لوسيباس
)PTCC1015( 

- + - + + - - - + + + + - - + 

 - - - - - - - - - - - - - - - كليشياياشر

پسودوموناس 
 آئروژينوزا

- - - - - - - - - - - - - - - 

  )2( ميكروبي ضد فعاليت وجود عدم: -    )3 از بزرگتر ي له ها  ايجاد( ميكروبي ضد فعاليت وجود+: 
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ميكروبـي   براي تأييد پروتئينـي بـودن عامـل ضـد    
هــاي پروتئــازي پپســين،  شــده، اثــر آنــزيم  اســتخراج
فعاليت باكتريوسين  ميزان و تريپسين روي K پروتيئناز
در برابـر   Broth micro dilutionسازي  رقتبا روش 

كه تيماري روي آن انجام نگرفته بـود،   شاهد ي نمونه
نتـايج نشـان داد كـه اثـر     . مورد بررسي قـرار گرفـت  

ها  شده، توسط اين آنزيم  جداسازي هاي زولهيمهاري ا
اين تأييدي بـر پروتئينـي   . رود مي كامل از بين به طور 

 بـود  هـا  زولهيه در اين اشد بودن عامل مهاري مشاهده
  ).2جدول (

شده،  براي تعيين ميزان پايداري اثر مهاري مشاهده
ميكروبـي   حرارت بالا روي فعاليـت ضـد   ي اثر درجه
ميزان فعاليت باكتريوسـين  ، بررسي شد و شده مشاهده

 Broth micro dilutionسـازي   شده به روش رقت تيمار
رزيـابي  بـدون تيمـار ا   شـاهد  ي در مقايسه با نمونـه 

شده   جداسازي هاي زولهينتايج نشان داد كه ا. گرديد
كامـل مقـاوم بـه    بـه طـور   از نظر مقاومت حرارتـي  

دقيقـه حـرارت    15حرارت هسـتند و حتـي بعـد از    
   نماينـد  ديدن در اتوكلاو فعاليت خـود را حفـظ مـي   

  ). 2جدول (
 اثـر  شـده،  مشـاهده  مهاري اثر پايداري تعيين براي

pH بـه  شده مشاهده ميكروبي ضد يتفعال ميزان روي 
ــت روش ــازي رق ــورد Broth micro dilution س  م
 ضـد  اثـر  كـه  داد نشـان  نتـايج . گرفـت  قـرار  بررسي

 قليـايي  و اسـيدي  شـرايط  در شـده  مشـاهده  ميكروبي
  ).2 جدول( است پايدار

  
  و حرارت بر فعاليت باكتريوسين در  pH ،يپروتئاز ي ها مياثر آنز يبررس .2 جدول

  معرف استافيلوكوكوس آرئوس ي هيسومقابل 
 )درصد( فعاليت ميزان مختلفتيمارهاي

 100 شاهد

  پروتئوليتيكهايآنزيم

 0 پپسين

 0 تريپسين

 K 0پروتئيناز

  دما

 100 دقيقه 30،گرادي سانتيدرجه60

 100 دقيقه10،گرادي سانتيدرجه100

 100 دقيقه20،گرادي سانتيدرجه100

 100 دقيقه 45،گرادي سانتيدرجه100

 100 )اتوكلاو(دقيقه 15،گرادي سانتيدرجه121

pH  
2 60 

5 90 

6 100 

7 100 

8 100 

10 100 

  بيمارستاني هاي زولهيا ضد شده ديتول باكتريوسين يكروبيم ضد فعاليت .3 جدول
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  اريمه اثر داراي هاي زولهيا بيمارستانيزايبيماريهايزولهيا
 - )زولهيا3(پسودوموناس آئروژينوزا

 - )زولهيا3(كلبسيلا

  a2 S10، M17 ، S3وVRE:a1هايسوش
 VRE:a3 M17هايسوش

 - a5وVRE:a4هايسوش

 VRE:a6 S4هايسوش

 - )زولهيا4(آسينتوباكتر

 - )زولهيا4(كليشياياشر

 b4 S10، M17 ، S3وMRSA:b1،b2،b3هايسوش

 b6 S10، M17، M12 ،S3وMRSA:b5هايسوش
  b8 M17، S3وMRSA:b7هايسوش

 VRE: Vancomycin-resistant Enterococcus faecalis 
 MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

  
 هـاي  زولهيميكروبي ا منظور بررسي فعاليت ضد به

زا،  هاي بيمـاري  اكتريباكتريوسين روي ب ي توليدكننده
ــاكتر 28 ــاري يب ــش   بيم ــف بخ ــاران مختل زا از بيم

ــرا  ــتان الزه ــوژي بيمارس ــفهان  )س( يميكروبيول اص
 هاي توليـد  جداسازي گرديد و اثر مهاري باكتريوسين

نتـايج  . ها مورد بررسـي قـرار گرفـت    شده بر روي آن
 M17و  S3  ،S10 لوسيباس ـ ي زولـه يا 3نشان داد كه 

 ي همــه ضــدوبــي قابــل تــوجهي ميكر ضــد فعاليــت
از خـود نشـان    VRE ي  زولهيا 4و  MRSA هاي زولهيا

هاي گرم منفي، غيـر فعـال    ولي در مقابل باكتري ،ددادن
  .داده شده است شينما 3كامل در جدول  جينتا. دبودن

  
  بحث

 دارو به مقاوم يزا يماريب ي ها يباكتر روزافزون وعيش
و  نيليس يم به متآرئوس مقاو لوكوكوسياستاف ليقب از

 كي ـ نيس ـيمقـاوم بـه وانكوما   سيانتروكوكوس فكـال 
 وشـود   محسوب مـي  يدر سلامت جهان يمشكل جد

 سبب را جديد ميكروبي ضد عوامل يافتن براي تلاش
 عنـوان  بـه   هـا  نيوس ـيباكتر از اسـتفاده . اسـت  دهيگرد

 ني ـا بـر  غلبـه  يبرا مرسوم ي ها بيوتيك آنتي نيگزيجا
  . )3( است دبخشينو مشكل
 ميكروبـي  ضـد  فعاليـت  بررسـي  پـژوهش  نيا در

 روي باكتريوسـين،  ي توليدكننـده  باسيلوس ي ها  زولهيا
 مثبـت  گرم يزا يماريب يها باكتري از محدودي طيف

 هـا  زولهيدر اين ميان اكثر ا. انجام پذيرفت يمنف گرم و
ــل ليســتريا مونوســيتوژنز و اســتافيلوكوكوس   در مقاب

و  S3  ،S10  ،M17، S4 ي زولـه يا 5آرئوس فعال بودند و 
M12 اســتافيلوكوكوس رشــد مهــار باعــث خــوبي بــه 

 فكـاليس  انتروكوكـوس  و سيلين متي به مقاوم آرئوس
ــاوم ــه مق ــه وانكومايســين ب ــاكتر از ك  مهــم هــاي يب
 از تعــدادي. شــدند هســتند، بيمارســتاني زاي بيمــاري

 .كردنـد  مهـار  را سرئوس باسيلوس رشد نيز ها زولهيا
Aunpad و Na-Bangchang  گــــــزارش دادنــــــد
ــوميل ــين يپ ــوس    4 س ــيلوس پوميل ــط باس ــه توس ك

WAPB4 عــلاوه بــر مهــار ليســتريا  ،شــود توليــد مــي
مونوسيتوژنز، اسـتافيلوكوكوس آرئـوس و باسـيلوس    
سرئوس، رشـد اسـتافيلوكوكوس آرئـوس مقـاوم بـه      

ــي ــه     مت ــاوم ب ــاليس مق ــوس فك ــيلين و انتروكوك س
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  . )3( كند وانكومايسين را نيز مهار مي
 ايـن  در شـده  بررسـي  هـاي  زولـه يا از كـدام  هيچ
 و يكل ايشياشر منفي گرم هاي باكتري روي بر تحقيق،

 نشـان  خـود  از مهـاري  اثـر ، نوزايآئروژ سودوموناسپ
 اكثـر  توسـط  آمـده   دسـت  به نتايج با نتايج اين. ندادند

 يكروبــيم ضــد تيــفعال عــدم كــه پژوهشــگران
 يمنف ـ گـرم  ي هـا  يبـاكتر  برابـر  در را  هـا  نيوسيباكتر

بـه  . )2-3، 13-14(بـود   خـوان  هم اند، نموده گزارش
هـاي گـرم    خـارجي در بـاكتري   ي دليل وجود ديـواره 

منفي كه مانعي براي رسيدن باكتريوسـين بـه جايگـاه    
هـاي گـرم    فعال خود و اعمال اثر مهـاري بـر بـاكتري   

در مقابـل ايـن گـروه از     ها باكتريوسين باشد، مي منفي 
، بـر خـلاف ايـن نتـايج    . ها غير فعـال هسـتند   باكتري
 يبرخ ـ يدر رابطه با اثـر مهـار   يمعدود ي ها گزارش
از . وجود دارد يگرم منف ي ها يبر باكتر  ها نيوسيباكتر

شـده    كه باكتريوسين توليـد است جمله گزارش شده 
رشد  NRRLB30509ميكسا  باسيلوس پلي توسط پاني

و باكتريوسين  )15( كند كمپيلوباكتر ژژوني را مهار مي
 JB05-1-1ميكسـا   يلوس پلـي باس ـ توليدي توسط پاني
 سـودوموناس فلورسـنس  پو  RR1 رشد اشريشيا كلي

R73 16( كند را مهار مي(.  
 توسـط  شـده  توليـد  ميكروبـي  ضـد  مـواد  پايداري

 شـرايط  تحـت ، پـژوهش  ني ـا در شده جدا هاي زولهيا
  .گرفت قرار بررسي مورد مختلف
 شـده   توليـد  باكتريوسـين  حساسـيت  منظور بدين
 K پروتئينـاز  و پپسـين  تريپسـين،  هاي آنزيم به نسبت

هـا باعـث    نتايج نشان داد كه اين آنزيم. بررسي گرديد
هـا   ميكروبـي باكتريوسـين   ن فعاليـت ضـد  از بين رفت

 ييدي بـر پروتئينـي بـودن تركيـب ضـد     أگرديد كه ت
، 4سين  فعاليت پوميلي. باشد مي ميكروبي توليد شده 

Bac14B لوسيتوسط باس ـ بيكه به ترت نيسيو توچ 
ــوس،يپوم ــيلوس   لـ ــابتيليس و باسـ ــيلوس سـ باسـ

ــي  ــد م ــيله  تورنجنســيس تولي ــه وس ــز ب  ي شــوند ني
 رود از دست ميبه طور كامل ئوليتيك هاي پروت آنزيم

)14 -13 ،3(.   
روي فعاليت باكتريوسين نيـز    حرارت ي درجه اثر

مورد ارزيـابي قـرار گرفـت كـه نتـايج نشـان داد كـه        
. باشـند  مـي  حرارت بالا مقاوم  ي به اثر درجه ها زولهيا

ــيت م  ــي خصوص ــداري حرارت ــي پاي ــن   هم ــراي اي ب
ــين ــا باكتريوس ــتا ه ــس ــه را ؛ چ ــن  ك ــتفاده از اي اس
در محافظت طيف وسيعي از داروهـا  را ها  باكتريوسين

سـازي   ينـد آمـاده  اكه نيازمند حرارت بـالا در طـي فر  
شـده   دي ـتول باسـيلين  پـاني . سازد مي ممكن  ،باشند مي 

نيـز   4سـين   و پوميلي كسايم يپل لوسيباس يتوسط پان
. كننـد  ا پس از اتوكلاو كردن حفظ مـي فعاليت خود ر

گـراد   سانتي ي درجه 90دماي  JB05-1-1باكتريوسين 
 .)2-3، 16( نمايد دقيقه تحمل مي 30را 

روي  2-10از  pHبررســـي تغييـــرات  ي نتيجـــه
ــي باكتريوســين نشــان داد كــه   فعاليــت ضــد ميكروب

حساس نيست  pHشده به تغييرات   دباكتريوسين تولي
 مختلـف قـادر بـه حفـظ فعاليـت ضـد       هايpHو در 

و  4سـين   باسيلين، پوميلي پاني. باشد مي ميكروبي خود 
Bac14B،  در طيــفpH  ــين فعاليــت خــود را  2-9ب
  . )2-3، 13( نمايند حفظ مي
 ي كننـده  تي ـتثب لوسيس ـبا ي هـا  زولهيمجموع ا در

دو  ضد يكروبيضد م تياز فعال يعيوس فيط تروژنين
استافيلوكوكوس  يمارستانيب يزا يماريمهم ب ي هيسو

سيلين و انتروكوكـوس فكـاليس    آرئوس مقاوم به متي
. مقــاوم بــه وانكومايســين از خــود نشــان دادنــد     

از  يكروبيم ضد باتيترك نيا ييايميوشيب اتيخصوص
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و همكاران انيزاغ دهيسع نيتروژنيباسيلوس تثبيت كنندهباكتريوسين اثر ضد ميكروبي 

. قابل توجـه اسـت   اريبس pHو  يرارتح يداريپا ليقب
هـا ممكـن اسـت در     نيوس ـيباكتر ني ـا ي بالقوه ييتوانا

 نيگزيجا يكروبيم ضد باتيرا به عنوان ترك  ها آن ندهيآ
 آرئوس استافيلوكوكوساز  يناش ي ها در كنترل عفونت

 بـه  مقـاوم  فكـاليس  انتروكوكوس و سيلين متي به مقاوم
  .دهد رقرا استفاده مورد وانكومايسين

  تشكر و قدرداني
ــا ــژوهش ني ــا پ ــحما ب ــروه تي ــ  ســتيز گ  يشناس

. ديــگرد انجــام اصــفهان دانشــگاه علــوم ي دانشــكده
ــد ــ نيب ــا نيولســؤم از لهيوس  و تشــكر دانشــكده ني

 .ميينما مي يقدردان
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Abstract 
Background: Recently re-emerging infections occur due to antibiotic-resistant bacteria. The use of 
bacteriocins as a substitute for currently used antibiotics is promising. The isolated nitrogen-fixing 
Bacillus bacteria might be a potential candidate strain as an alternative source of peptide antibiotics in 
the future.  

Methods: A total of 15 nitrogen-fixing Bacillus strains with antibacterial activity were isolated from 
soil samples. Bacteriocin-producing strains against the indicator strains were co-cultured and isolated. 
The antibacterial activity of bacteriocin was detected by spot-on-the lawn method with different 
bacteria. Effects of proteolytic enzymes, pH, and heat treatment on bacteriocin activity were also 
determined. 

Findings: All isolated spore forming Bacillus strains had an inhibitory effect on Listeria 
monocytogenes and Staphylococcus aureus. Some of them had an inhibitory effect on methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant Enterococcus (VRE). None of 
them had an inhibitory effect on Gram-negative bacteria. The antimicrobial compounds produced by 
these novel strains were inactivated by the proteolytic enzymes which demonstrated their 
proteinaceous nature. These bacteriocins were also active in a wide range of pH and temperature. 

Conclusion: In the present study, new bacteriocin-producing nitrogen-fixing Bacillus strains with 
anti-MRSA and anti-VRE activity were isolated from the environment and their biochemical 
properties were determined. 

Keywords: Nitrogen-fixing Bacillus strains, Bacteriocin, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, 
Vancomycin-resistant Enterococcus faecalis 
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