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Abstract �

Faezeh Ebadi 

1, Fatemeh Noorbakhsh2*, Akram Sadat Tabatabaee Bafroee3 
 

1Department of Biology, ET.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran
2Department of Microbiology, VP.C., Islamic Azad university,Varamin-Pishva, Iran 

https://doi.org/10.71631/zisti.2024.1218560

Introduction: Klebsiella pneumoniae is a significant bacterial pathogen, nota-
ble for its antibiotic resistance and ability to form biofilms. This study aimed to in-
vestigate the effect of Lactobacillus plantarum supernatant and colistin on Kleb-
siella pneumoniae, focusing on antimicrobial activity and biofilm inhibition.

Materials and Methods: In this study, 100 clinical samples were collected from patients, and 
20 isolates of Klebsiella pneumoniae were identified using biochemical tests. Antibiotic sus-
ceptibility was determined by the antibiogram method. The Minimum Inhibitory Concentra-
tion (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for colistin and Lactobacillus 
plantarum supernatant were evaluated. The Fractional Inhibitory Concentration (FIC) in-
dex, anti-biofilm activity, biofilm dispersion, cell surface hydrophobicity, and exopolysac-
charide production under treatment with colistin and the supernatant were also assessed.

Results: Colistin demonstrated higher antimicrobial activity compared to Lactobacillus plan-
tarum supernatant. The FIC index ranged from 0.517 to 0.827, indicating an additive effect. 
Biofilm formation was significantly reduced with colistin treatment compared to supernatant 
treatment (p < 0.05). Biofilm dispersion increased with the combined treatment compared to 
individual treatments. Cell surface hydrophobicity decreased from 62% (control) to 34% with 
the combined treatment. Exopolysaccharide production decreased from 473 mg (control) to 
231 mg per 100 ml with the combined treatment.

Conclusion:The combination of Lactobacillus plantarum supernatant and colistin demonstrated 
enhanced antimicrobial efficacy and control of biofilm formation against Klebsiella pneumoniae. 
This synergistic approach could potentially lead to a reduction in antibiotic dosage and improved 
treatment outcomes for Klebsiella pneumoniae infections.
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مقدمـــه:  کلبســـیلا پنومونیه یک باکتری بیماریزا اســـت که به دلیـــل مقاومـــت آنتی بیوتیکی و توانایی تشـــکیل بیوفیلم 

اهمیت بســـیاری دارد. این مطالعه با هدف بررســـی اثر ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیســـتین بر کلبســـیلا 

پنومونیـــه، با تمرکز ـــبر فعالیت ضد میکروـــبی و مهار بیوفیلم انجام ـــشد

مـــواد و  روش: ایـــن مطالعـــه روی 100 نمونه بالینی از بیماران انجام شـــد و با اســـتفاده از آزمایش‌های بیوشـــیمیایی 20 

جدایه کلبســـیلا پنومونیه جدا شـــد. حساســـیت آنتی بیوتیکی با روش آنتی بیوگرام تعیین شـــد. حداقل غلظت مهارکننده و 

حداقل غلظت کشـــنده  برای کولیســـتین و سوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم ارزیابی شدند. شـــاخص غلظت مهارکننده 

کسری، فعالیـــت ضد بیوفیلم، پراکندگی بیوفیلم، آبگریزی ســـطح ســـلول  و تولید پلی ســـاکارید خارج ســـلولی  تحت تیمار 

با کولیستین و ـــسوپرناتانت ارزیابی شدند

یافته ها: کولیســـتین فعالیت ضد میکروبی بالاتری در مقایســـه با ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم نشان داد. شاخص 

مهـــاری از 0/517 تا 0/827 متغیر بود که نشـــان دهنده اثرات افزایشـــی اســـت. تشـــکیل بیوفیلم با تیمار کولیســـتین در 

مقایســـه با تیمار ســـوپرناتانت به طـــور معنی دار کاهـــش نشـــان داد )p > 0/05(. پراکندگی بیوفیلم با تـــیمار ترکیبی در 

مقایســـه بـــا تیمار‌های تکی افزایش یافت. آبگریزی ســـطح ســـلول از 62% )کنترل( بـــه 34% با تیمار ترکیبـــی کاهش یافت. 

تولیـــد پلی ســـاکارید خارج ســـلولی از 473 میلی گرم )کنترل( بـــه 231 میلی گـــرم در 100 میلی‌لیتر با تـــیمار ترکیبی کاهش 

فت یا

نتیجه گیری: ترکیب ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیســـتین افزایش اثربخشـــی ضد میکروبی و کنترل تشکیل 

بیوفیلـــم در برابر کلبســـیلا پنومونیه را نشـــان داد. ایـــن رویکرد هم‌افزایـــی می تواند به طور بالقوه منجـــر به کاهش دوز 

آنتی بیوتیـــک و بهبود نتایج درمان برای عفونت‌های کلبســـیلا پنومونیه ـــشود
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کلبســـیلا پنومونیه یک باکتری گرم منفی کپســـول دار اســـت 

که در ســـطوح مخاطی پســـتانداران وجـــود دارد. این باکتری 

معمـــولاًً اوروفارنکس و دســـتگاه گـــوارش را کلونیزه می کند 

و می توانـــد بـــه راحتی وارد گـــردش خون و ســـایر بافت ها 

شـــده و باعث عفونت هایـــی مانند باکتریمی، سپتی ســـمی، 

عفونت محـــل جراحی، عفونـــت دســـتگاه ادراری، پنومونی 

اکتســـابی بیمارســـتانی و پنومونی مرتبط با دســـتگاه تنفس 

مصنوعـــی شـــود. یکـــی از ویژگی هـــای مهم ایـــن باکتری، 

توانایـــی آن در تشـــکیل بیوفیلم اســـت. بیوفیلم ها جوامعی 

از باکتری هـــا هســـتند که در یـــک ماتریکس خارج ســـلولی 

و    DNA اگزوپلی ســـاکاریدها،  پروتئین هـــا،  از  متشـــکل 

)1و2( دارند  قـــرار  لیپوپپتیدها 

آبگریزی ســـطح ســـلول )CSH( یـــک پـــارامتر بیوفیزیکی 

مهـــم اســـت کـــه بـــر تعامـــل سلول-ســـلول و برهمکنش 

ســـطح ســـلول با محیط تأثیـــر می‌گذارد. آبگریزی ســـطحی 

بـــه میکروارگانیســـم ها اجـــازه می دهـــد تـــا بـــه قطرات 

هیدروکربن روی ســـطح ســـلول ها بچســـبند و از آب به فاز 

آلـــی هیدروکربنی حرکت کننـــد. توانایی اتصال به ســـطوح 

برای شروع کلونیزاســـیون باکتریایی بســـیار مهم اســـت )3(.

اگزوپلی ســـاکارید )EPS( یـــک جـــزء کلیـــدی از ماتریکس 

بیوفیلـــم در بســـیاری از باکتری های تشـــکیل دهنده بیوفیلم 

اســـت و عملکرد اصلی آن نگهداری جامعه باکتریایی، تثبیت 

ســـلول های باکتری روی ســـطوح جامد و حفظ هیدراتاسیون 

مناســـب و در دسترس بـــودن مواد مغذی اســـت. کلبســـیلا 

پنومونیـــه می توانـــد یـــک لایه ضخیـــم از بیوفیلـــم خارج 

ســـلولی تولید کند کـــه از اتصال بـــاکتری به ســـطوح زنده 

یـــا غیرزنده پشـــتیبانی می کنـــد و از نفـــوذ آنتی بیوتیک ها 

محافظت کـــرده و اثرات آنهـــا را کاهـــش می دهد)4(

 )CST( آنتی بیوتیک هـــای پلی میکســـین ماننـــد کولیســـتین

یکـــی از معـــدود عوامـــل ضدمیکروبی هســـتند کـــه علیه 

 )MDR( باکتری هـــای گـــرم منفی مقـــاوم بـــه چنـــد دارو

فعالیـــت دارنـــد و آخرین خـــط درمان عفونت های ناشـــی 

از ایـــن باکتری هـــا محســـوب می شـــوند. پلی میکســـین ها 

پپتیدهای ضدمیکروبی کاتیونی هســـتند که بخش فســـفات 

لیپوپلی ســـاکارید باکتریایی )LPS( را هدف قـــرار می دهند، 

بار منفی غشـــای خارجـــی را مختل می کننـــد و باعث مرگ 

می شـــوند)5و6(. سلولی 

درمـــان عفونت هـــای جـــدی با بـــاکتری کلبســـیلا پنومونیه 

بـــه دلیل مقاومـــت همزمان بـــه آنتی بیوتیک هـــای متعدد، 

بســـیار دشـــوار اســـت بنابراین، نیاز فوری به استراتژی های 

درمانـــی جدید بـــرای این گروه هـــای حیاتـــی از باکتری های 

بـــیماری زا وجـــود دارد. کـــودکان در برابر عوارض ناشـــی از 

آنتی بیوتیک ها مانند کولیســـتین آســـیب پذیرتر هســـتند. در 

کارآزمایی برای یـــافتن گزینه های درمانی غیـــر آنتی بیوتیکی، 

امـــروزه درمان با پروبیوتیـــک در حال افزایش اســـت )4(

لاکتوباســـیل ها یکـــی از مهمترین پروبیوتیک ها هســـتند که 

بـــه طور کلی بـــه عنـــوان یک عامـــل درمانـــی بیولوژیکی 

ایمن  )GRAS( شـــناخته می شـــوند و همچنین برای تقویت 

استفاده می شـــوند. مکانیسم های  میزبان  ایمنی  پاســـخ های 

مختلفی وجـــود دارد کـــه لاکتوباســـیل ها می توانند فعالیت 

ضدمیکروبـــی خـــود را اعمال کنند، از جملـــه تولید ترکیبات 

بازدارنـــده، تحریک سیســـتم ایمنـــی، رقابت بـــا باکتری های 

بـــیماری زا بـــرای اتصـــال گیرنـــده و رقابت بـــر روی مواد 

مغذی. ترکیبات بازدارنده تولید شـــده توســـط لاکتوباسیل ها 

شـــامل اســـیدهای آلی مانند اســـید لاکتیک، اســـید استیک 

و اســـید فرمیک یا باکتریوســـین ها هســـتند. لاکتوباســـیل ها 

از طریـــق ایـــن مکانیســـم های ضدمیکروبـــی، فعالیت های 

آنتاگونیســـتی را علیـــه باکتری هـــای بـــیماری زای مختلف از 

جمله انتروباکتریاســـه های مقاوم به کارباپنم نشـــان داده اند 

)7و8(

و  پروبیوتیـــک  بـــاکتری  ســـوپرناتانت  ترکیبـــی  درمـــان 

آنتی بیوتیـــک، به دلیل خـــواص ضدباکتریایـــی و ضدالتهابی 

افزایـــش مقاومـــت در برابـــر  از  بـــرای جلوگیـــری  آنهـــا 

آنتی بیوتیک هـــا و نیـــز بـــه عنـــوان یک راه حـــل جایگزین 

آنتی بیوتیک هـــای شـــیمیایی  از  اســـتفاده  کاهـــش  بـــرای 

بســـیار مهم اســـت)5(. با ترکیب کلیســـتین با ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس، مـــی توان بـــه کاهش مصرف کلیســـتین و 

همچنین پیشـــگیری از ایجـــاد مقاومت در برابـــر آن کمک 

کرد. آبگریزی ســـطحی، اگزوپلی ســـاکارید خارج ســـلولی و 

تشـــکیل بیوفیلـــم از عوامل مهـــم در بیماری زایی کلبســـیلا 

پنومونیـــه هســـتند. در ایـــن پژوهـــش، تأثیر ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم و آنتی بیوتیـــک کولیســـتین بـــر 

آبگریزی ســـطحی، اگزوپلی ساکارید خارج ســـلولی و تشکیل 

ــقرار گرفت بیوفیلـــم در کلبســـیلا پنومونیـــه مورد مطالعه ـ

مقدمه
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 IR.IAU.ET.REC.1403.050 کـــد اخلاق بـــا  این مطالعـــه 

انجام شـــده اســـت. در این مطالعه تعـــداد 100 نمونه بالینی 

مشـــکوک به عفونت کلبســـیلا پنومونیه جدا شـــده از ادرار 

و خـــون بـــیماران مراجعه کننده به بیمارســـتان های شـــهر 

تهـــران )مـــیلاد، شریعتی و امـــام خمینی(  از تاریـــخ مهر تا 

اســـفند 1402جداســـازی شـــد. نمونه ها روی محیط EMB و 

مک کانکی کشـــت داده شـــد، سپس کشـــت ها به مدت 24 

ســـاعت در انکوباتور 37 درجه ســـانتی گراد نگهداری شدند 

و از کشـــت های تازه جهت تســـت های افتراقـــی مانند رنگ 

آمیزی گرم، کشـــت  در محیط های SIM، TSI، MRVP، اوره 

آز و ســـیمون ســـیترات برای تأییـــد کلبســـیلا پنومونیه انجام 

شـــد.  بعد از انجام تســـت هـــای افتراقی تعداد 20 ســـویه 

شد جدا 

تهیه ی سوپرناتانت لاکتوباسیلوس پلانتاروم
سویه لاکتوباســـیل از ســـازمان پژوهش های علمی و صنعتی 

)ATCC 14917( تهیـــه شـــد. بـــرای تهیه ی محلـــول رویی 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم، باکتری ها به محیط کشـــت مایع 

de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS( تلقیح شده و سپس 

بـــه مدت 24 ســـاعت در دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد و در 

شرایط بی هوازی انکوبه شـــدند. پس از انکوباســـیون، کشت 

باکتریایـــی به مـــدت 15 دقیقه در دمای 4 درجه ســـانتی گراد 

و بـــا سرعـــت g × 10000 ســـانتریفیوژ شـــد تا ســـلول های 

باکتریایی ته نشـــین شـــوند. ســـپس محلول رویـــی با دقت 

جمـــع آوری شـــد و اطمینـــان حاصل شـــد که هیچ ســـلول 

باکتریایی به آن منتقل نشـــده باشـــد. در ادامه، محلول رویی 

با اســـتفاده از فیلتر غشـــایی 0/22 میکرومتری استریل شـــد 

تـــا هرگونه بـــاکتری باقی مانده حذف شـــود. محلـــول رویی 

بدون ســـلول )CFS( حاصل در دمای -20 درجه ســـانتی گراد 

تـــا زمان اســـتفاده نگهداری شـــد. قبل از انجـــام آزمایش ها، 

pH محلـــول رویـــی به حالـــت خنثی )pH=7( تنظیم شـــد 

تـــا تاثیر اســـیدیته حذف شـــود و اطمینان حاصل شـــود که 

هرگونه اثر مشـــاهده شـــده بـــر روی کلبســـیلا پنومونیه به 

اـــست میکروبی  متابولیت های ضد  دلـــیل 

)MIC( تعیین حداقل غلظت بازدارندگی
بـــرای تعیین MIC از روش سریال دایلوشـــن به صورت ســـه 

تکرار در محیط کشـــت مولرهینتون براث )MHB( اســـتفاده 

شـــد. بدین صورت کـــه ابتدا بـــه تمامی چاهک هـــای مورد 

مطالعه 100 میکرولیتر از محیط MHB افزوده شـــد. ســـپس 

بـــه چاهک های ردیـــف اول 100 میکرولیتر از ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم  بـــا غلظـــت 150 میکروگـــرم بر 

میلی لـــیتر اضافه شـــد و بـــه روش سریـــال دایلویشـــن تا 

آخریـــن چاهک مـــورد مطالعه رقیق ســـازی انجـــام گردید. 

در انتهـــا100 میکرولـــیتر از سوسپانســـیون باکتری کلبســـیلا 

پنومونیـــه با غلظـــت 106 )1/100 کدورت نیم مـــک فارلند( 

به تمامـــی چاهک های مـــورد مطالعـــه افزوده شـــد. برای 

هـــر پلیت یـــک چاهک کـــنترل مثبـــت )محیط کشـــت و 

سوسپانســـیون باکتری( و یـــک چاهک کـــنترل منفی )محیط 

کشـــت( اســـتفاده شـــد. پلیت ها در دمای 37 درجه سانتی 

گراد به مـــدت 24 ســـاعت در گرمخانه تیمار شـــدند.تمامی 

این مراحل بـــرای آنتی بیوتیک کولیســـتین )بـــا غلظت 7/5 

میکروگـــرم در میلی لـــیتر( نیز انجام شـــد. نهایتـــاًً، کدورت 

تمام چاهک ها با اســـتفاده از دســـتگاه الیـــزا در طول موج 

ـــشدند. خوانش  نانومتر   620

بررســـی تشـــکیل بیوفیلم در ســـویه هـــای جمع 
آوری شـــده بـــه روش میکروتـــیتر پلیت

ابتـــدا محیـــط کشـــت Trypic Soy Broth(TSB( حاوی %2 

گلوکـــز تهیـــه و استریـــل گردید. بـــرای تهیه سوسپانســـیون 

باکتری، ســـویه هـــای مورد مطالعـــه در مقـــداری از محیط 

TSB حـــاوی 2% گلوکز به کـــدورت نیم مک فارلند رســـانده 

شـــد. در انتهـــا در یـــک پلیـــت 96 خانـــه به هـــر چاهک 

سوسپانســـیون باکتری یاد شـــده اضافه شـــد. 3چاهک کنترل 

منفی که در آن باکتری اضافه نشـــده بود )عدم رشـــد باکتری 

در نتیجـــه عدم تشـــکیل بیوفیلم( و 3 چاهـــک کنترل مثبت 

که حـــاوی باکتری بود )رشـــد بـــاکتری و تشـــکیل بیوفیلم( 

در پلیـــت اســـتفاده شـــد. جهت بررســـی اثر ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس بر تشـــکیل بیوفیلم کلبســـیلا پنومونیه، بعد 

از تهیه سوسپانســـیون نیم مـــک فارلند از ســـویه های مورد 

مطالعـــه در محیط کشـــت TSB حاوی 2% گلوکـــز در هنگام 

اضافه کردن سوسپانســـیون بـــاکتری به چاهـــک ها، غلظت 

MIC ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم نیز به چاهک 

ها اضافه شـــد. ســـپس پلیت هـــا 24 ســـاعت در دمای 37 

انکوبـــه گردید)10( درجه ســـانتی گراد 

روش رنگ آمیزی برای مطالعه بیوفیلم
ابتدا محیط کشـــت هـــا از داخـــل چاهک هـــا دور ریخته 

شـــد. چاهک ها 1 الـــی 2 بار بـــا بافر PBS شستشـــو داده 

شد

دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره1 
عبادی و همکارانبررسي اثر لاكتوباسيلوس...

مواد و روش ها



65

h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

 

دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره1 
عبادی و همکاران بررسي اثر لاكتوباسيلوس...

نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

بعـــد از شستشـــوی مرحله قبل و خالی کـــردن چاهک ها به 

چاهک هـــا متانول مطلق افـــزوده و در دمای اتـــاق انکوبه 

گردید ســـپس متانول دور ریخته شـــد و پلیت ثابت گذاشته 

شـــد تا الکل از آن حذف شـــود. بـــه چاهک ها کریســـتال 

ویولـــه 1% اضافـــه گردید و در دمـــای اتاق انکوبه شـــد. با 

آب مقطـــر چاهک ها شستشـــو داده شـــد تا رنـــگ اضافی 

حـــذف گـــردد. در انتهـــا چاهک هـــا خالی گردیـــد. به هر 

یک از چاهک ها اســـتیک اســـید گلاســـیال 33% افزوده شد 

و بعداز گذشـــت 20 دقیقه پلیت با دســـتگاه الایـــزا ریدر با 

طول مـــوج 570 نانومتر خوانده شـــد.برای بررســـی نتایج از 

روش ODc)c غ( Optical density cut-off اســـتفاده گردید. به 

منظور بررســـی طبق فرمول زیر محاســـبه انجام گرفت)10(

ODc = چاهک های کنترل منفی  OD میانگین +

)انحراف معیار چاهک های کنترل منفی × 3 (

بعداز محاســـبه ی ODc یـــا کات اف، OD چاهک های مورد 

مطالعه به صورت زیر دســـته بنـــدی گردید)9(

متوســـط  بیوفیلـــم   ،OD>4×Odc قـــوی  بیوفیلـــم 

ضعیـــف   بیوفیلـــم   ،ODc<OD≤4×Odc×2

OD≤Odc منفـــی  ODc<OD≤2×ODcوبیوفیلـــم 

ارزیابی پراکندگی بیوفیلم
پـــس از تشـــکیل بیوفیلـــم کلبســـیلا پنومونیه، ســـلول های 

پلانکتونـــی با شستشـــوی ملایم چاهک ها ســـه بـــار با 200 

میکرولیتر محلول نمکی فســـفات )PBS( حذف شـــدند. برای 

ارزیابـــی پراکندگی بیوفیلـــم، 100 میکرولیتر از ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتاروم، کولیســـتین یا ترکیبـــی از هر دو به 

چاهک ها اضافه شـــد، که شـــامل کنترل های مناســـب مانند 

کـــنترل مثبـــت )بیوفیلم بدون تـــیمار با ماده(، کـــنترل منفی 

)محیـــط کشـــت استریل بـــدون باکتری(،کنترل ســـوپرناتانت 

)فقـــط ســـوپرناتانت و محیط کشـــت(، کنترل کولیســـتین 

)فقـــط کولیســـتین و محیـــط کشـــت(. پلیـــت بـــه مدت 

24 ســـاعت دیگر در دمـــای 37 درجـــه ســـانتیگراد انکوبه 

شـــد تا پراکندگـــی بیوفیلم رخ دهـــد. پس از انکوباســـیون، 

محلول هـــای تـــیمار حـــذف شـــدند و چاهک ها ســـه بار با 

PBS شســـته شـــدند. بیوفیلم باقـــی مانده با افـــزودن 200 

میکرولـــیتر محلول کریســـتال ویولـــه 0/1٪ بـــه هر چاهک 

رنگ آمیزی شـــد و به مدت 15 دقیقه در دمـــای اتاق انکوبه 

شـــد. ســـپس چاهک ها ســـه بار با PBS شســـته شـــدند تا 

رنگ اضافی حذف شـــود و کریســـتال ویوله متصل شـــده با 

افزودن 200 میکرولیتر اتانول 95٪ یا اســـید اســـتیک 30٪ به 

هر چاهک حل شـــد. جـــذب در 570 نانومتر با اســـتفاده از 

دســـتگاه خوانش میکروپلیـــت برای تعیین مقـــدار پراکندگی 

بیوفیلـــم اندازه گیـــری شـــد. درصـــد پراکندگـــی بیوفیلم با 

مقایســـه جـــذب چاهک هـــای تیمار شـــده بـــا چاهک های 

کـــنترل تعیین شـــد. همـــه آزمایش هـــا به صورت ســـه تایی 

انجام شـــدند تا تکرارپذیری تضمین شـــود. فرمول محاســـبه 

ــصد پراکندگی بیوفیـــلم به صورت زیر اـــست درـ

  )AC - AT) / AC] × 100 [= پراکندگی بیوفیلم%

کـــه در آن، AC: جذب کنترل )بیوفیلم بـــدون تیمار( در 570 

نانـــومتر و AT: جذب چاهک تیمار شـــده )بـــا مایع رویی، 

کولیســـتین، یا ترکیب هـــر دو( در 570 نانومتر)10(

FIC تعیین شاخص
کسری(  مهـــاری  )غلظـــت   FIC شـــاخص  تعییـــن  بـــرای 

سوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیســـتین در برابر 

کلبســـیلا پنومونیـــه، از روش رقیق ســـازی میکروپلیـــت به 

صورت شـــطرنجی اســـتفاده  شـــد. ابتـــدا، ســـوپرناتانت با 

کشـــت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم، ســـانتریفیوژ و فیلتر کردن 

تهیه  شـــد. همچنیـــن محلول اســـتوک کولیســـتین نیز تهیه 

 شـــد. ســـپس، رقت های سریالـــی دو برابری از کولیســـتین و 

ســـوپرناتانت در یک پلیت 96 خانه ای تهیه شـــده و ســـپس 

سوسپانســـیون  کلبســـیلا پنومونیه به آن اضافه  شد. پس از 3 

 CO2، ٪5 روز انکوباســـیون در دمای 37 درجه ســـانتی گراد و

MIC  )حداقل غلظت مهاری( کولیســـتین وســـوپرناتانت به 

تنهایـــی و در ترکیـــب با یکدیگر، با بررســـی بصری کدورت و 

اندازه گیری OD600 تعیین  شـــد. در نهایت، شـــاخص FIC با 

اســـتفاده از فرمول زیر محاســـبه  شـــد )11( 

FIC = )ترکیب کولیســـتین با ســـوپرناتانت MIC / کولیستین 

 MIC ترکیب کولیســـتین با ســـوپرناتانت( + )MIC به تنهایی

)MICســـوپرناتانت به تنهایی  /

بر اســـاس نتیجـــه، تعامل به صـــورت هم افزایی، افزایشـــی، 

بی تفاوت یا آنتاگونیـــستی صورت زیر تفـــسیرمی ـــشود

 ،)Additive( افزایشی Synergistic)   0.5 < FIC ≤ 1 هم افزایی FIC ≤ 0.5

 FIC > 4 ه ،    )Indifferent(تفـــاوت بـــی    FIC 1 < FIC ≤ C   4

............................................)Antagonistic( آنتاگونیســـتی
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)CSH(  ارزیابی آب گریزی سطح سلول 
بـــرای ارزیابـــی آب گریزی ســـطح ســـلول )CSH(، از روش 

چســـبندگی میکروبـــی بـــه حلال )MATS( با اســـتفاده از 

هگـــزادکان به عنوان حلال اســـتفاده شـــد. باکتری کلبســـیلا 

 )TSB( پنومونیـــه در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی بـــراث

حـــاوی غلظـــت‌ زیرمهـــاری ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس 

پلانتاروم یا کولیســـتین به مدت 24 ســـاعت کشت داده شد. 

پـــس از انکوباســـیون، ســـلول های باکتریایی با ســـانتریفیوژ 

در 7000 دور در دقیقـــه بـــه مـــدت 5 دقیقه جمـــع آوری و 

یک بـــار با محلـــول نمکی فســـفات )PBS( شستشـــو داده 

شـــدند تـــا محیط کشـــت باقی مانده حذف شـــود. ســـپس 

یک سوسپانســـیون باکتریایـــی در PBS تهیه شـــد و چگالی 

نـــوری )OD( در 600 نانـــومتر به 0/3 )OD1( تنظیم شـــد. 

به 0/8 میلی لیتر هگـــزادکان به 5/2 میلی لیتر سوسپانســـیون 

باکتریایی اضافه شـــد و مخلوط ورتکس شـــد تا امولســـیون 

ایجاد شـــود. پس از یـــک دوره انکوباســـیون 20 دقیقه ای که 

اجازه جداســـازی فـــاز را می دهـــد، OD  فاز آبـــی در 600 

نانـــومتر )OD2( اندازه گیری شـــد. یک گروه کنترل متشـــکل 

از کلبســـیلا پنومونیه کشـــت داده شده بدون ســـوپرناتانت 

یا کولیســـتین برای مقایســـه اســـتفاده شد. ســـپس CSH به 

صورت درصد با اســـتفاده از فرمول زیر محاســـبه شـــد)12(

CSH٪ = 1 – (OD2/OD1) × 100

ارزیابـــی محتـــوای پلی ســـاکارید خارج ســـلولی 
 )EPS (

بـــرای ایـــن آزمایش  ابتـــدا، کلبســـیلا پنومونیـــه  در محیط 

کشـــت لوریا-برتانی کشت داده شـــد و به مدت یک شب در 

  rpmدمـــای ۳۷ درجه ســـانتی گراد با تـــکان دادن )با سرعت

۱۵۰( انکوبه شـــد. ســـپس، کشـــت باکتری به چند قســـمت 

مســـاوی تقســـیم شـــد و هر قســـمت تحت تیمار متفاوتی 

قـــرار گرفت: کنترل منفـــی )بدون تیمار، فقط محیط کشـــت 

و باکتری(، تـــیمار با ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم 

، تـــیمار بـــا کولیســـتین و تـــیمار ترکیبـــی با ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیســـتین. کشـــت ها به مدت 

۲۴ ســـاعت در دمـــایC  ° 37 درجه  با تـــکان دادن انکوبه 

شـــدند. پس از انکوباســـیون، کشـــت ها با سرعت ۴۰۰۰ دور 

در دقیقه به مـــدت ۲۰ دقیقه در دمای ۴ درجه ســـانتی گراد 

ســـانتریفیوژ شـــدند تا ســـلول های باکتریایی رســـوب کنند و 

 ،EPS  جمع آوری شـــد. برای رســـوب EPS مایع رویی حاوی

به مایع رویی ســـه برابـــر حجم اتانول مطلـــق سرد )ترجیحاًً 

در دمـــای -۲۰ درجه ســـانتی گراد( اضافه شـــد و ســـپس به 

مدت ۲۴ ســـاعت در دمای ۴ درجه ســـانتی گراد انکوبه شـــد 

تـــا EPS بـــه طور کامل رســـوب کند. ســـپس EPS رســـوب 

کـــرده با ســـانتریفیوژ درrpm ۴۰۰۰ به مـــدت ۲۰ دقیقه در 

دمای C  ° 4 بازیابی شـــد. رســـوب حاصل به دقت خشـــک 

و ســـپس در حجـــم ۱ میلی لـــیتر آب مقطر حل شـــد. برای 

تعیین مقدار EPS، از روش فنل-ســـولفوریک اســـید استفاده 

شـــد. به طـــور خلاصـــه، ۲۰۰ میکرولیتر از نمونـــه EPS حل 

شـــده با ۲۰۰ میکرولیتر محلول فنل ۵% مخلوط شـــد. ســـپس 

۱ میلی لیتر اســـید ســـولفوریک غلیـــظ )۹۵-%۹۸( به آرامی و 

بـــا احتیاط بـــه مخلوط اضافه شـــد. لوله بـــه خوبی ورتکس 

شـــد و به مـــدت ۱۰ دقیقه در دمـــای اتاق انکوبه شـــد تا 

واکنـــش رنگی کامل شـــود. جـــذب نـــوری )OD( در طول 

موج ۴۹۰ نانومتر با اســـتفاده از اســـپکتروفتومتر اندازه گیری 

شـــد. غلظـــت EPS با مقایســـه جـــذب نمونه ها بـــا منحنی 

اســـتاندارد گلوکز محاســـبه شـــد. نتایج به صورت میکروگرم 

در میلی لـــیتر EPS بیان شـــدند )13(

آنالیز آماری

بـــرای تحلیل داده هـــا از روش های آماری مختلفی اســـتفاده 

شـــد. داده های به دســـت آمده از ســـنجش های مهار رشـــد، 

آزمایش هـــای آبگریزی ســـطحی، کمی ســـازی پلی ســـاکارید 

خـــارج ســـلولی )EPS( و ســـنجش های تشـــکیل بیوفیلـــم 

ابتدا بـــا اســـتفاده از آزمـــون Shapiro-Wilk از نظر نرمال 

بودن بررســـی شـــدند. ســـپس داده ها به صـــورت میانگین 

± انحـــراف معیـــار )SD( از حداقل ســـه آزمایش مســـتقل 

بیان شـــدند. بـــرای ارزیابی اهمیـــت آمـــاری تفاوت ها بین 

گروه هـــای تـــیمار شـــده و کـــنترل، از تحلیـــل واریانس یک 

 post-hoc Tukey و به دنبـــال آن آزمون  )ANOVA( طرفه

اســـتفاده شـــد. برای مقایســـه های دوتایی، در صورت لزوم 

از آزمون t مســـتقل اســـتفاده شـــد. مقدار p کمتر از 0/05 از 

نظر آمـــاری معنی دار در نظر گرفته شـــد. تـــام تحلیل های 

آماری با اســـتفاده از نرم افزارهای آماری SPSS )نســـخه 25( 

شد انجام 
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نتایج

از مجمـــوع 100 نمونـــه مـــورد بررســـی از نمونـــه هـــای 

بیمارســـتانی، 20 جدایه با اســـتفاده از تســـت های تشخیصی 

افتراقی کلبـــسیلا تـــشخیص داده ـــشدند

نتایج MIC ایزوله های کلبسیلا پنومونیه
آنالیزهـــای حداقل غلظـــت مهارکنندگـــی )MIC( و حداقل 

ســـوپرناتانت  و  کولیســـتین   )MBC( کشـــندگی  غلظـــت 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم در 20 جدایه کلبســـیلا پنومونیه، 

حساســـیت های متفاوتـــی را نســـبت به هـــر دو عامل ضد 

میکروبی نشـــان داد. کولیســـتین MICهایـــی را در محدوده  

µg/ml 0/937 تا 3/75 )میانگینµg/ml 1/45( و  MBCهایی 

را از µg/ml 0/937 تـــا 7/5 )میانگین  µg/ml 2/81( نشـــان 

داد. ســـوپرناتانت  لاکتوباســـیلوس پلانتاروم طیف وسیع تری 

MBC 81/09( و µg/ml ها )9/37 تـــا 150 ؛ میانگینMIC از

هـــا ) µg/ml 9/375 تـــا <150( را نشـــان داد نتایج کمی و 

آزمـــون آماری نشـــان می دهنـــد که کولیســـتین از حیث هر 

 )p > 0/05( به طور معنـــی داری MBC و MIC دو شـــاخص

مؤثرتر از ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم است )نمودار 

)1

نمودار1. مقادیر میانگین MIC  و MBC  کولیستین وسوپرناتانت لاکتوباسیلوس پلانتاروم برای ایزوله های کلبسیلا پنومونیه

)FIC( شاخص غلظت مهارکننده جزئی
از  آزمایـــش شـــده  ایزوله هـــای  بـــرای   FIC شـــاخص های

0/517 تـــا 0/827 بـــا میانگین شـــاخص FIC  0/659  متغیر 

بود. که نشـــان دهنـــده تعامل افزایشـــی بین ســـوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم و کلیســـتین اســـت. قابـــل ذکر 

اســـت که هیـــچ یـــک از ایزوله ها تعـــاملات بی تفـــاوت یا 

آنتاگونیســـتی را نشـــان ندادنـــد. این نتایج نشـــان می دهد 

که ترکیب ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم با کلیستین 

می توانـــد بـــه طور بالقـــوه اثربخشـــی آنتی بیوتیـــک را در 

برابـــر کلبســـیلا پنومونیه افزایـــش دهد، که به طـــور بالقوه 

امـــکان دوزهای کـــمتر کلیســـتین را فراهم می کنـــد و خطر 

می دهد. کاـــهش  را  مرتبط  ـــسمیت 

و  پلانتـــاروم  لاکتوباســـیلوس  ســـوپرناتانت  اثـــر 
کلیســـتین بر تشـــکیل بیوفیلم کلبســـیلا پنومونیه
در مطالعـــه حاضر تمامی ســـویه هـــای کلبســـیلا پنومونیه 

مورد بررســـی توانایی تشـــکیل بیوفیلم قوی را نشـــان دادند.

برای بررســـی مهار تشـــکیل بیوفیلم در ســـویه هـــای مورد 

مطالعه از غلظت های 1/2MIC ســـوپرناتانت لاکتوباسیلوس 

پلانتاروم و کلیســـتین اســـتفاده شد. میزان تشـــکیل بیوفیلم 

 1/2MICســـویه های مورد مطالعـــه پس از تیمار بـــا غلظت

ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم به صـــورت بیوفیلم 

قوی بـــا 45% ، بیوفیلم متوســـط بـــا 35%و  بیوفیلم ضعیف  

%20 فراوانی مشـــاهده شـــد کاهـــش بیوفیلم »قـــوی« در 

مقایســـه با کنترل در ســـطحp > 0/05 معنی دار بود.  پس از 

تیمار بـــا غلظت MIC 1/2 کلیســـتین  به صـــورت، بیوفیلم 

قـــوی بـــا 6% و بیوفیلم متوســـط 12% و بیوفیلم ضعیف %82 

فراوانی مشـــاهده شـــد این تغییـــرات در مقایســـه با گروه 

 1/2 MIC معنی دار بودنـــد. ترکیبp>0/05کنترل در ســـطح

کولیســـتین بـــا MIC 1/2 ســـوپرناتانت با فراوانـــی بیوفیلم 

قـــوی 28% ، بیوفیلم متوســـط 58%و  بیوفیلـــم ضعیف  %14 

مشاهده شـــد مقایســـه پس از آزمون )Tukey( نشان داد که 

ایـــن کاهـــش در برابر هر ســـه تیمار دیگر در ســـطح

p>0/05  معنی دار است.
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سنجش پراکندگی بیوفیلم
نتایـــج ســـنجش پراکندگی بیوفیلـــم، اثربخشـــی مایع رویی 

لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیســـتین را به صورت جداگانه 

و ترکیبی، بر تخریب بیوفیلم تشـــکیل شـــده توسط کلبسیلا 

پنومونیه نشـــان می دهـــد. نمونه کنترل چگالی نوری  نســـبتاًً 

بالایـــی در 570 نانومتر )0/15( نشـــان داد که نشـــان دهنده 

 1/2 MIC حضـــور قابـــل توجه بیوفیلم اســـت. تـــیمار بـــا

کولیســـتین اثر قـــوی پراکندگـــی بیوفیلم بـــا فراوانی %84/6 

نســـبت به گروه کنترل را نشـــان  داد. MIC 1/2 سوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتاروم نیز پراکندگی 38/6% را نشـــان داد. 

به طـــور قابل توجهـــی، ترکیب MIC 1/2 کولیســـتین و 1/2 

CFS  پراکندگـــی 56% را نشـــان می دهد و نشـــان دهنده اثر 

هم افزایـــی بین دو تیمار اســـت. کاهش جزئـــی در بیوفیلم 

توســـط تـــیمار ترکیبی نشـــان می‌دهـــد کـــه در حالی که 

کولیســـتین به تنهایی بسیار موثر اســـت، افزودن مایع رویی 

نشـــان می دهد کـــه در حالی که هم کولیســـتین و هم مایع 

رویـــی لاکتوباســـیلوس پلانتاروم به طور مســـتقل تشـــکیل 

بیوفیلـــم را مختـــل می کننـــد، ترکیب آنها ممکن اســـت یک 

استراتژی درمانـــی بالقوه برای افزایـــش پراکندگی بیوفیلم در 

کلبســـیلا پنومونیه ارائـــه دهد و احتمالاًً مقاومـــت باکتریایی 

مرتبط ـــبا عفونت های مرتبط ـــبا بیوفیـــلم را کاهش دهد.

آزمـــون چندمقایســـه ای Tukey نشـــان داد کـــه ترکیب در 

مقایســـه با هر ســـه گروه دیگـــر )و همچنین هـــر دو تیمار 

منفرد در مقایـــسه با ـــکنترل( تفاوت معـــنی دار دارد

.)p>0/01(

نمودار 3. سنجش پراکندگی بیوفیلم کلبسیلا پنومونیه پس از تیمار با سوپرناتانت لاکتوباسیلوس پلانتاروم  و کولیستین و ترکیب آنها 
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سنجش آب گریزی سطح سلول
نتایـــج ســـنجش آب گریزی ســـطح ســـلول تغییـــرات قابل 

توجهـــی را در خواص ســـطحی کلبســـیلا پنومونیـــه پس از 

تیمار با ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیستین، 

بـــه صـــورت جداگانـــه و ترکیبی، نشـــان می دهـــد. نمونه 

کنترل آبگریـــزی بالایی معادل 62% قوی، 33% متوســـط و %5 

ضعیف را نشـــان داد که نشـــان دهنده خاصیـــت آب گریزی 

قوی اســـت که معمـــولاًً با افزایـــش چســـبندگی باکتریایی و 

تشـــکیل بیوفیلم مرتبط اســـت. تیمار با  MIC 1/2کولیستین 

منجـــر به کاهش قابـــل توجه آب گریزی بـــه 24% قوی، %13 

متوســـط و 63% ضعیف شـــد که نشـــان می دهد کولیستین 

بـــه طور موثـــر آب گریـــزی کلبســـیلا پنومونیـــه را کاهش 

می دهـــد و به طور بالقـــوه توانایی آن را برای چســـبیدن به 

ســـطوح و تشـــکیل بیوفیلم را مختل می کند ایـــن تغییر در 

ســـطح p > 0/05 نســـبت به کنترل معنی دار بود. سوپرناتانت 

لاکتوباســـیلوس پلانتاروم در غلظـــت MIC  1/2 نیز آبگریزی 

ســـطح ســـلول را کاهش داد، که به صـــورت 51% قوی، %21 

متوســـط و 28% ضعیف مشـــاهده شد

 p > 0/05، ســـوپرناتانت تأثیـــر متوســـطی بـــر آب گریزی 
 1/2 MIC  ســـطحی کلبســـیلا پنومونیه دارد. تیمار ترکیـــب

کولیســـتین و  MIC 1/2 ســـوپرناتانت منجـــر بـــه ایجـــاد  

آبگریزی ســـطحی به صورت  34% قوی، 18% متوســـط و %48 

ضعیف شـــد که نشـــان دهنده کاهـــش بیـــشتر آبگریزی در 

مقایســـه با ســـوپرناتانت  به تنهایی اســـت، اما بـــه اندازه 

کولیســـتین به تنهایی مشـــخص نیســـت. اختلاف این مقادیر 

  p>0/01 در ســـطح Tukey با هر ســـه گروه دیگر در آزمون

)نمودار4( بـــود  معنی دار 

نمـودار4. ســنجش آب گریــزی ســطح ســلول کلبســیلا پنومونیــه پــس از تــیمار بــا ســوپرناتانت لاکتوباســیلوس پلانتــاروم  و کولیـسـتین و ترکـیـب آنـهـا

تولید پلی ساکارید خارج سلولی
تولید پلی ســـاکارید خارج ســـلولی )EPS( نشـــان داد که قرار 

گرفتن در معرض کلیســـتین و ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس 

پلانتاروم، به طـــور معنی داری محتوای EPS را در کلبســـیلا 

پنومونیـــه کاهـــش می دهد. گروه کـــنترل بیشتریـــن میزان 

تولیـــد EPS )32±473  میلی گـــرم در 100 میلی لیتر کشـــت( 

را نشـــان داد کـــه بیانگر ســـنتز قوی EPS در شرایط رشـــد 

اســـتاندارد اســـت. تیمار بـــا MIC 1/2 کلیســـتین منجر به 

کاهـــش  تولیـــد EPS )15±172 میلی گـــرم در 100 میلی لیتر( 

شـــد که نشـــان دهنده اثـــر مهـــاری آنتی بیوتیک بر ســـنتز 

 1/2 MIC اســـت. همچنیـــن، قرار گـــرفتن در معـــرض EPS

ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم منجـــر بـــه کاهش 

میلی لـــیتر(   100 در  میلی‌گـــرم    326±12(  EPS محتـــوای 

شـــد که نشـــان دهنده وجود عوامـــل مهارکننـــده EPS در 

ســـوپرناتانت اســـت. تیمار ترکیـــب MIC 1/2 کلیســـتین و 

  231±9( EPS 1/2  ســـوپرناتانت منجـــر به  کاهـــش MIC

میلی گـــرم در 100 میلی لیتر( در ســـطح تولید شـــد که کمتر 

از ســـوپرناتانت به تنهایـــی اما بیشتر از کلیســـتین به تنهایی 

بـــود. ایـــن مشـــاهده نشـــان دهنده یـــک اثـــر هم افزایی 

بالقـــوه، هرچند نه کاملاًً افزایشـــی، از دو تـــیمار در کاهش 

تولیـــد EPS در کلبســـیلا پنومونیه اســـت. تحلیـــل واریانس 

یک طرفـــه کـــه روی مقادیر EPS چهـــار گروه انجام شـــد، 

اخـــتلاف میانگین ها را به طور بســـیار معنـــی داری تأیید کرد 

)p > 0/001(. )نـــودار5(
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نمودار5.  تولید پلی ساکارید خارج سلولی سلول کلبسیلا پنومونیه پس از تیمار با سوپرناتانت لاکتوباسیلوس پلانتاروم  و کولیستین و ترکیب آنها 

بحث

کلبســـیلا پنومونیه، یـــک پاتـــوژن )عامل بـــیماری زا( مضر، 

مســـئول انـــواع عفونت هـــا، بـــه ویـــژه در افـــراد دارای 

نقـــص ایمنـــی اســـت و توانایـــی آن در ایجـــاد مقاومت به 

آنتی بیوتیک هـــای متعـــدد، از جمله گزینه هـــای آخرین راه 

حل مانند کولیســـتین، منجر به شکســـت درمـــان و افزایش 

میزان مرگ و میر شـــده اســـت. ظهـــور ســـویه های مقاوم 

بـــه چنـــد دارو )MDR( بـــر فوریـــت نیاز بـــه رویکردهای 

جدید بـــرای مبارزه بـــا این پاتـــوژن تأکید می کنـــد. در این 

زمینـــه، اســـتفاده از مـــواد مشـــتق شـــده از پروبیوتیک ها، 

ماننـــد ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم، بـــه دلیل 

خـــواص ضد میکروبـــی بالقوه شـــان مورد توجه قـــرار گرفته 

اســـت. لاکتوباســـیلوس پلانتاروم بـــه دلیل توانایـــی خود در 

تولیـــد ترکیبات زیســـت فعال کـــه می توانند رشـــد و عوامل 

بـــیماری زای مختلـــف را مهار کنند، شـــناخته شـــده اســـت 

)14(. نتایـــج حداقل غلظـــت مهارکننـــده )MIC( و حداقل 

غلظت کشـــنده )MBC( نشـــان داد که کولیســـتین مؤثرتر 

از ســـوپرناتانت لاکتوباسیلوس پلانتاروم اســـت، این مطالعه 

همچنیـــن تعامل بیـــن این دو عامـــل را از طریق شـــاخص 

غلظـــت مهارکننـــده کسری )FIC( بررســـی کرد، کـــه عمدتاًً 

اثر افزایشـــی را نشـــان داد، و برخی از جدایه هـــا هم افزایی 

را نشـــان دادند. ایـــن تعـــاملات هم افزایی نشـــان می دهد 

که مایع رویی لاکتوباســـیلوس پلانتاروم می تواند اثربخشـــی 

کولیســـتین را افزایـــش دهـــد، که به طـــور بالقـــوه امکان 

کاهـــش دوزها و بـــه حداقل رســـاندن خطرات ســـمیت را 

می کند فراـــهم 

با مقایســـه ایـــن نتایج بـــا مطالعات قبلی، آشـــکار اســـت 

که کولیســـتین همچنان یـــک آنتی بیوتیک قـــوی آخرین راه 

حـــل در برابر کلبســـیلا پنومونیه مقاوم به چند دارو اســـت، 

همانطـــور که در مطالعات مختلف مســـتند شـــده اســـت 

)15و16( بـــا ایـــن حال، ظهـــور مقاومت به کولیســـتین یک 

 Oelschlaeger نگرانی رو به رشـــد اســـت)17(.  تحقیقـــات

)2010( و دیگـــران بـــه پتانســـیل ضد میکروبی ســـویه های 

پروبیوتیک اشـــاره کرده اســـت)18(. نتایج مطالعه حاضر که 

اثربخشـــی قابل ملاحظه مایع رویی لاکتوباســـیلوس پلانتاروم 

را نشـــان می دهد بـــا این تنـــوع مطابقت دارد، که نشـــان 

یـــا متابولیت های  پروبیوتیـــک  می دهد همـــه ســـویه های 

آنـــها دارای خواص ـــضد باکتریایی قوی نیـــستند

هم افزایی مشـــاهده شـــده بیـــن کولیســـتین و مایع رویی 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم می توانـــد به چندین مکانیســـم 

بالقـــوه نســـبت داده شـــود. یـــک احـــتمال این اســـت که 

ترکیبـــات مایـــع رویی ممکـــن اســـت نفوذپذیـــری دیواره 

ســـلولی بـــاکتری را تغییر دهند، کولیســـتین آنتـــی بیوتیکی 

اســـت که بـــر هم ریختگـــی در غشـــاء خارجـــی در دیواره 

باکتری و غشـــاء سیتوپلاســـمی ایجـــاد می کنـــد و در نتیجه 

تعامـــل این دو عامـــل موجب از بین رفتن بـــاکتری می گردد. 

Gao  و همکاران نیز نشـــان دادند برخی از ترکیبات زیســـت 

فعـــال می تواننـــد غشـــاهای باکتریایی را مختـــل کنند)19(. 

ایـــن مطالعات نشـــان می دهـــد ترکیب آنتـــی بیوتیک ها 

و ترکیبات زیســـت فعـــال لاکتوباســـیل ها مـــی تواند یک 

رویکرد جدیـــد برای درمان بـــیماری های عفونـــی و درمان 

های ضد میکروبـــی در باکتری های بیماری زای بیمارســـتانی 

مقـــاوم بـــه چند دارو باشـــد در ایـــن مطالعه خـــواص ضد 

بیوفیلم سوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم و کولیستین در 

برابر کلبســـیلا پنومونیه پرداخته شـــد و بـــر توانایی هر دو 

عامل در مهـــار و پراکنده کـــردن بیوفیلم ها تأکیـــد می کند. 

در نمونه هـــای کنترل تیمار نشـــده، تشـــکیل قـــوی بیوفیلم 

مشـــاهده شـــد. تیمار با کولیســـتین به طور قابـــل توجهی 

تشـــکیل بیوفیلـــم را کاهش داد و به حالت تشـــکیل بیوفیلم 
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در همیـــن حـــال، ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم 

منجر بـــه کاهـــش بیوفیلم و تبدیـــل آن از حالـــت قوی به 

متوســـط شـــد. قابل ذکر اســـت که ترکیب هر دو عامل نیز 

تشـــکیل بیوفیلم را بیـــشتر کاهش داد و بـــه حالت ضعیف 

رســـید، کـــه نشـــان دهنـــده تعامـــل هم افزایی اســـت که 

اثرات مهـــاری آنها را افزایـــش می دهد. ســـنجش پراکندگی 

بیوفیلـــم این یافته هـــا را تأیید کـــرد، جایی که کولیســـتین 

بـــه تنهایـــی حضـــور بیوفیلم را بـــه حالت ضعیـــف کاهش 

داد و توانایی هـــای پراکندگـــی قوی را نشـــان داد. این نتایج 

همراســـتا با مطالعـــه Bayatinejad به پتانســـیل این عوامل 

به عنـــوان عوامـــل موثر در کاهـــش تشـــکیل بیوفیلم و به 

عنوان یک استراتـــژی در درمان عفونت با کلبســـیلا پنومونیه 

دلالـــت دارد)19(. تحقیقـــات نشـــان داده انـــد کـــه برخی 

متابولیت هـــای تولیدشـــده توســـط پروبیوتیک هـــا، ماننـــد 

اســـیدهای آلی، پراکســـید هیدروژن و ترکیبات ضد میکروبی 

دیگـــر، قادرنـــد بیوفیلم هـــای باکتریایی را به طور مســـتقیم 

یا غیرمســـتقیم مختـــل کنند. ایـــن اختلال می تواند شـــامل 

تغییر در چســـبندگی ســـلولی، کاهش تولید پلی ساکاریدهای 

ماتریکـــس یـــا تخریب کامل ســـاختار بیوفیلم باشـــد )20(

نتایج ســـنجش CSH نشـــان می دهد که کلبســـیلا پنومونیه 

تیمار نشـــده ســـطح آبگریزی بالایـــی را نشـــان می دهد که 

ارتبـــاط نزدیکـــی با ظرفیـــت آن برای افزایش چســـبندگی و 

تشـــکیل بیوفیلـــم دارد. تیمار با کولیســـتین به طـــور قابل 

توجهـــی CSH را کاهش داد، که نشـــان می دهد کولیســـتین 

بـــه طور مؤثر ماهیت آبگریز ســـطح ســـلول را مختل می کند 

و به طـــور بالقـــوه توانایـــی باکتری ها را برای چســـبیدن و 

تشـــکیل بیوفیلـــم مختل می کنـــد. در همین حـــال، تیمار با 

ســـوپرناتانت لاکتوباســـیلوس پلانتاروم بـــه تنهایی CSH به 

طور متوســـطی کاهش داد. بـــا این حال، ترکیب کولیســـتین 

و ســـوپرناتانت اثر افزایشـــی بـــر CSH نشـــان داد، اگرچه 

بـــه اندازه کولیســـتین به تنهایـــی مؤثر نیســـت. این کاهش 

متوســـط نشـــان می دهد کـــه تـــیمار ترکیبی ممکن اســـت 

مزایای بیشتری در کاهش چســـبندگی باکتری در مقایســـه با 

ارائه دهد تنهاـــیی  ـــبه  مایع رویی 

علاوه بـــر ایـــن، تجزیه و تحلیـــل تولید پلی ســـاکارید خارج 

ســـلولی نشـــان داد که کلبســـیلا پنومونیه تیمار نشده 473 

میلی گـــرم EPS  در 100 میلی لـــیتر کشـــت تولیـــد می کند، 

که بـــر ظرفیـــت قـــوی ســـنتز EPS آن تأکیـــد می کند، که 

برای توســـعه بیوفیلـــم و حدت بســـیار مهم اســـت. تیمار 

با کولیســـتین بـــه تنهایی منجـــر به کاهش چشـــمگیر تولید 

EPS بـــه 68/9% شـــد، کـــه نشـــان دهنـــده توانایـــی قوی 

آن در مهـــار ســـنتز EPS اســـت. در مقابل، تـــیمار با مایع 

رویی لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم محتـــوای EPS را به %36/4 

کاهش داد، که نشـــان می دهـــد مایع رویی حـــاوی عواملی 

اســـت که به طور متوســـط تولیـــد EPS را مهـــار می کنند. 

هنگامـــی که کولیســـتین و مایع رویی با هم ترکیب شـــدند، 

تولیـــد EPS را بـــه 48/8% کاهـــش دادند، این نتیجه نشـــان 

دهنـــده تعامـــل هم افزایی بیـــن دو عامـــل در کاهش تولید 

EPS اســـت، اگرچه این اثر کاملاًً افزایشـــی نیســـت.  Das و 

همـــکاران )2022( در مطالعـــه خود بر روی اثر ویتکســـین 

مشـــاهده کردند که این ترکیب موجـــب کاهش 35 درصدی 

 EPS آبگریزی ســـطح ســـلول و کاهـــش 45 درصدی میـــزان

شـــد، به گونه ای که تشـــکیل بیوفیلم به طـــور قابل توجهی 

کاهـــش یافـــت )21(؛ افزون بـــر ایـــن، Pimentel-Filho و 

 Bovicin همـــکاران )2014( با بـــه کارگیری ترکیباتـــی مانند

HC5 و نینیـــس نشـــان دادند کـــه کاهـــش 60 درصدی در 

چســـبندگی ســـلولی و تغییـــر قابل توجهی در انـــرژی آزاد 

گیبـــس، به ویـــژه کاهش 20 درصـــدی انرژی چســـبندگی، 

می توانـــد زمینه ســـاز مهـــار موفقیت آمیز تشـــکیل بیوفیلم 

  CFS نشـــان داد  Gladysheva شـــود)22( در مطالعه دیگر

 Corynebacterium استخراج شـــده از ســـویه های واژینـــال

amycolatum  کاهش قابل توجه در تولید اگزوپلی ســـاکارید 

)EPS( که یکی از اجزای کلیدی ماتریکس بیوفیلم محســـوب 

می شـــود، ایجـــاد می کنـــد که مؤیـــد نقش فعـــال ترکیبات 

موجود در CFS در مهار ســـنتز یا ترشـــح پلی ســـاکاریدهای 

خارج ســـلولی اســـت. همچنین تـــیمار بـــا CFS باعث تغییر 

در هیدروفوبیســـیته ســـطحی باکتری ها شـــده اســـت. این 

تغییـــرات احتمالاًً منجر بـــه کاهش توان چســـبندگی باکتری 

بـــه ســـطح های زنده یـــا غیرزنـــده و در نتیجه مهـــار اولیه 

تشـــکیل بیوفیلم می گردد )23(. مکانیســـم های بالقوه ای که 

زیربنـــای این نتایج هســـتند، می توانند به تعـــاملات پیچیده 

بیـــن کولیســـتین و مایع رویـــی لاکتوباســـیلوس پلانتاروم با 

ســـاختار پوشـــش ســـلولی باکتری و ماتریکس بیوفیلم مرتبط 

باشـــند. کولیســـتین، به عنوان یک آنتی بیوتیـــک پلی کاتیونی، 

از طریق اتصال به لیپوپلی ســـاکاریدهای موجود در غشـــای 

خارجـــی باکتری هـــای گرم منفی عمـــل می کند. ایـــن اتصال 

باعث تغییر ســـاختار غشـــا، اختلال در یکپارچگـــی آن، و در 

نهایـــت افزایـــش نفوذپذیری غشـــا می شـــود. ایـــن فرایند 

تخریبـــی می توانـــد منجر بـــه نشـــت محتوای ســـلولی و 

متعاقبـــاًً مرگ ســـلولی شـــود. از ســـوی دیگر، مایـــع رویی 

لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم ممکن اســـت با تولیـــد ترکیبات 

زیـــست فعال ـــساختار بیوفیلم و غشای ـــسلولی باکتری ر
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نتیجه گیری

هـــدف قرار دهـــد. . ایـــن ترکیبـــات می تواننـــد ماتریکس 

بیوفیلـــم را تضعیف کـــرده و باعث تخریـــب بخش هایی از 

آن شـــوند کـــه معمـــولاًً به عنوان یک ســـد حفاظتـــی برای 

باکتری عمـــل می کننـــد. چنین تغییـــری نه تنها اثربخشـــی 

کولیســـتین را افزایش می دهد بلکه ممکن اســـت حساسیت 

ســـلول های باکتریایی نســـبت به ســـایر عوامل ضد میکروبی 

نیز تقویـــت کند )24(. را 
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لاکتوباســـیلوس پلانتـــاروم در مختل کـــردن مراحل مختلف 
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