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 چکیده

( در تمامی دنیا در حال افزایش است.مقاومت این باکتری VREعفونت های ناشی از انتروکوکسی های  مقاوم به ونکومایسین )

است که باعث کاهش تاثیر این آنتی بیوتیک  van A,B,C,D,E  ای  ها به آنتی بیوتیک های گلیکوپپتیدی در ارتباط با ژن ه

متعلق به انتروکوکوس فیشیوم هستند که به طور ذاتی به  VREها در دیواره ی این باکتری ها می شود. اکثر نمونه های 

با عوامل باکتریسیدال  آمینوگلیکوزید انتخابی برای درمان ترکیبیبعنوان جنتامایسین  بنابرین ازتوبرامایسین مقاوم اند 

بسیار بالایی به همه ی آمینوگلیکوزید ها وحتی ها مقاومت  VREاستفاده می شود .اخیرا گزارش شده که بسیاری از 

جنتامایسین نشان میدهد. با توجه به گسترش سویه های مقاوم انتروکوکی ، لذا این تحقیق برای یافتن مواد ضد میکروبی 

 روکوک مقاوم به ونکومایسین انجام شده است.جدید برای مقابله با انت

بر روی  جداسازی و شناسایی سویه های استرپتومایسس ,بعد از نمونه برداری از خاک های زراعی قم و روستاهای اطراف 

انجام شد .پس از جداسازی  و خالص سازی، جدایه ها را بر علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین در محیط  ISP4محیط 

توانایی بازدارندگی رشد بر  جدایه 1 جدایه  521مجموع از  اثر داده شد.در  MHA,BHI,Hicky trenser mediumکشت 

صفات بیوشیمیایی و  از لحاظ نشان دادرا نشان دادند. سویه ای که بیش ترین هاله ی عدم رشد بر علیه انتروکوکی  VREعلیه 

 511قرار گرفت .نتایج شناسایی نشان داد که جدایه برتر به میزان  مورد شناسایی 16s rRNAمرفولوژی و براساس توالی 

پس از استخراج ماده موثره بوسیله  GC-Massمی باشد.آنالیز  Streptomyses tendae ATTC 19812درصد مشابه 

 یک ترکیب کویینولینی باشد.  "حلال اتیل استات از محیط کشت نشان داد که  ماده موثر احتمالا

 انتروکوک مقاوم به ونکومایسین ,جداسازی استرپتومیست  :دیواژگان کلی
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 مقدمه

ها خیلی مقااوم باشاند. یکای از بیوتیکتوانند نسبت به آنتیها میها این است که آنیکی از مشکلات اصلی در ارتباط با انتروکوک

کار بردن نابجای این ترکیبات ضاد میکروبای اسات  ها، ناشی از بیوتیکعلل اصلی مقاومت سریع نسبت به عوامل ضد میکروبی و آنتی

 (.(Yehude et al,2002  شودها و حتی مرگ و میر در بیماران میزبان میکه منجر به افزایش میزان عفونت

های شیمیایی باعث ها در به کارگیری ترکیبات مؤثر در درمانهای مقاوم به دارو و همچنین کاهش موفقیتافزایش تعداد پاتوژن

 های باکتریایی با عوامل ضد میکروبی جدید باشندعفونت ده است تا محققان در پی یافتن راهکارهای جدیدی برای درمانش

(Riyanti et al, 2009). 

اند و نقاش مهمای را در جمعیات نند به طور وسیعی در طبیعت پراکنده شدهکها را تولید میبیوتیکهایی که آنتیمیکروارگانیسم

ها که تولید کننده قسمت های میکروارگانیسمترین گروهاک، آب، فاضلاب و مواد در حال فساد بر عهده دارند. یکی از بزرگمیکروبی خ

ای گرم مثبتی هستند که به طاور های رشتهها ساپروفیتباشند. این باکتریها میها در طبیعت هستند اکتینومیستبیوتیکاعظم آنتی

شاوند. هاای خااکزی شاناخته میهای باکتریترین جمعیتباشند و به عنوان یکی از بزرگن پراکنده میوسیعی در خاک، آب و گیاها

ا، تنظایم هاهاا، آنزیمبیوتیکها تولید کننده تعداد زیادی از ترکیبات اساسی و حیاتی برای سلامتی انساان از جملاه آنتیاکتینومیست

آلای، تولیاد ماواد ها در چرخه مواد باشند. این باکتریها میت ضد توموری و ویتامینهای آنزیمی، ترکیباندهنهای ایمنی، مهارککننده

 Usha, 2010 and Mohitosh  Biswas et . )کنندداروسازی، کشاورزی و ماهیگیری نقش مهمی را ایفا می عغذایی و در صنای

al 2011  

باشاند و باه صاورت ن و مجااری تناسالی انساان و حیواناات میها به طور معمول جزء فلور طبیعی مجاری روده ای،  دهااانتروکوک

 کنند. زایی بسیار پایین زندگی میهمزیست و یا با بیماری

هاای هاای ناشای از ساوختگی، برشهاای مجااری ادراری، جراحتهای انتروکوکی در مواردی شاامل عفونتدو دهه قبل عفونت

ها بر روی وسایل مورد استفاده در پزشکی و جراحی کلاونیزه شاده و منجار عفونت های قلبی بسیار افزایش یافت. اینجراحی و دریچه

هاای گونااگون اریهاا در ارتبااط باا بیمگوناه از انتروکوک 52شاوند. دسات کام به ایجاد اندوکاردیت و سپتی سمی در بیمااران می

 .(Cosmina zeana et al,200) اندشناسایی شده

اند کاه در ایان هاا شاناخته شادههای اخیر به عنوان عامل اصالی عفونتانتروکوکوس فاسیوم در دهه دو گونه انتروکوکوس فکالیس و

 .(Fischetti and Ryan, 2009) باشدهای ناشی از این جنس میونتعف %01تا  01میان فکالیس مسئول بیش از 

ها به طاور ذاتای باه باشد. انتروکوکها میبیوتیکیها نسبت به بیشتر آنتهای انتروکوکی مقاومت آنیکی از دلایل اهمیت عفونت 

ها نسبت به بسیاری از آمینوگلیکوزیادها، ها مقاوم هستند. آنسیلیناز و مونوباکتامهای مقاوم نسبت به پنیسیلینها، پنیسفالوسپورین

سایلین سایلین و آمپیبت باه پنیها حساسیت یا مقاومت متوسطی دارند. همچناین نسافلوروکینولونکم و نسبت به مقاومت داخلی 
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هاا عماولا  توساط آنشاوند اماا مسیلین مهاار میها مانند آمپیلاکتام -ßها توسط ها حساس هستند. انتروکوککمتر از استرپتوکوک

 .(Barbara E.Murray et al,2000) شوندکشته نمی

موفاق  ,باشد VREواند مولد ماده ی ضد میکروبی برعلیه که بت,ای از اکتینومیستها بود  جدایهیونگ ری که به دنبال جداسازی 

باود.او ایان کاار  VREشد که مولد ماده ی ضد میکروبی بر علیاه  , KH-614 ی استرپتومیسس جدایهبه جداسازی وشناسایی 

پای اساتفاده نماود.در  Av medium و S mediumدر کشور کره انجام داد. برای جداسازی این بااکتری از  2112رادر سال 

انجام شد به این نتیجه رسید که ماده ی حاصاله عالاوه بار  جدایهانالیز هایی که روی ماده ی حاصل از محیط کشت مایع این 

 .((Ki-Hyeong Rhee et al,2002 لیت انتی توموری هم داردفعا ,این که فعالیت ضد میکروبی دارد 

 

 مواد و روش ها

 جمع آوری نمونه های خاک:

ای خاک از زمین های زراعی استان قم با استفاده از بیلچه ی باغبانی انجام شد. به این صورت که ابتدا لایه جمع آوری نمونه ه 

گرفت.نموناه ی خااک بلافاصاله  سانتی متاری عمال نموناه گیاری صاورت   1-51ی سطحی خاک را کنار زده شد واز عمق 

ه ثبت گردید.ونمونه ها در اسرع وقت به ازمایشگاه انتقاال وپوشش گیاهی منطقه و شماره ی نمونه بر روی پلاستیک مربوطدرون

 (M.Kavya et al.,2012) .ا مراحل بعدی روی انها صورت گیردداده شدودر یخچال نگه داری شدت

  : caco3استفاده از تیمار 

  g 5/1وساپس باه آن  سپس آنرا در لوله ی شیشه ای در پوش دار واستریل ریخته ,از نمونه ی خاک را وزن نموده  g 5مقدار  

caco3 گردیادروز انکوباه  1درجاه ی ساانتی گاراد باه مادت  20آنرا مخلوط کارده ودر دماای  ,اضافه کرده (Tara Devi 

Gurung et al.,2009). 

ساپس ارلان باه  ,اضافه گردیاد ,میلی لیتر آب مقطر استریل است 511میلی لیتر که  حاوی  111خاک رابه ارلن   g 51مقدار 

میلی لیتر از سوسپانسایون 5از هر نمونه ی خاک شیک گردید. rpm 211درجه ی سانتیگراد و  20ساعت  در دمای مدت یک 

از لوله ی اول به لوله ی دوم اضافه شد ایان میلی لیتر 5خاک به اولین لوله ی تهیه  رقت اضافه شد وبعد از شیک کردن دوباره 

  .(M.Kavya et al.,2012)ای سریالی تهیه شداین روش رقت ه کار تا لوله ی پنجم انجام شد.با
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  :Spread plate  methodانجام کشت اولیه با روش 

انتقال داده شد وبا میله ی شیشه ای سار کاج اساتریل  بار روی  ISP4وGYEمیلی لیتر از هر رقت  به پلیت های حاوی محیط  5/1

سای هاای بعادی تا برر ,انکوبه شد ,سانتی گراد  درجه 20روز در دمای  7کل سطح آگار پخش شد سپس محیط های کشت به مدت 

  .(M.Kavya et al.,2012)روی آن ها صورت گیرد

 

 شناسایی کلنی های اکتینومیست:

آبای وبانفش  ,زرد ,قرماز  ,خاکساتری ,کلنی هایی که دارای ظاهر پودری یا گچی و به رنگ های سافید  ,با مشاهده ی پلیت ها

س رنگ آمیزی گرم از این کلنی ها انجام شد.میکرو اورگانیسم هاایی کاه زیار میکروساکور دارای وی گای انتخاب گردیدند. سپ ,بودند

انتقاال   ISP2علامت گذاری کرده وبعد این کلنی هاا  باه محایط کشات ,های اکتینومیست ها)گرم مثبت وآرایش رشته ای( بوده را 

 .( (M.Kavya et al.,2012  داده ش

 

 نی های اکتینومیست:تهیه ی کشت خالص از کل

باه صاورت خطای  ISP2روی محایط  ,بودناد منتخابکلنی هایی که با توجه به مطالعه ی میکروسکوپی به عنوان اکتینومیست 

باپیچیدن پارافیلم باه دور پلیات هاا در یخچاال نگاه داری  ,درجه ی سانتی گراد  20روز انکوباسیون در  7پس از  و کشت داده شدند

  .(M.Kavya et al.,2012 )های بعدی آماده باشند شدند تا برای بررسی

 

 :  VREانتروکوک مقاوم به ونکومایسین

 تهیه گردید.از ازمایشگاه رفرانس  ATCC 51299جدایه ی استاندارد انتروکوک مقاوم به ونکومایسین 

 

 :ارزیابی جدایه ها از نظر تولید ماده ی ضد میکروبی

کشات  , Hickey-trenser agar mediumه صاورت دایاره ای روی محایط کشات ی اکتینومیست جدا سازی شده با جدایه

 BHIساپس لولاه هاای حااوی محایط روز گرماگذاری شدند. 51ه مدت درجه ی سانتی گراد ب 20داده شدسپس پلیت ها در دمای 

هاای محایط ماایع برابار باا لولاه روی پلیت های قبلی اضافه شد.)کدورت ایجاد شده در لوله  ,مایسین انتروکوک مقاوم به ونکو ,براث 

 .(Alireza Dehnad et al.,2010) ساعت نتایج ثبت گردید 28-80مک فارلند تهیه شده بود(بعداز 1/1ی
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 انجام تست های بیوشیمیایی روی جدایه منتخب:

 , 01تجزیه توئین  ,هیدرولیز نشاسته ,انجام شدند عبارتند از:تولید پیگمان ملانین E.P2تست هایی که برای شناسایی جدایه 

اسید پایدار و رنگ آمیزی  ,هیدرولیز تریپتوفان  ,   DNase تست ,تست کاتالاز  ,تست اکسیداز  ,احیای نیترات  ,تست لیستیناز

 .( (Houssam M.Atta ,2009 مقاومت به لیزوزیم

 

 :ررسی خاصیت ضد انتروکوکی محلول رویی محیط کشت شده با جدایه منتخب ب

 20روز در دماای  51وگرماگاذاری باه مادت  اسلنت   ISP4ترپتومیست مورد نظر روی محیط کشت اس جدایه پس از کشت 

اب مقطار اساتریل میلی لیتر 51سوسپانسیون اسپوری از  میکرواورگانیسم تهیه شد .برای این کار مقدار  ,درجه ی سانتی گراد

سطح کلنای هاا باا فیلادوپلاتین ,ه ی حاوی محیط کشت اسلنت را تهیه نموده وپس از اضافه نمودن اب مقطر استریل  به لول

از سوسپانسایون اساپوری استرپتومیساز  باه میلای لیتار 5کمی خراش داده شد سپس به مدت چند دقیقه شیک شد ومقادار 

کاه میلای لیتر 211محیط کشت مایع اضافه شد )محیط کشت مایع که همان محیط تخمیر می باشد در ارلن هایی به حجام 

 , 511محیط کشت بود تهیه شده بود.(سپس ارلن حاوی محیط کشت مایع  در انکوباتور شیکر دار باا دور میلی لیتر 11ی حاو

ساعت مقداری از مایع تخمیر را   28درجه ی سانتی گراد گرماگذاری گردید.هرروز به فاصله ی زمانی  20ر دمای د 211و 571

میکرولیتار از ماایع رویای حاصاله راباه درون  21دقیقه سانتریفوژ گردید سپس مقدار  51به مدت  1111در سانتریفوژ با دور 

 ,ایجاد شده باود,ی انتروکوک مقاوم به ونکومایسین  جدایهلقیح شده با چاهک هایی که از قبل روی محیط مولر هینتون آگار ت

 Mohamed شاد درجه ی سانتی گراد گرماگذاری شد سپس از نظار هالاه ی عادم رشاد بررسای 01تزریق شد.ودر دمای 

E.osman et al.,2011).) 

ی  جدایاهاز  ,ماک فارلناد  1/1لولاه ی  از سوسپانسیونی برابر باامیلی لیتر 5بعد ,در پلیت تهیه شد MHAابتدا محیط کشت 

میکرو لیتار از ماایعی کاه حااوی  21روی پلیت ها پخش شد.سپس  ,انتروکوک مقاوم به ونکومایسین که از قبل تهیه شده بود

درجاه ی  20روی دیسک ها تزریق شاد.وبعد از گرماگاذاری در  ,ماده ی آنتی میکروبیال بود)در مرحله ی قبل تهیه شده بود(

 .M.Kavya et al.,2012))نتایج بررسی شد ,ساعت  80-72گراد به مدت سانتی 

 شناسایی ماده موثره بازدارنده رشد انتروکوک:

ز تهیه شدسترپتومیسی اس جدایهابتدا سوسپانسیون اسپوری از   , روز در  7سپس انرا به محیط مایع مناسب تلقیح کرده و 

قرار داده شد  211درجه و دور  01انکوباتور شیکر دار در دمای  , به  1111سپس مقداری از محیط مایع را در سانتریفوژ با دور 
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میکرون عبور داده شد.سپس مقدار مساوی از مایع رویی واتیل استات را در  2/1دقیقه قرار داده ومایع رویی  از فیلتر  51مدت 

ل از کاغذ عمل آبگیری انجام شدومایع حاصقیف دکانتور مخلوط کرده وفاز آلی جدا گردید.با استفاده از تیوسولفات سدیم 

 بدست آمده جهت انجام ) Column:            TRB-5MSصافی عبور داده شد. ومایع 

Length:       30 m 

Internal diameter: 250 micrometer 

Film thickness:  0.25 micrometer    

carrier gas : helium 

Flow:  1 mL/min 

GC : HP  6890 

MSD: 5973) 

 GC-MS analysis   ایشگاه دانشگاه شریف ارسال گردیدبه ازم((Mostafa Y.El –Naggar et al,2006. 

 جنتای

, جدایه خاصیت بازدارندگی رشد انتروکوک مقاوم به  1جدایه اکتینومیست بدست آمد. 521زراعی شهر قم  از خاک های 

د شناسایی قرار رندگی رشد انتروکوک مقاوم به ونکومایسین را نشان داد مورازداانشان دادند.جدایه ای که برترین اثر بونکومایسین ر

 گرفت.
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 E.P2توسط جدایه  قطر هاله توقف رشد ایجاد شده علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین :5جدول

 mmاندازه ی  هاله ی ایجاد شده در غربال گری اولیه بر حسب  جدایه ی اکتینومیست

 E.P2                           22 

 

 

 

 ج                                      ب                                                         الف                           

نشان داده شده است.در شکل ب هاله سمت  ISP4روی محیط کشت  E.P2در شکل الف مرفولوژی کلنی جدایه :5شکل

بر علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین می باشد.در اینجا  , E.P2راست مربوط به هاله عدم رشد ایجاد شده توسط جدایه 

میکرولیتر از محیط  21حاوی ,انتروکوک مقاوم به ونکومایسین روی کل محیط پخش شده است.ودیسک  نشان داده  شده 

اده شده در زیر میکروسکور نوری نشان د E.P2می باشد.در شکل ج رنگ آمیزی گرم جدایه   E.P2روزه جدایه 7کشت مایع 

 است.
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 نتایج تست های بیوشیمیایی : 2 جدول 

 جدایه ی  E.P2     تست های بیوشیمیایی     

+             تولید پیگمان ملانین         

+               ه      هیدرولیز نشاست  

-                       01تجزیه توئین   

+            تست لیستیناز              

حیای نیترات             ا             -  

-            تست اکسیداز              

+            تست کاتالاز               

             DNaseتست            -  

+            هیدرولیز تریپتوفان         

-            رنگ آمیزی اسید پایدار       

-                  ممقاومت به لیزوزی  

 

 

روز در محیط کشت  58مربوطه طی   pH: هاله ی عدم رشد ایجاد شده بر علیه انتروکوک مقاوم به ونکومایسین و5نمودار 

 E.P2مایع جدایه 
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بار علیاه انتروکاوک  E.P2مایع حاوی ماده موثرهاز محیط کشت ماایع جدایاه GC-MSبا بررسی نمودار های حاصل از آنالیز 

-Quinoline Carboxylic acid,1-hexyl-3 ماده ضد میکروبی حاصاله اینگوناه ناام گاذاری شاد: ,مقاوم به ونکومایسین 

1,2-dihydro-2-oxo        

   

 E.P2ساختار شیمیایی ماده ضد میکروبی حاصل از محیط کشت مایع جدایه  :2شکل 

مای باشاد.در ایان نماودار پیاک مرباوط باه ماواد   E.P2محیط کشت مایع جدایه  GC-MSمربوط به  نتیجه آنالیز  2نمودار  

.می باشد.استخراج این ماده از محایط  E.P2موجود نشان داده شده است .بالاترین پیک مربوط به ماده ضد میکروبی حاصل از جدایه 

 کشت مایع توسط حلال آلی اتیل استات صورت گرفت.
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 E.P2محیط کشت مایع جدایه  GC_MSاز آنالیز  :نمودار حاصل 2نمودار 

 ی :بحث ونتیجه گیر

 دارد.  Streptomyces Tendaeبا  %511شباهت  srRNA 52از نظر توالی   E.P2جدایه 

 یک ترکیب کوئینولینی می باشد. E.P2ماده ضد میکروبی حاصل از محیط کشت مایع جدایه 

موفق  ,باشد VREکه بتواند مولد ماده ی ضد میکروبی برعلیه ,اکتینومیستها بود ای از  جدایهیونگ ری که به دنبال جداسازی 

بود.او این کار رادر  VREشد که مولد ماده ی ضد میکروبی بر علیه  , KH-614ی استرپتومیسز  جدایهبه جداسازی وشناسایی 

استفاده نمود.در پای اناالیز  Av medium و S mediumدر کشور کره انجام داد. برای جداسازی این باکتری از  2112سال 
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انجام شد به این نتیجه رسید که ماده ی حاصله علاوه بر این کاه  جدایههایی که روی ماده ی حاصل از محیط کشت مایع این 

 .((Ki-Hyeong Rhee et al,2002فعالیت انتی توموری هم دارد ,فعالیت ضد میکروبی دارد 

از خاک های مصر شد.ابتدا باا توجاه باه  , HAL64ی استرپتومیسز  جدایهجداسازی  موفق به 2117مصطفی ال نگار در سال 

آنرا به عنوان جنس استرپتومیسز شناسایی کرد.سپس باا انجاام آناالیز  ,مرفولوژی و ساختار دیواره ی سلولی این استرپتومیسز 

مولد ماده ی ضد میکروبای قاوی بار  جدایهمشخص شد که این باکتری همان استرپتومیسز میباشد.این  s rRNA 52سکانس 

علیه باکتری های گرم مثبت بیماری زا بود.در صورتی که اثر این ماده ی ضد میکروبی بر علیه باکتری های بیمااری زای گارم 

 Sephadex LH-20 Columnبا سایلیکاژل جادا شاد ساپس باا  جدایهمنفی کمتر بود.آنتی بیوتیک تولید شده توسط این 

ثابات گردید.سااختار شایمیایی آنتای بیوتیاک  HPLCدر نهایت خلوص آنتی بیوتیک تولید شده باا روش خالص سازی شد و 

 Kosinostatinشناسایی شد.مشخص شدکه این آنتی بیوتیاک  ,خالص سازی شده با استفاده از آنالیز های اسپکتروسکوپیک 

نیاز  TP-A0468چناین توساط میکرومونوساپورا میباشد.این آنتی بیوتیک یک کویینوسیکلین میباشد.این آنتی بیوتیک هام 

 .(Mustafa El-naggar ,2007)تولید می شود

 تشکر و قدر دانی

با تشکر از اقای محمد رضا زند منفرد به عنوان کارشناس آزمایشگاه شیمی وآقای علی جوادی به عنوان مسئول آزمایشگاه 

 مطالعه یاری نمودند.                                          که مرا در انجام این  کارشناسی ارشد میکروبیولوژی واحد قم
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