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  لیشمانیا تروپیکاانگل روی بر باسیلوس تورنجینسیس توکسین  اثرات سمیت سلولی پروتئین کریستالی

 5، منوچهر رسولی*1، الهام معظمیان7نغمه فریدونی
 استادیار، گروه میکروب شناسی،  2کارشناس ارشد، گروه میکروب شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، فارس،  1

 استادیار، مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی  3دانشکده علوم، کشاورزی و فناوری های نوین، واحد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامی، شیراز، ایران، 

 استاد البرزی، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایران.

 چکیده

از راسته  لیشمانیامانیوز گروهی از  بیماری های عفونی هستند که توسط انگل داخل سلولی اجباری از جنس لیش  سابقه و هدف:

درمانی  میکروبی  به عنوان یکی از روش های  جایگزین  -کینتوپلاست داران ایجاد می گردد. استفاده از عوامل کنترل کننده زیستی

باسیلوس توسعه یافته است. هدف از این مطالعه، بررسی تاثیر فعالیت های پروتئین های کریستالی عفونت های لیشمانیایی 

 می باشد.  تروپیکا لیشمانیاعلیه انگل  تورنجنسیس

از نمونه های خاك مناطق مختلف استان  باسیلوس تورنجنسیسجدایه باکتری  74توصیفی، -در این مطالعه مقطعیمواد و روش ها: 

فارس بر اساس ویژگی های فنوتیپی، رنگ آمیزی توکسین کریستالی، مشاهده با میکروسکوپ نوری و شناسایی مولکولی جداسازی 

لیشمانیا ، فعالیت سیتوسیدالی آنها بر روی گونه Kشدند. پس از هضم آنزیمی توکسین های جداسازی شده با استفاده از پروتئیناز 

واکنش زنجیره ای پلی مراز نوع توکسین ارزیابی گردید. جدایه هایی که بیشترین تاثیر توکسیسیتی را داشتند، با استفاده از  تروپیکا

 مشخص گردید.

شناسایی گردید. توکسین کریستالی   لیشمانیا تروپیکا، یک جدایه با بیشترین ویژگی سیتوسیدالی بر روی گونه   در این مطالعهیافته ها: 

Cry1  جدایهsb35  میلی گرم بر میلی لیتر بیشترین خاصیت  11-1بود. این توکسین در غلظت   موثرلیشمانیا بر روی این گونه

درصد( را داشت. اثرات سیتوپاتیک پروماستیگوت های تیمار شده با توکسین کریستالی به صورت کوتاه و  71سیتوسیدالی )حدود 

 متورم شدن مشاهده گردید. 

می توانند با انجام باسیلوس تورنجینسیس ، پیشنهاد می گردد که پروتئین های کریستالی   با توجه به نتایج این پژوهشنتیجه گیری: 

 مطالعات تکمیلی به عنوان یک کاندیدای مناسب در درمان بیماری لیشمانیوز مطرح باشند.

 لیشمانیاتروپیکا.پروماستیگوت،  ،، پروتئین کریستالیباسیلوس تورنجینسیسواژگان کلیدی: 

 69شهریور ماه پذیرش برای چاپ:   69تیر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبهه: شهیهراز، دانشهگهاه آزاد اسهلامهی، گهروه مهیهکهروب شهنهاسهی.

  moazamian@iaushiraz.ac.irپست الکترونیک:  16144111667تلفن:    

   م دمه     

لیشمانیوز گروهی از بیماری های عفونی هستند که توسط                                                        

 لیشمانیا          انگل تک یاخته ای داخل سلولی اجباری از جنس                                           
( و                  از راسته کینتو پلاستداران )                              (           ) 

( ایجاد می گردد، که                                   خانواده تریپانوزوماتیده )                         

عموما  توسط گونه های پشه خاکی ماده منتقل می شوند. این                                                       

کشور جهان به عنوان مشکل بهداشتی اندمیک                                            بیماری در           

(. ارگانیسم ایجاد کننده بیماری بر اساس انتشار                                               1است )     

ج رافیایی آنها، لیشمانیوز دنیای جدید یا  دیم اطلا  می شود                                                          

و تعداد موارد جدید سالیانه دو میلیون نفر تخمین زده شده                                                        

است. به طوری که یک و نیم میلیون مورد لیشمانیوز جلدی                                                     
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 (.      2)سالک( و پنجاه هزار مورد شامل اشکال احشایی می باشد )                                                    

حساسیت به بیماری لیشمانیوز عمومیت دارد. ابتلای به عفونت                                                        

لیشمانیا          ( و                       ) لیشمانیا تروپیکا                  ناشی از         
( ممکن است م ونیت همیشگی را                                             ) ماژور       

  لیشمانیا        به دنبال دارد. اما مقاومت در مقابل سایر گونه های                                                  

ممکن است ایجاد نشود. م ونیت حاصله در اثر فعالیت بازوی                                                       

   باسیلوس تورنجینسیس                  (.      2ایمنی سلولی بروز می نماید )                           

( باکتری گرم م بت، بی هوازی                                                   ) 

   اختیاری، تولید کننده اسپور و از اعضای خانواده باسیلاسه                                                     
 ( aci  ac a                                         می باشد. کریستال های پروتئینی باکتری )

در شکل و اندازه های مختلفی توسط                                   باسیلوس تورنجیسیس                 

( و      Cryباکتری تولید می شوند و بر دو نوع متفاوت کرای                                              

( می باشند. پروتئین های این باکتری فعالیت  وی                                                Cyسیت )     

در برابر انگل های نماتودای مشخص در شرایط آزمایشگاهی و                                                       

از      باسیلوس تورنجینسیس                  (.      3در بدن موجودات زنده دارند )                           

باسیلوس         لحا  زیستی در برابر انگل ها فعال است و غربالگری                                                 

از پروتئین های در بردارنده پارااسپورال ها برای                                                  تورنجنسیس         

تحقیقات بیشتر بر روی فعالیت زیستی آنها در برابر انگل های                                                          

(. برخی از سویه های                     7پروتوزوآ بسیار  روری می باشد )                              

باسیلوس تورنجینسیس برای نماتودها و پروتوزوآ ها نیز سمی                                                        
(. امروزه استفاده از عوامل زیستی میکروبی کنترل                                                 ) می باشند          

 کننده به عنوان روش های جایگزین درمانی توسعه یافته است                                                       

مشخص         211( و همکاران در سال                    anan (.  حنان )          4و     9) 

بر علیه           باسیلوس تورنجینسیس                  نمودند که دلتاتوکسین                      

موثر می باشد، اما مکانیسم                             لیشمانیا ماژور              پروماستیگوت های                 

(. هدف از             د لیشمانیایی این توکسین شناسایی نشده است )                                           

این مطالعه ارزیابی اثرات  د لیشمانیایی توکسین کریستالی                                                        

 بود.      لیشمانیاتروپیکا               علیه انگل             باسیلوس تورنجینسیس                  

 مواد و رو  ها             

به منظور جداسازی باکتری                         الف( جداسازی و شناسایی باکتری:                                

  111از خاك های نسبتا  مرطوب، تعداد                                  باسیلوس تورنجینسیس                  

سانتی متری از استان فارس                            11تا       نمونه خاك از عمق                  

)شیراز، کازرون، مرودشت، کنارتخته، فسا،  لات( جم  آوری                                                      

 گردید. نمونه ها در کیسه های پلاستیکی استریل در دمای                                                    

درجه سلیسیوس تا زمان استفاده نگهداری شدند. به منظور                                                       7

جداسازی باکتری از روش ت ییر یافته سازمان بهداشت جهانی                                                       

گرم از نمونه خاك در فویل                             استفاده گردید. در این روش                           

 ساعت در آون با دمای                        آلومینیومی  رار داده شد و به مدت                                  

 گرم از خاك به               1درجه سلیسیوس نگهداری شد. در ادامه،                                      61

میلی لیتر از این محلول در                             1میلی لیتر سرم نمکی ا افه شد.                                6

د یقه  رار              12درجه سلیسیوس به مدت                       1 حمام بخار با دمای                   

کانادا(         -داده شد. سپس بر روی محیط نوترینت آگار )کیولب                                            

درجه سلیسیوس به                   34کشت داده شد و در انکوباتور با دمای                                    

باسیلوس         ساعت نگهداری گردید.  سویه استاندارد                                       27مدت     

از کلکسیون میکروبی سازمان                             CC1  3      تورنجینسیس          

 ساعت،         27پژوهش های صنعتی ایران تهیه گردید. پس از                                         

جداسازی و           باسیلوس تورنجینسیس                    کلنی های شبیه باکتری                      

باسیلوس         (. جداسازی باکتری                   6مورد شناسایی  رار گرفتند )                          

با استفاده از مورفولوژی کلنی، رنگ آمیزی گرم و                                                 تورنجینسیس          

مشاهده توکسین کریستالی انجام شد. پس از کشت باکتری در                                                      

محیط ایجاد کننده اسپور و ورود باکتری به مرحله اسپورزایی،                                                          

رنگ آمیزی توکسین باکتری انجام گرفت. در این روش نمونه                                                      

باکتری بر روی  م شیشه ای ت بیت گردید و سپس با محلول                                                     

 درصد بریلینت آبی که در استیک اسید                                     331 1حاوی رنگ          

درصد حل شده، رنگ آمیزی شد. سپس با استفاده از                                                1 

، توکسین باکتریایی                    111میکروسکوپ نوری و با بزرگنمایی                               

 (.      11مشاهده گردید )              

به منظور جداسازی                      ب( جداسازی پروتئین های کریستالی:                                

نمک     رسوب باکتری با استفاده از                               پروتئین های کریستالی، ابتدا                           

)مرك، آلمان( شسته شد.                       -    1درصد تریتون               1 1طعام و        

 سپس جداسازی توکسین با بافر حاوی کربنات سدیم                                             

 ( همراه با دی تیو تریتول                                11میلی مو ر و               1 ) 

 میلی مو ر( )مرك، آلمان( و اتیلن دی آمین تترا استیک                                                      11) 

 ( .     11میلی مو ر( انجام گرفت )                         1) 

، با آنزیم                پروتئین های جداسازی شده                            ( هضم آنزیمی پروتئین:                      
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میکروگرم بر میلی لیتر                         311، آلمان( با غلظت                  مرك   )         Kپروتئیناز           

د یقه         61درجه سلیسیوس به مدت                       34هضم گردید و در دمای                       

گرماگذاری شد. برای تو ف فعالیت پروتئازی از فنیل متیل                                                      

استفاده         )سیگما، آمریکا(                 سولفونید فلوراید یک میلی مو ر                               

 (.      12و     11) گردید         

از بخش انگل شناسی دانشگاه                             لیشمانیا تروپیکا                    د( کشت انگل:            

( تهیه گردید.               hiraz            علوم پزشکی شیراز با کد )                        

 نیکل      -مک نیل      –کشت اولیه انگل بر روی محیط دوفازی ناوی                                        

 o y- ac   a - ico   (                              انجام شد. نمونه ها در دمای ) 

درجه سلیسیوس نگهداری شدند. تولید انبوه انگل در محیط                                                        2

درصد سرم  جنین                  11، دانمارك( حاوی                 گیبکو           1-    

 (.      13استرپتومایسین انجام گرفت )                          -درصد پنی سیلین                1گاوی و        

میکرولیتر از انگل های                         61    مقدار     ه( سنجش سیتوپاتیک انگل:                         

خانه ای           69( به هر خانه از پلیت                      11    9کشت داده شده )به تعداد                        

ا افه گردید. سپس انگل ها با توکسین های استخرا  شده از                                                       

میلی گرم بر میلی لیتر به صورت                                 2نمونه باکتری با غلظت                        74

 ساعت در دمای                 7سه بار تکرار تیمار شدند و به مدت                                  

درجه سلیسیوس گرماگذاری شدند. سپس جدایه ای که                                                 2

بیشترین تاثیر سیتوتوکسیسیتی بر روی انگل ها داشت انتخاب                                                          

،   1،   1 1،   11 1،   111 1گردید و با غلظت های مختلف توکسین )                                  

میلی گرم بر میلی لیتر( بر روی این گونه انگل مورد                                                    111و     11

یک روش رنگ سنجی است که                             ارزیابی  رار گرفت.                    

اساس آن احیا شدن و شکسته شدن کریستال های زرد رنگ                                                  

دی       و     2-تترازولیل           -2-و دی متیل           7-3تترازولیوم با فرمول )                     

میلی         فنیل تترازولیوم بروماید( می باشد. در این مطالعه، مقدار                                                        

میلی لیتر بافر                  1مرك، آلمان( به                      گرم پودر زرد رنگ                  

 میلی گرم بر میلی لیتر                          مرك، آلمان( با غلظت                           

 ،    o K  گرم از          a   ،1124  1       گرم از        1117 1) 

گرم از نمک طعام در                       1 1گرم از اسید کلریدریک و                          1122 1

میلی لیتر آب مقطر( ا افه گردید. پس از حل کردن کامل،                                                       11

استریل                                         22 1محلول از فیلتر                 میکرومتر عبور داده شد تا کاملا  

شده و  رات نامحلول احتمالی موجود در آن حذف شوند. به                                                     

ی تیمار شده با                لیشمانیا        بر روی گونه                  منظور انجام آزمون                   

 ساعت انکوباسیون، به هر چاهک مقدار                                      7پس از               توکسین      

ا افه گردید. پلیت های یاد                                میکرولیتر از محلول                      1 

درجه         2ساعت در انکوباتور با دمای                             7شده دوباره به مدت                   

 سلیسیوس گرماگذاری شدند. در ادامه، پلیت ها به مدت                                                  

درجه سلیسیوس                7در دمای           r m    1111د یقه با دور                11

 رسوب حاوی سلول ها در ته پلیت                                  سانتریفیوژ شدند.                

جم  آوری شدند. کریستال های فورمازان در آب غیرمحلول                                                    

هستند و باید  بل از رنگ سنجی توسط حلالی مانند                                              

 ایزوپروپانول به حالت محلول درآید. به هر چاهک مقدار                                                    

میکرولیتر از ایزوپروپرانول )سیگما، آلمان( ا افه گردید.                                                          111

  د یقه در تاریکی تکان داده شد.خوانش                                    11سپس پلیت به مدت                 

نانومتر توسط دستگاه                       762-931جذب حاصل در طول مو                      

 را ت کننده ا یزا )گارنیکو، ایران( انجام شد و نتایج ثبت                                                         

(. سپس درصد زنده مانی سلول ها و میزان                                       13گردید )       

 (:  17توکسیسیتی با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد )                                             
 

 111    درصد زنده مانی  میانگین جذب توکسیکانت میانگین جذب کنترل منفی                                                              
 

   111  -درصد توکسیستی  درصد زنده مانی                             
 

به منظور مشاهده                     و( ت ویربرداری با میکروسکوپ معکوس:                                  

اثرات سیتوپاتیک، ت ویر برداری از انگل ها با استفاده از                                                        

 میکروسکوپ معکوس )اولیمپوس، فیلیپین( انجام گرفت.                                               

به روش  وب و                   استخرا          ز( استخرا  ژنوم باکتریایی:                            

به طور خلاصه، ابتدا باکتری در محیط مای                                         انجماد انجام شد.                  

ساعت کشت داده شد. مقدار                            1نوترینت برا  )کیولب، کانادا(                              

سی سی از سوسپانسیون حاوی باکتری به میکروتیوپ های                                                    1

میلی لیتری منتقل شد. سپس با دستگاه میکروسانتریفیوژ به                                                           1

 ، باکتری رسوب داده شد.                         r m 3 11د یقه  با دور               3مدت     

میکرولیتر آب مقطر استریل به رسوب ا افه شد و به                                                  111

د یقه ورتکس گردید. محلول حاوی رسوب، به مدت                                              1مدت     

درجه سلیسیوس  رار گرفت. در ادامه                                    -41ساعت در فریزر                 1

  درجه سلیسیوس              41در دمای         د یقه         21به مدت        میکروتیوپ           

دور       17111ثانیه با            71انکوبه شد. در نهایت نمونه ها به مدت                                     

میکرولیتر از روماند حاوی                            21در د یقه سانتریفیوژ شدند. مقدار                                 

     به میکروتیوپ استریل منتقل و به عنوان نمونه                                                 
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 (.   1مورد استفاده  رار گرفت )                        
به    ح( شناسایی مولکولی جدایه های باسیلوس تورنجینسیس:                                                  

پرایمرهای اخت اصی                   باکتریایی از                          ژن    منظور تک یر             

واکنش زنجیره ای پلی مراز با                             استفاده شد.                 1موجود در جدول               

 میکرولیتر آب مقطر استریل،                            1میکرولیتر شامل                   2حجم     

میکرولیتر کلرید                    4 1        1با غلظت              C میکرولیتر بافر                  2  

 ،   s    میکرولیتر               1میکروگرم بر میکرولیتر(،                           11منیزیم )        

 پیکومول بر میکرولیتر(،                        11میکرولیتر از هر پرایمر )                          1

پلی مراز )سیناژن، ایران( و                                   a میکرولیتر از آنزیم                       2 1

میکروگرم بر میکرولیتر( انجام                                11الگو )           میکرولیتر از                1

 در دستگاه ترمال سیکلر                          C . واکنش         ( 19و     17گرفت )      

 ( io               با شرایط )        درجه        67سازی اولیه در دمای                      واسرشت

چرخه         3سلیسیوس به مدت یک د یقه صورت گرفت. سپس                                        

درجه        67ژنومی در دمای                    شامل واسرشت سازی                  

سلیسیوس به مدت یک د یقه، ات ال آغازگرها به رشته الگو در                                                         

ثانیه، گسترش رشته                     31درجه سلیسیوس به مدت                       7 دمای      

درجه سلیسیوس به مدت یک د یقه و در                                     42در دمای             جدید    

  7درجه سلیسیوس به مدت                       42پایان گسترش نهایی در دمای                           

          برای اطمینان از تک یر ژن                          (.      19د یقه انجام شد )                

  انجام شد. جهت                 1، الکتروفورز بر روی ژل آگاروز                               باکتریایی         

مشاهده نتایج ژل از دستگاه فرابنفش ترانس لومیناتور                                                   

)اولیمپوس، فیلیپین( استفاده گردید. در نهایت مح و ت                                                    

برای تعیین توالی به شرکت ماکروژن کره جنوبی                                                 C واکنش       

 ارسال شدند.           

به منظور شناسایی نوع توکسین در جدایه                                         ( شناسایی توکسین:                  

ای که بیشترین اثر کشندگی را داشت از پرایمرهای اخت اصی                                                       

  C واکنش           (.  1استفاده گردید )جدول                           و         ژن های        

شرایط           با        ( برای ژن              io در دستگاه ترمال سیکلر )                       

 درجه سلیسیوس به مدت                       67سازی اولیه در دمای                      واسرشت        

چرخه شامل واسرشت سازی                          3د یقه صورت گرفت. سپس                        3

درجه سلیسیوس به مدت یک د یقه،                                 67ژنومی در دمای                    

درجه سلیسیوس به                   7 ات ال آغازگرها به رشته الگو در دمای                                     

درجه        42در دمای             ثانیه، گسترش رشته جدید                         7مدت     

سلیسیوس به مدت یک د یقه و در پایان گسترش نهایی در                                                   

د یقه انجام شد. هم نین                          4درجه سلیسیوس به مدت                       42دمای      

سازی اولیه              شامل واسرشت                   چرخه دمایی برای تک یر ژن                          

د یقه صورت گرفت.                    7درجه سلیسیوس به مدت                       67در دمای         

ژنومی در دمای                    چرخه شامل واسرشت سازی                          3سپس     

درجه سلیسیوس به مدت یک د یقه، ات ال آغازگرها به                                                    6

ثانیه،           7درجه سلیسیوس به مدت                        9رشته الگو در دمای                   

درجه سلیسیوس به مدت                       42در دمای             گسترش رشته جدید               

درجه        42یک د یقه و در پایان گسترش نهایی در دمای                                         

(. در نهایت مح و ت                    19د یقه بود )             4سلیسیوس به مدت                

واکنش جهت تعیین توالی به شرکت ماکروژن کره جنوبی                                                 

 ارسال شدند.           

از آنجایی که نمونه های خاك از مناطق                                       ی( آنالیز آماری:                

مختلف کشور جم  آوری شده است و با توجه به اینکه در این                                                       

پروژه شرایط آب و هوایی یکی از فاکتورهای مهم در                                                

جداسازی است، در نتیجه در بخش آماری، نحوه پراکندگی                                                   

آماری در و عیت های مختلف به کمک نسخه هجدهم نرم                                                

مورد ارزیابی  رار گرفت. در این مطالعه از آزمون                                                       افزار     

       آزمون تی مربو  به میانگین ها و                                ، آماری مرب  کای              

مربو  به آنالیز واریانس یک طرفه میانگین استفاده شد.                                                     

هم نین نتایج کشت انگل و تیمار آن با توکسین با استفاده از                                                          

 بررسی گردید.                   نسخه ششم نرم افزار                    

 

 یافته ها        

نمونه         111از        الف( شناسایی فنوتیپی جدایه های باکتریایی:                                         

منطقه از استان فارس با شرایط                                4خاك جم  آوری شده در                     

کلنی حاصل             7779ج رافیایی و آب و هوایی متفاوت، تعداد                                      

گردید که در مراحل اولیه بر اساس تفاوت های  اهری و شکل                                                       

اندازه قطعه  توالی پرایمر نام ژن
 )جفت باز(

16S 

rRNA 

 

 
114  

cry1 
F:  

 
24  

cry2 
F:  

 :  
412 

 توالی پرایمر های استفاده شده در مطالعه.: 1جدول 
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کلنی، مشابه                6 1کلنی، جداسازی شدند. از این میان تعداد                                       

بود.        CC1  3  باسیلوس تورنجینسیس                    کلنی سویه استاندارد                     

 که      باسیلوس تورنجینسیس                  کلنی مشابه کلنی                   32 

در مرکز حالت برآمده شبیه به تخم مر  نیمرو به رنگ کرم و                                                        

باسیلوس         جدایه         74مات بودند انتخاب شدند. در نهایت تعداد                                       
 (.  1جداسازی گردید )شکل                      تورنجینسیس          

ب( تاثیر توکسین باسیلوس تورینجنسیس بر روی انگل لیشمانیا                                                         
با توکسین فعال شده                      لیشمانیا تروپیکا                در این مطالعه،                تروپیکا:          

میکروگرم بر               2با غلظت           باسیلوس تورینجنسیس                  جدایه         74

نمونه تیمار شده با توکسین                             74میلی لیتر تیمار گردید. از میان                                

لیشمانیا          بیشترین اثر کشندگی را بر روی                                35sbفعال شده، نمونه                 
داشت. این جدایه از خاك شیراز جداسازی شده بود                                                تروپیکا       

که      35sbجدایه       با توکسین             لیشمانیا تروپیکا                سپس         (.  1)نمودار         

بیشترین فعالیت کشندگی را نشان داد، با غلظت های مختلف                                                      

دوکی شکل هستند و به صورت                          لیشمانیا          رده انگل            . تیمار گردید           

چسبیده به هم مشاهده می شوند. سلول های تیمار شده با                                                    

، به صورت از بین رفتن ات ال                             باسیلوس تورنجینسیس                    توکسین      

بین رده های انگل و کاهش حجم سلول و از بین رفتن شکل                                                    

انگل و متلاشی شدن آن مشاهده گردید. نتایج نشان داد که در                                                        

میلی گرم بر میلی لیتر دارای بیشترین خاصیت                                             11-1غلظت      

درصد می باشد که با توجه به نتایج                                    71سیتوسیدالی در حدود                    

معنی           1 1و     1آزمون های آماری انجام شده درجه آزادی                                      

باسیلوس         دار می باشد. از این رو فر یه موثر بودن توکسین                                               
در شرایط            در درمان علیه بیماری لیشمانیوز                                  تورنجینسیس          

سویه استاندارد تهیه شده در این                                آزمایشگاهی تایید گردید.                         

 پژوهش فا د اثر لیشمانیایی بود.                              

اثرات           بر روی لیشمانیا تروپیکا:                             3 ( اثرات سیتوپاتیک                    

لیشمانیا          بر روی          35sbسیتوپاتیک توکسین فعال شده جدایه                                 

با استفاده از میکروسکوپ معکوس و نوری                                        تروپیکا       

عکسبرداری و ثبت گردید. نتایج نشان داد که ت ییرات                                                  

سیتوپاتولوژیکی با کاهش و کوتاه شدن یا متورم شدن                                                 

پروماستیگوت ها آغاز می شود. به دنبال این ت ییر کندی                                                     

ب( ساختار باکتری،  ( ساختار توکسین کریستالی. توکسین تیره و اسپور شفاف دیده می شود.باسیلوس تورنجینسیس، الف( کلنی :  1شکل   

 ج ب الف

 لیشمانیا تروپیکا.میلی گرم میلی لیتر بر روی  2تاثیر توکسین باکتری های جداسازی شده با غلظت :  1نمودار 
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 حرکت و تکمیل تورم و آماس نمایان گردید.                                        

پروماستیگوت های ت ییر شکل یافته از حالت دوکی شکل به                                                     

 (.  2کروی تبدیل شدند )شکل                      

   C نتایج           د( شناسایی مولکولی باکتری و تعیین نوع توکسین:                                             

 جفت بازی با استفاده از پرایمر                                114حاکی از تک یر  طعه                    

بود. تعیین توالی باکتری جداسازی شده نشان داد                                                        

می باشد.          باسیلوس تورنجینسیس                    که باکتری مربو  به گونه                         

جفت بازی با                24حاکی از تک یر  طعه                       C یج    هم نین نتا          

بود           استفاده از پرایمر اخت اصی ژن کد کننده توکسین                                              

 در این مطالعه هی  کدام از باکتری ها دارای                                           (.      3)شکل      

 نبودند.             کد کننده توکسین                 ژن    

 

   بح    

   لیشمانیا          لیشمانیوز بیماری انگلی است که به وسیله جنس                                          

 ایجاد می شود و به اشکال جلدی، جلدی مخاطی و                                            

احشایی دیده می شود. بروز سا نه این بیماری یک و نیم تا دو                                                          

میلیون نفر می باشد. این                           11 میلیون نفر، افراد در معر  خطر                               

کشور جهان به صورت اندمیک وجود دارد و                                          بیماری در           

 (.    14ایران یکی از مناطق اندمیک می باشد )                                   

 ب الف

 د ج

تیمار شده با لیشمانیا تروپیکا الف( عکسبرداری با میکروسکوپ معکوس کنترل منفی، ب( عکسبرداری با میکروسکوپ معکوس انگل :  2شکل 

تیمار شده با لیشمانیا تروپیکا توکسین،  ( عکسبرداری با میکروسکوپ نوری نمونه کنترل منفی، د( عکسبرداری با میکروسکوپ نوری انگل 

 ساعت(.  7برابر از  711توکسین )بزرگنمایی 

جدایه  1- سمت راست: ستون  . C نتایج الکتروفورز حاصل از :  3شکل 

جفت باز که مرتبط با تک یر ژن   114با اندازه  باسیلوس تورنجینسیسهای 

( 2جفت بازی، ستون  111( مارکر 1می باشد. سمت چپ: ستون          

 می باشد.      جفت بازی که مربو  به توکسین   24با اندازه  35sbجدایه 
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، از      باسیلوس تورنجنسیس                 جدایه باکتری                74این مطالعه،               در  

 نمونه های خاك مناطق مختلف استان فارس بر اساس                                              

 ویژگی های فنوتیپی جداسازی شدند.                                 

گزارش         2112( و همکاران در سال                    oazzamian معظمیان )         

 از      باسیلوس تورنجینسیس                  نمودند که میزان جدایه های                           

درصد )نمونه                 23نمونه های خاك مناطق مختلف ایران بین                                     

)نمونه خاك مرکز شهر تهران(                              1 1خاك با  های شیراز( تا                       

(. این تعداد با نتایج حاصل شده از خاك                                        1متفاوت است )            

و     16کشورهای آسیایی مانند ژاپن، کره و ویتنام مشابهت دارد )                                                     

( موفق به جداسازی                   izu i میزوکی )          2111(. در سال           21

با وزن          Cryشد که  ادر به تولید پروتئین                                  11 سویه      

کیلو دالتون بود و هم نین فعالیت  د سرطانی                                             1 مولکولی         

داشت. این مسئله منجر به دسته بندی جدید پروتئین های                                                    

پاراسپورال گردید. به طوری که پاراسپورین نام گرفت و به                                                       

عنوان پروتئینی که توانایی کشندگی سلول های سرطانی را دارد                                                          

(. پروتئین های گرفته شده از این سویه                                      21تعریف گردید )             

باکتریایی فعالیت  وی در برابر انگل های نماتودای مشخص در                                                         

شرایط آزمایشگاهی و در بدن موجود زنده دارند. این پروتئین                                                         

پاراسپورین  مانتی بر توسعه تحقیقات بالینی آینده برای انسان                                                            

( و     izu i و سایر مهره داران می باشد. در این سال میزوکی )                                              

و      -    همکاران تاثیر پاراسپورین را بر روی سلول های                                             

   a                                                    مورد بررسی  رار دادند و نتیجه آن تاثیر ده برابری

 نسبت به            -    توکسین بر روی سلول های                        

 (.  21نرمال بود )              سلول های             a   سلول های        

( و همکاران پروتئین                      asso  اوکاسو )           211در سال        

 پاراسپورین را استخرا  و اثر سیتوتوکسیک آن را بر روی                                                     

در    (.      19انسان بررسی نمودند )                         C- سلول های لوسمی                

مطالعه حا ر، پس از هضم آنزیمی توکسین های جداسازی                                                  

، فعالیت سیتوسیدالی آنها بر روی                                 Kشده با استفاده از پروتئیناز                             

ارزیابی گردید. جدایه هایی که بیشترین تاثیر                                              لیشمانیا تروپیکا                

     توکسیسیتی را داشتند با روش مولکولی نوع توکسین آنها                                                    

اثبات          C و همکاران با روش                   ) ar . پارك )        شناسایی گردید             

 باسیلوس  تورینجنسیس                     Cry1کردند  که  پروتئین  کریستالی                              

و       ،    7،   31،     21دارای وزن های مهولکولههی متفهاوت                                    

باسیلوس         در این مطالعه،                (.      22کیلو دالتون می باشد )                       99

با بیشترین ویژگی                    Cry1دارای توکسین                35sb    تورنجینسیس          

حاصل گردید. نتایج                     لیشمانیا تروپیکا                سیتوسیدالی بر روی گونه                        

میلی گرم بر میلی لیتر                         11-1نشان داد که این سویه در غلظت                              

 درصد        71دارای بیشترین خاصیت سیتوسیدالی در حدود                                        

می باشد. اثرات سیتوپاتیک پروماستیگوت های تیمار شده با                                                       

توکسین کریستالی به صورت کوتاه و متورم شدن مشاهده                                                  

 گردید. این یافته با نتایج به دست آمده در مطالعه کوندو                                                       

 (Kon o )               ( 23مشابهت دارد )     . 

بر اساس مشاهدات در این تحقیق ممکن است ت ییرات                                               

سیتوپاتیک به دلیل تاثیر پروتئین های سیتوتوکسین در غشای                                                        

در پروماستیگوت                  لشیمانیا        سلولی و سیتوپلاسم پروتئین های                              

در غلظت         ( و همکاران گزارش نمودند که                             anan باشد. حنان )            

درصد از پروماستیگوت های                           1 میکروگرم بر میلی لیتر                          6 7

اندازه پروماستوگیت ها به صورت                               از بین رفتند.                 ماژور         لیشمانیا        

محسوسی افزایش داشت، که این مساله می تواند به دلیل از                                                      

دست دادن  ابلیت کنترل نفو پذیری غشا سلولی از طریق                                                   

در گیرنده های سلولی                       تورنجینسیس              باسیلوس         Cry1ات ا ت        

باشد. درحالی که ت ییرات سیتوپلاسمی به صورت دانه ای ریز                                                       

شدن و یا آگلوتیناسیون آشکار می شود. این پدیده را می توان                                                          

به آگلوتیناسیون پروتئین های سیتوپلاسمی ناشی از اختلا ت                                                      

و با  رفتن مداوم غلظت                         Ca  یونی حاصل از هجوم یون های                           

کلسیم سیتوپلاسمی در سلول های حساس به توکسین ارتبا                                                    

(. پاس  ایمنی محافظتی در لیشمانیوز یک پاس                                             23و     6داد )     

باع         لیشمانیایی          ایمنی سلولی  وی می باشد. اگرچه عفونت                                      

القای پاس  آنتی بادی نیز می گردد. اما به نظر می رسد که این                                                            

آنتی بادی ها نقشی در محافظت علیه انگل نداشته باشند و در                                                         

 وا   اغلب با اشکال غیر بهبود یابنده بیماری همراه هستند                                                        

 (. در این تحقیق نیز مشابه نتایج کوندو و همکاران                                                 27) 

، پس از گذشت                  تیمار شده با توکسین موثر                          لیشمانیای         انگل های          

  انگل ها از بین رفتند. سلول ها متورم                                       111  الی       9ساعت         7

 (.  23حرکت بسیار کند و نهایتا ترکیده و از بین رفتند )                                                   شده   
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آزمون آسیب شناسی سیتوپلاسمی در پروماستیگوت های موثر                                                    

این تحقیق نشان داده است که                              باسیلوس تورنجینسیس                  از    

ت ییرات آسیب شناسی یا پاتولوژیک از طریق چندین ت ییر ر                                                           

می دهد. ت ییرات سیتوپاتولوژیکی با کاهش و کوتاه شدن یا                                                       

متورم شدن پروماستیگوت ها آغاز می شود. به دنبال این ت ییر                                                          

کندی حرکت و تکمیل تورم و آماس همراه با دانه های ریز                                                     

سیتوپلاسمی نمایان می شود. پروماستیگوت های ت ییر شکل                                                    

یافته از حالت دوکی شکل به کروی تبدیل می شوند. سپس                                                   

 سلول ها می میرند و پس از آن تجزیه کامل سلولی آغاز                                                   

باسیلوس         (. در این تحقیق، توکسین های کریستالی                                       2می شود )        

، موجب از بین رفتن پروماستیگوت ها می شوند.                                            تورینجنسیس          

 این تورم و آماس به عنوان یک علامت معمول سمیت                                             

در      باسیلوس تورنجینسیس                  سلول های انگلی با اندوتوکسین                              

باسیلوس         نظر گرفته شده است. فعالیت  د لیشمانیایی                                         

 ، یک یافته جدید است و رابطه آن با دیگر                                        تورینجنسیس          

فعالیت های زیستی چون فعالیت همولیتیکی، لکتینی و                                                 

سیتوتوکسینی این باکتری، در برابر سلول های سرطانی بدن                                                      

انسان نیاز به تحقیقات بیشتری دارد. به طور کلی استفاده از                                                          

 پروتکل های مشابه درمانی در این پژوهش در مقایسه با                                                   

 روش های درمانی گیاهی،  ابل اعتمادتر و دوره آزمون                                                  

کوتاه تری دارد، هم نین تفسیر نتایج  نیز آسان تر می باشد.                                                          

درمان فیزیکی شامل کورتاژ، برداشت  ایعه به وسیله جراحی،                                                        

اشعه درمانی، گرما و یا سرما درمانی می باشد که با توجه به                                                          

درمان های یاد شده عوار  جانبی این درمان ها بسیار بیشتر                                                        

از      باسیلوس تورینجنسیس                  از درمان با این توکسین می باشد.                                 

لحا  زیستی در برابر انگل ها فعال می باشد. بنابراین                                                    

حاوی پروتئین های                    باسیلوس تورینجنسیس                  غربالگری          

دربردارنده پارااسپورال ها در برابر انگل های پروتوزوآیی و                                                          

اثرات آنها بر روی فعالیت زیستی پروتوزوها به خ و                                                   

    روری می باشد.                لیشمانیا        

 نتیجه  یری          

در این مطالعه اثرات  د لیشمانیایی توکسین کریستالی باکتری                                                          

ثابت        لیشمانیا تروپیکا                بر روی انگل               باسیلوس تورنجینسیس                  

  لیشمانیا تروپیکا                گردید. بهترین تاثیر کشندگی بر روی انگل                                        

  کشندگی          71با      باسیلوس تورنجیسیس                   35sbبرای جدایه            

 ، ات ال بین             باسیلوس تورنجینسیس                  حاصل گردید. توکسین                    

رده های انگل را از بین برد و به صورت کاهش حجم سلول و                                                      

از بین رفتن شکل انگل و متلاشی شدن آن مشاهده گردید.                                                   

هرچند که مکانیسم و نوع گیرنده آن نامشخص است. با توجه                                                      

و     لیشمانیا تروپیکا                به نتایج حاصل از ت ییرات ساختاری انگل                                       

  باسیلوس تورنجینسیس،                   نحوه عملکرد و عوار  کمتر توکسین                                 

این روش  می تواند مناسب تر از سایر  روش های درمانی                                                    

باشد. از این رو انجام پژوهش های  گسترده تر تکمیلی به                                                      

 عنوان یک روش جایگزین درمانی پیشنهاد می گردد.                                              

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دکتر غلامر ا حاتم جهت حمایت های                                                       

اجرایی کمال امتنان را دارند. این مقاله حاصل از پایان نامه                                                           

 (.   2747 3117 1363کارشناسی ارشد می باشد )کد ت ویب                                 
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Abstract 

   k       & O      v  :   ishmaniasis is an inf c ious  is as   ha  is caus   by an ob iga    

in rac   u ar  arasi   which b  ongs  o g nus           , or  r Kin  o  as i a. Using  

bio-microbia  con ro  ag n s as on  of  h  a   rna i    h ra i s for   ishmaniasis inf c ions has 

b  n      o   .  h  aim of  his s u y was  o ass ss                        crys a   ro  in  ff c s 

agains                      arasi  .  

M         & M      :  n  his cross-s c iona    scri  i   s u y,  7  .               iso a  s from 

soi  sam   s in  iff r n  r gions of Fars  ro inc  w r  co   c    bas   on  h   h no y ic  

charac  ris ic, crys a   oxin s aining, an  mo  cu ar i  n ifica ion.  f  r  nzym   ig s ion of  oxin 

iso a  s using  ro  inas  K,  h ir cy oci a   ff c s on  .         w r  ana yz  .  h  iso a  s wi h 

 h  mos   oxici y  ff c  w r  i  n ifi   by  C . 

       :  ur r su  s i  n ifi   on  iso a   wi h  h  mos  cy oci a   ff c  on  .        .  h  sb35 

iso a   crys a  in   oxin (Cry1  was  h  mos   ff c i    oxin on           , showing  h  high s  

cy oci a   ff c  (abou    %  a   h  conc n ra ion of 1 -1 mg m . Cy o a hic  ff c s of  

 romas igo    r a m n  wi h crys a  iz    oxins w r  obs r    as shrin ing an  inf amma ion.  

C         : Consi  ring  h  r su  s ob ain   in  his s u y, using crys a  iz    ro  ins of  

 .               can b  consi  r   as an a  ro ria   can i a   for  r a ing   ishmaniasis by  

  rforming com   m n ary s u i s.  

   w    :                       , Crys a   ro  in,  romas igo  ,                   . 
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