
 ها مجله دنیای میکروب
 8931( تابستان 93سال دوازدهم شماره دوم )پیاپی 

 861-878صفحات 

اثر هم افزایی مهاری آنزیم آلژینات لیاز نوترکیب باکتریایی و آنتی بیوتیک های رایج درمانی  
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 چکیده

 است. این مطالعه با هدف سنجش اثر  سودوموناس آئروجینوساآلژینات، یکی از مهمترین عوامل بیماری زایی   :سابقه و هدف

هم افزایی آلژینات لیاز نوترکیب باکتریایی و آنتی بیوتیک های رایج در درمان عفونت های سودوموناسی بر رشد سلول های 

  انجام شد. سودوموناس آئروجینوساپلانکتونی 

از نمونه بالینی جدا سازی و شناسایی شد. به منظور تخلللیل    TAG48  سودوموناس آئروجینوسا در مطالعه حاضر  : ها مواد و روش

( جداسازی، همسانه سازی، تعیین توالی و بیان شد و  با algLآنزیم آلژینات لیاز و اثر آن بر سلول های پلانکتونی، ژن آلژینات لیاز )

استفاده از ستون کروماتوگرافی تمایلی تخلی  گردید. اثر آنزیم خال  شده و آنتی بیوتیک های سیپروفلوکساسین، توبرامایسیلن و 

بررسی شد و آزمون های حداقل غلظت ملهلاری، حلداقلل غلللظلت  سودوموناس آئروجینوساسفکسیم بر سلول های پلانکتونی 

 کشندگی و همچنین بررسی اثر توام آنتی بیوتیک ها و آنزیم بر سلول های یاد شده ارزیابی شد. 

مربوط به سیپروفلوکساسین، توبرامایسین، سفکسیم و آنزیم آللژیلنلات  MICبررسی آنتی بیوتیک ها و آنزیم نشان دادند که    : ها یافته

محاسبه گردید.  MICنیز برابر با   MBCمیکروگرم بر میلی لیتر می باشد. میزان  7339و  121، 11، 4به ترتیب  TAG48لیاز در باکتری

 TAG48  سودوموناس آئروجینوسلا همچنین نتایج نشان داد که آلژینات لیاز با توبرامایسین و سفکسیم بر رشد سلول های پلانکتونی

  اثرهم افزایی مهاری دارند، اما این اثر هم افزایی با سیپروفلوکساسین دیده نشد.

تخریب آن می تواند در کاهش بیماری زایی موثر  سودوموناس آئروجینوسا،با توجه به اهمیت آلژینات در بیماری زایی   : نتیجه گیری

جدیدی برای مطالعه و تحقیق آلژینات للیلاز هلایلی بلا   در جوامع میکروبی می تواند رویکرد  algLباشد. شناسایی ژن های جدید 

 فعالیت های ویژه علیه آلژینات های باکتریایی در نمونه های میکروبی بالینی باشد. 

 .سودوموناس آئروجینوساآلژینات لیاز، مهارآنتی بیوتیکی، سلول های پلانکتونی،  :واژگان کلیدی

 79اسفند ماه پذیرش برای چاپ:   79بهمن ماه دریافت مقاله: 

  آدرس برای مکاتبه: ملایر، دانشگاه ملایر، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی *( 

  hadistavafi@yahoo.comپست الکترونیک:    11133337141تلفن:  

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب

 م دمه     

  آئلللروجلللیلللنلللوسلللاسلللودوملللونلللاس بلللاکلللتلللری      

 (Pseudomonas aeruginosa باسیلی گرم منفی و پلاتلوژنلی )

فرصت طلب است. این باکتری به دلیل قدرت سازشی بالا بله 

طور منحصر به فرد توانایی زیست در انواعی از محیط ها ماننلد 

(. 1زیستگاه های خاکی و آبی، بدن حیوانات و گیاهان را دارد )
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یکی از مهمترین پاتوژن های انسلانلی   آئروجینوساسودوموناس 

شناخته شده انسانی است که  می تواند موجب عفلونلت هلای 

حاد و مزمن چشم، گوش، پوست، دستگاه ادراری، تنفسلی در 

بیماران فیبروز سیستیک، عفونت زخم های سوختگی و عفونت 

 (.  2در افراد دارای نق  ایمنی شود )

به دلیل بالا بودن میزان مرگ و میر ناشی از عفونت های مرتبلط 

با این باکتری، چالش های درمانی را به خود اخلتلصلاا داده 

است. با وجود پاسخ های التهابی و درمان های آنتی بیوتلیلکلی 

مؤثر و طولانی مدت، ریشه کنی این باکتری به طور واقعی غیلر 

سودوملونلاس ممکن است . یکی از دلایل سازگاری قابل توجه 

به شرایط مختلف، اندازه بلزرگ ژنلوم بلزرگ و   آئروجینوسا

ژن است که  می تواند  تنوع مسیرهای متابولیکی،  1111داشتن 

فاکتورهای ویرولانس، تشدید افلاکس و کموتاکسلی در ایلن 

 (. 3باکتری را به دنبال داشته باشد )

همچنین توانایی برجسته ی این باکتری برای تشکیل بیوفیلم در 

اکثر محیط ها باعلث شلده اسلت کله درملان هلای ضلد 

سودوموناسی، کارایی لازم را ندلشته باشد و بلدیلن تلرتلیلب 

 (.4شرایط برای مزمن شدن بیماری فراهم می گردد)

مرحله است که به ترتیب اتصال اوللیله،  4تشکیل بیوفیلم شامل 

اتصال برگشت ناپذیر، بلوغ و پراکندگی را شامل  می شود. در 

مرحله ی اول و مرحله ی چهارم، سلول های پلانکتونی حلائلز 

اهمیت هستند.بیوفیلم ها با توجه به ساختار پیچیلده ی خلود، 

امروزه یکی از مهمترین نگرانی های درمان محسوب می شوند. 

، می تلوان بنابراین در صورت مهار مرحله اول و چهارم بیوفیلم

در راستای برطرف کردن این نگرانی درملانلی املیلدوار بلود. 

آن را   آئروجینلوسلاسودوموناس ماتریکس اگزوپلی ساکاریدی 

در برابر بسیاری از فعالیت های باکتریوسیدالی آنتی بیوتیک هلا 

مقاوم کرده و باعث شده است که نسبت به درمان هلای رایلج 

آنتی بیوتیک ها مقاوم تر شود و توانایی بیشتری برای فلرار از 

 (.  5) سیستم ایمنی میزبان داشته باشد

بنابراین مطالعه در این زمینه یکی از جنبه های مهلم در علللم 

پزشکی است. از دیرباز مصرف و استفاده از آنتی بیوتیک ها در 

، ملهلملتلریلن و آئروجینوساسودوموناس درمان عفونت های 

 (.1کارآمد ترین روش برای درمان بوده است )

 اگزوپلی ساکارید آلژینات، یکی از فلاکلتلورهلای ویلرولانلس 

از ریله   جدا شلده  آئروجینوساسودوموناس سویه های بالینی  

بیماران فیبروز سیستیک است. این پلیمر در پایداری ساخلتلاری 

و حفاظت بیوفیلم  ها نقش های مهمی را دارد. تولید بلیلش از 

اندازه ی آلژینات می تواند موجب مقاومت به آنتی بیوتیک هلا 

 (.9گردد )

(  تلجلزیله PLsآنزیم آلژینات لیاز، یکی از پلی ساکارید لیازها )

 کننده آلژیلنلات اسلت. ایلن آنلزیلم از طلریلق واکلنلش

β- elimination  اتصال گلیکوزیدی آلژینات را تخریب کلرده و

(. آلژینات للیلاز هلا 7و  1موجب تجزیه ی آلژینات می شود )

دارای ویژگی سوبسترایی مختلفی می باشند. از ایلن رو ایلن 

 آنلزیللم هللا بللراسللاس ویللژگلی هلای سللوبسلتللرایلی بلله 

 Poly M- specific lyase ،Poly G- specific lyaseگروه های 

 (. 11طبقه بندی شده اند ) Poly MG- specific lyaseو 

براساس مطالعات گذشته، این آنزیم ها می توانلنلد فلعلاللیلت 

باکتری کشی آنتی بیوتیک ها را افزایش دهند، بله طلوری کله 

مشاهده شده در بیماران فیبروز سیستیک، هم زمان بلا کلاهلش 

ویسکوزیته کشت های جدایه های بالینی، فاگوسیتوز افلزایلش 

بله   آئروجلیلنلوسلاسودوموناس  می یابد. هم چنین از بین رفتن

وسیله سلول های ایمنی انسانی نیز افزایش یافته و کارایی انلواع 

آنتی بیوتیک های ضد سودوموناسی نیز می یابد. مجملوع ایلن 

گزارش ها،  کاربرد آلژینات لیاز ها را در درمان عفونلت هلای 

 بیشلتلر مشلخل  ملی کلنلد سودوموناس آئروجینوزا مزمن 

 (. 12و  11)

مطالعات نشان داده است که آلژینات لیاز، نقش مهمی در کنتلرل 

طول  پلیمر آلژینات و بهینه سازی واکنش پلیمریلزاسلیلون در  

(. ملوتلانلت هلای 13فرآیند بیوسنتز آلژینات ایفا می کلنلد )

در مقلایسله بلا نلوع   ،algLفاقد ژن  آئروجینوساسودوموناس 

وحشی میزان کمتری آلژینات تولید می کنند. این یلافلتله هلا 

در   آئروجینوسلاسودوموناس    algLفرضیه ی مبنی بر اینکه ژن 

تولید الیگوساکارید های کوتاه به عنوان پلرایلملرهلایلی بلرای 

ساخت زنجیره های جدید آلژینات و تعیین طول زنجیره  پلیمر 
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 (. 14شرکت دارند را تقویت می کند )

آنتی بیوتیک ها علیه سلول هایی که در سطح بیوفیلم قرار دارنلد 

و معمولاً در حالت فعال عمل می کنند، مؤثر هستند و فعاللیلت 

آنها در نواحی میانی و عمقی بیوفیلم  که سلول ها دارای فعالیت 

متابولیکی  کمتری هستند، کاهش می یابد. بنابراین می توان با از 

بین بردن سلول های سطحی ) آماده برای تبلدیلل بله حلاللت 

(. با تلوجله بله 15پلانکتونی( ناپایداری بیوفیلم را افزایش داد )

تدابیر درمانی حاضر، افزایش شدت بیماری زایی و ملقلاوملت 

علیه آنتی بیوتیک های شناخته شده نیز از مشکللات ملهلم در 

 (.  11طراحی داروها و راه های درمانی می باشد )

از آنجایی که تولید بیش از اندازه ی آلژیلنلات در بلیلوفلیلللم 

می تواند مقاومت به آنتی بیوتیک را به   آئروجینوساسودوموناس 

دنبال داشته باشد و با توجه به نقش سلول های پلانکتلونلی در 

سطح بیوفیلم و توانایی این نوع سلول ها برای انتشار بلاکلتلری 

)در اواخر مرحله ی پراکندگی بیوفیلم(، هدف از این پلژوهلش  

ارزیابی اثر هم افزایی آلژینات لیاز  در ترکیب با آنتی بیوتیک هلا 

سلودوملونلاس به منظورمهار رشد سلول های پللانلکلتلونلی 

  .بود آئروجینوسا

 مواد و رو  ها             

الف( شناسایی و تعیین ویژگی های بیوشیمیایی و ملوللکلوللی 

ملوکلوئلیلدی   جلدایله 25: ابتدا تلعلداد باکتری مورد مطالعه

از نمونه های سوختگی، نمونله هلای   آئروجینوساسودوموناس 

خلط، خون و ادرار بیماران بستری در بیمارستان هلای شلهلیلد 

مطهری، شهید رجایی و شهید مصطفی خمینی در تهران تلهلیله 

 آئروجلیلنلوسلاسودوموناس شد. به منظور شناسایی نمونه های 

آزمون های بیوشیمیایی افتراقی  شامل آزمایش اکسیداز، کاتلالاز، 

بررسی همولیز در محیط آگار خون دار، تجزیه ی قلنلد هلای 

 SIM ،TSI، سیترات، OFگلوکز، ساکارز و لاکتوز، آزمون های 

Cو رشد در
 (.17انجام شد ) °42

به منظور شناسایی مولکولی باکتری های غلربلاللگلری شلده، 

 LBاستخراج ژنوم از باکتری های کشت داده شده در ملحلیلط 

Cمایع که به مدت یک شلبلانله روز در دملای 
 و دور °39 

rpm  151   گرماگذاری شده بودند، انجام گردید. استخراج ژنلوم

 PCR Template Purification Kitباکتری ها با استفاده از کیت 

(Kiagen, Iran)  انجام شد. برای تأیید وجودDNA  در نمونه ها

و شناسایی مولکولی جدایه ها، آزمون کنترل مرکزی با استلفلاده 

  'F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 27از پرایمرهای

( بر 19)   '1492R: 5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT- 3و 

(: حلرارت PEQ starطبق برنامه واکنش توسط ترموسایکللر )

بله  ºC74سیکل متشکل از  35دقیقه و  11به مدت  ºC75اولیه 

 ثانیه 11به مدت ºC  92ثانیه و  31به مدت  ºC51ثانیه،  11مدت 

دقیقه، با تلرکلیلب ملواد  11به مدت  ºC92و مرحله ی پایانی 

میکرولیتر، پرایمر هلا در  235به میزان  10X PCRواکنش: بافر 

در غلظت  DNAمیکرولیتر،  1325میلی مولار به میزان  1غلظت 

در  2MgClمیلکلروللیلتلر،  1نانو گرم بر میکرولیتر به میزان  5

  Taqمیکرولیتر، آنلزیلم  1395میلی مولار به میزان  51غلظت 

میلللی  11در غلظت  dNTPمیکرولیتر،  1325پلی مراز به میزان 

 1735میکرولیتر، آب ملقلطلر بله ملیلزان  135مولار به میزان 

 .(19میکرولیترانجام شد )

 :در ژنوم جدایه های مورد مطاللعله algLب( بررسی وجود ژن 

نوکلئوتید  1114حدود  algLترادف قسمت انتخاب شده از ژن 

، پرایمرهلای                                                          ( NC_002516.2.) بود، که از ابتدا وانتهای این ژن

AlgLF:5'-ATGAAAACGTCCCACCTGATCCG-3'   و

5'-TCAACTTCCCCCTTCGCGGC-3'   AlgLR:    طلراحلی

و به منظور غربالگری جدایه های مثبت حامل ژن مورد نلظلر، 

ºاستفاده شدند. برنامه ی واکنش شامل حرارت اولیه 
C74  بله

ºسیکل متشکل از  35دقیقه قرار داده شد و  5مدت 
C74  بله

ºثانیه،  31مدت 
C14  ثانیه و مرحله ی پایانی  51به مدتº

C92 

بلعلد از  PCRدقیقه صورت گرفت. محصولات  11به مدت 

 Gel/PCR DNA Isolationاستخراج از ژل، تلوسلط کلیلت

System (Viogene, Taiwan)،  به وسیله شرکت ژن فلنلاوران

تعیین توالی شدند. نتایج تعیین توالی مربوط بله ژن هلا، بلا 

همترازی شدند. در ملیلان  NCBIپایگاه داده   blastnاستفاده از 

  TAG 48  آئلروجلیلنلوسلاسلودوملونلاس جدایه ها، سویله 

(KX458102 ).برای بررسی های بیشتر انتخاب شد 
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ج( همسانه سازی و بیان پروتئینی قطعات حاصل از تکثیلر ژن 
algL به منظور همسانه سازی ژن :algL  از پلاسمیدpET-28a 

    NEB cutterاز نرم افلزار آنللایلنبرای بیان ژن مورد نظر و 

 (http://tools.neb.com/NEBcutter2،)   بللرش دو آنللزیللم

)فاقد جایگاه برش بر روی توالی( بله  EcoRIو   HindIIIدهنده

منظور برش و همچنین پیوند زدن ژن به درون حامل اسلتلفلاده 

با توجه به نقشه ناقل انتخابی، برای پرایمر رفت جلایلگلاه شد. 

برای پرایمر برگشتی جایگاه آنلزیلم  و EcoRI آنزیم برش دهنده

قرار داده شد. پس از بلهلیلنله سلازی و  HindIII  برش دهنده

اطمینان از انجام واکنش تکثیر قطعات ژنی، محصلول واکلنلش 

زنجیره ای پلی مراز با استفاده از کیت استخراج ژل )شلرکلت 

Bioneer, Korea( جداسازی شد ،)به منظور پیلونلد زدن 11 .)

قطعات هدف با حامل برش خورده با استفاده از دستوراللعلملل 

مقدار پللالسلملیلد و   )آمریکا(  Promegaآنزیم لیگاز شرکت 

ای پلی مراز مورد نیاز بلرای واکلنلش  محصول واکنش زنجیره

های ملیلزبلان       سلولپیوند زدن محاسبه گردید. ترانسفورماسیون 

B121-DE3  E.coli   باDNA  نوترکیب انجام شد. کلنلی هلای

رشد کرده در محیط دارای کانامایسین، انتخاب شلدنلد و در 

استخراج پلاسمید های نوترکیب انجام شد و به هلملراه نهایت 

پرایمرهای اختصاصی ژن مورد نظر برای تعیین توالی به شرکت 

   (.19ژن فن آوران ارسال شد )

 IPTG   (1به منظور بیان ژن نوترکیب در ناقل انتخابی، از غلظت 

درجه سلسلیلوس(، زملان  39میلی مولار(، دمای گرماگذاری )

ساعت( استفاده شد و پروتئین های حاصل از بیان ژن  1القای )

تخلی  پلروتلئلیلن هلای آنالیز شدند.  SDS-PAGEبه کمک 

 نوترکیب به کمک ستون کلروملاتلوگلرافلی ملیلل تلرکلیلبلی

(Bio-Rad, Canada) Mini IMAC Bio-Scale صورت گرفلت 

و برای تعیین غلظت پروتئین موجود در محلول های به دسلت 

 (.11استفاده شد ) آمده از روش برادفورد

د( بررسی اثر ضد میکروبی آنتی بیوتیک ها بر سویه انلتلخلابلی 
: به منظور بررسی حساسیت   TAG 48  آئروجینوساسودوموناس 

سویه ی انتخابی نسبت به آنتی بیوتیک های رایلج در درملان 

انتشلار دیسلک بلا عفونت های ریوی و سودوموناسی، آزمون 

 میکروگلرم(، تلوبلراملایسلیلن  5سیپروفلوکساسین )استفاده از 

میکروگرم( انجام شد و و میزان  5)   میکروگرم( و سفکسیم 11) 

حساسیت و مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک هلا طلبلق روش 

تلعلیلیلن و از سلویله  CLSI M100- S22  (2012)استاندارد

به علنلوان کلنلتلرل  P. aeruginosa ATCC 27853استاندارد 

 (.17استفاده شد )

هلای  سلللول  (MIC)تعیین حداقل غلظت مهار کنندگی رشده( 
آنتی بیوتیک ها و آنزیم آلژیلنلات   MIC: برای تعیینپلانکتونی

لیاز نوترکیب بر رشد سللول هلای پللانلکلتلونلی از روش 

 .(17خانه ای استفاده شد ) 71در میکروپلیت میکرودیلوشن 

های پلانکتونی:  ( سلولMBCو( تعیین حداقل غلظت کشندگی )
آنتی بیوتیک ها و آنزیلم آللژیلنلات للیلاز   MBCبرای تعیین

هلای فلاقلد  از چاهلکنوترکیب بر رشد سلول های پلانکتونی 

)مرک، آللملان(   MHAبر روی محیط  µl11کدورت به میزان 

Cسلاعلت در دملای  24و به ملدت کشت داده شد 
 °  39 

 (.21رماگذاری شد )گ

در مهار رشلد  Checkerboardافزایی به روش  ز( بررسی اثر هم

بررسی اثر هم زمان آنتی بلیلوتلیلک و  سلول های پلانکتونی: 

 آنزیم آلژینات لیاز بر مهار رشد سلللول هلای پللانلکلتلونلی

با تکنیلک رقلیلق سلازی   TAG 48  آئروجینوساسودوموناس 

Checkerboard   انجام شد. در این روش هر ردیف افلقلی بله

یک تراکم از آنتی بیوتیک و هر ردیف عمودی بله تلراکلم از 

هلا  بیوتیک های مورد نظر از آنتی آنزیم اختصاا داده شد. رقت

)ملرک،   TSB( با استفاده از محیلط کشلت1و آنزیم )جدول 

% گلوکز به عنوان ماده رقیق کننده به صلورت 132حاوی آلمان( 

 به دست آملده بلرای هلریلک از  MICجداگانه تهیه شد. از 

آنتی بیوتیک ها و آنزیم به عنوان مرکز رقت ها استفاده شد و از 

ملورد  MICبرابر  1و  4، 2و  1311و  131، 134، 132رقت های 

. بله نظر به عنوان پیش فرض آزمون هم افزایی استفاده گردیلد

از هر رقت آنتی بیوتیک ها و آنلزیلم  µl  51هر چاهک پلیت 

سوسپانسیون باکتری به چاهک ها  µl 111اضافه شد. در نهایت 

اضافه شد. هر پلیت حاوی کنترل های مثبت و ملنلفلی بلود. 

Cساعلت در  24میکروتیتر آماده شده به مدت  های پلیت
 °  39 
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ملورد  MICبرای تعییلن گرماگذاری شده و پس از این مدت 

هلر  FMICبا استفاده از فلرملول (.  21استفاده قرار گرفتند )

بلرای ملوارد ملورد   FMIC∑بیوتیک و آنزیم و مجملوع  آنتی

 افزایی محاسبه شد. بررسی، وجود یا عدم وجود اثر هم

تعیین کننده نوع اثر استفاده همزمان دو علاملل  FMIC∑مقدار 

 خواهد بود. به این ترتیب که: 

 

 

 

 
 

∑FMIC ≤ 135 افزایی است. نشان دهنده وجود اثر هم 

∑FMIC   < 4 .نشان دهنده وجود اثر آنتاگونیسمی است 

4  <  ∑FMIC  <  135 بیوتیک و  نشان دهنده بی تفاوتی میان آنتی

 (.22آنزیم مورد بررسی است )

اختلافات معنی دار به وسیله ی آنالیز واریانس   : ح( آنالیز آماری

بلا  pairwise( با مقایسه های ANOVA one- wayیک طرفه )

از للحلاظ   ≥1315pتعیین شد. یک  Tukeyاستفاده از روش 

 آماری معنی دار در نظر گرفته شد. آنالیز آماری با اسلتلفلاده از 

 انجام شد.  Mini Tab 17و  Prism 5نرم افزار های 

 ها    یافته     

: آئروجیلنلوسلاجداسازی و شناسایی جدایه سودوموناس الف( 

 نتایج آزمون های بیوشیمیایی انلجلام شلده بلرای تلملاملی

جدایه های بالینی مورد تائید قرار گرفت و به دلیل ویژگی های 

در بلررسلی هلایلی  TAG48برتر آنزیم آلژینات لیاز باکتری 

Cبیوشیمایی )پایداری دمایی در درجه حرارت 
 4به ملدت  °11

ساعت و همچنین دارای ویژگی سوبسترایی دو عملکردی( ایلن 

 جدایه انتخاب شد. 

ژنلوملی  DNAبه منظور شناسایی دقیق تر جدایه ی انتخابی، 

 قلرار گلرفلت، نلتلایلج  rRNA  16Sباکتری، هدف تکثیر ژن 

واکلنلش  . تائید نلملود  را  آئروجینوساسودوموناس هم ترازی 

زنجیره ای پلی مراز ژن آلژینات لیاز در مورد تمام جدایه هلای 

بالینی اجرا شد. در نهایت با توجه بله تلملام ویلژگلی هلای 

بیوشیمیایی و فیزیولوژی مورد بررسی در مورد جدایه ها، سویه 

)دارای فعالیلت آنلزیلملی  TAG 48  آئروجینوساسودوموناس 

مناسب در دماهای مختلف نسبت به سایر جدایه های دیگر( بله 

عنوان کاندیدای مناسب برای مطالعات بعدی انتخاب شد. نتیجه 

در بانک ژنی  KX458102تعیین توالی ژن مربوطه با مشخصات 

  .(11) شدثبت  NCBIدر 

و  pET-28a  ب( همسانه سازی  قطعه تکثیر شده در نلاقلل 
: پلس از تخلی  پلاسمید از همسانه های بله دسلت آملده

ترانسفورماسیون محصول واکنش با روش شوک حلرارتلی بله 

، غلربلال گلری روی E.coli BL21(DE3سلول های میزبان )

آگار حاوی کانامایسین انجام شد. پس از غربالگلری،  LBمحیط 

 PCRپلاسمیدها به روش کافت قلیایی تخلی  شدند. واکنش 

در پللالسلملیلدهلای   algL  با استفاده از پرایمرهای ویژه ژن

الگو برای همسانه های به دست آمده،  DNAنوترکیب به عنوان 

، algLانجام شد. تعیین توالی قطعه ی همسانه سازی شده، ژن 

% قطعله  71انجام شد. بررسی های انجام شده حاکی از شباهت 

بلود. قلطلعله   algLژنی همسانه سازی شده با توالی اصلی ژن 

 تعیین توالی شده، برای ادامه کار مناسب ارزیابی شد.

: تولید پروتئلیلن نوترکیب و تخلی  پروتئین هدف ژنج( بیان 

 E.coli BL21 (DE3)از القا درپسنوترکیب در ساعات مختلف 

مورد بررسی قرار گرفت و به منظور تخلللیل  پلروتلئلیلن   

 Mini IMACنوترکیب هدف، از ستون کروماتوگرافی گرایشلی

Bio-Scale    استفاده شد و نتایج با SDS-PAGE    مورد بررسی

 1در شکل  AlgLقرار گرفت. نتیجه تخلی  پروتئین نوترکیب 

 .(11نشان داده شده است )

به منظور بلررسلی د( بررسی اثر ضد میکروبی آنتی بیوتیک ها: 

حساسیت جدایه انتخابی نسبت به آنتی بیوتیک های رایلج در 

 آنزیم آلژینات لیاز بیوتیک  آنتی

 (µg/mg 95-1319آلژینات لیاز ) (µg/mg 251-1توبرامایسین )

 (µg/mg 95-1319آلژینات لیاز ) (µg/mg 2141-11سفکسیم )

 (µg/mg 95-1319آلژینات لیاز ) (µg/mg 14-1سیپروفلوکساسین )

 افزایی. آزمون ارزیابی وجود اثر هم: 1جدول 
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انتشار دیسک انجام و ملیلزان درمان عفونت های ریوی، آزمون 

حساسیت و مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک هلا طلبلق روش 

تعیین شد. نلتلایلج نشلان داد کله سلویله  CLSI استاندارد 

نسبت به آنتی بیوتیک هلای  TAG 48  آئروجینوساسودوموناس 

ایمی پنم، سیپروفلوکساسین و سفتازیدیم حساس و نسبلت بله  

 آمیکاسین نیمه حساس می باشد.

 :   (MIC)نتایج تعیین حداقل غلظت ملهلار کلنلنلده رشلده(  

نشان داده شده اسلت.  2نتایج حاصل از این بررسی در جدول 

آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین نسبت به سایر فاکتور های دیگر 

تاثیر معنی داری بر مهار رشد سلول های پلانکتونی نشان داد و 

 .(p≤ 0.05در درجه دوم توبرامایسین اثر بخشی بیشتر داشت )

هلای فلاقلد  در چلاهلک  MBCمیزان:  MBCو( نتایج تعیین 

نشلان داده  3کدورت بر محیط مولر هینتون آگار  در جدول 

 شده است. 

:  Checkerboardز( نتایج بررسی وجود هم افزایلی بله روش

 4در جلدول نتایج ارزیابی هم افزایی آنتی بیوتیک ها و آنزیم 

ها  هایی که رشد در آن از چاهکنشان داده شده است. هم چنین 

نلتلایلج محاسبه شلد.   Ʃ FMBCمشاهده نشد، کشت و میزان 

آنلتلی بلیلوتلیلک  است.Ʃ FMBC   = Ʃ FMICنشان دادند که 

سیپروفلوکساسین در مقایسه با آنتی بیوتیک های دیگر همراه بلا 

 آلژینات لیاز، بر مهار رشد اثر آنتاگونیسمی را نشان داد.

 بحث   

آلژینات مهمترین اگزوپلی ساکاریدی است که در ملاتلریلکلس 

سودوموناس (. جدایه های 23بیوفیلمی سودوموناس قرار دارد )

که به شکل موکوئیدی هستند، از بلیلان   .TAG 48  آئروجینوسا

بالای آلژینات برخوردار هستند که نقش مهم و حفاظتی بلرای 

بازی می کند و  CFباکتری در شرایط سخت محیط ریه بیماران 

احتمالاً این نقش آلژینات، به دلیل شرکت آن در تشکیل بیوفیلم 

 (.24است )

آلژینات لیاز آنزیمی است که میکروارگانیسم های تجزیه کننلده 

آلژینات و تولید کننده بیوفیلم آلژیناتی قادر به تولید آن هستنلد. 

این آنزیم توسط منابع مختلفی از جمله جلبک های دریایی، نرم 

 تن های دریایی، قارچ ها، باکتری هلا، بلاکلتلریلوفلاژ هلا و 

 (. 25ویروس ها تولید می شود )

در مطالعات گذشته گزارش شده است که در میان باکتری هلا، 

ملخلتلللف گونه هلای باسیلوس سیرکولانس، کلبسیلا نمونیه، 
قادر به سنتلز آنلزیلم   آئروجینوساسودوموناس و سودوموناس 

 (1تخلی  شده. ستون   AlgLپروتئین نوترکیب   SDS-PAGE:  1شکل  
( 3و  2ستون های کیلو دالتون(.  11-111نشانة اندازه مولکولی پروتئین )

نمونة خروجی ستون پس از بارگذاری مایع روماند حاوی پروتئین 
  نوترکیب.

 دامنه غلظت بیوتیک و آنزیم آنتی
µg/ml 

MIC(µg/ml) 

P.aeruginosa 
PAO1 

P.aeruginosa 
TAG48 

 121 121 1-512 سفکسیم

 11 1 135–14  توبرامایسین

 4 2 135–14 سیپروفلوکساسین

 7339 3935 135–151 آنزیم آلژینات لیاز

آنتی بیوتیک ها و آنزیم آلژینات لیاز بر باکتری مورد  MICمیزان : 2جدول  
  .Broth Microdilutionبا روش  MHBمطالعه در محیط 

 دامنه غلظت بیوتیک و آنزیم آنتی
µg/ml 

MBC(µg/ml) 

P.aeruginosa 
PAO1 

P.aeruginosa 
TAG48 

 121 251 1-512 سفکسیم

 14 1 135-14 توبرامایسین

 4 2 135-14 سیپروفلوکساسین

 3935 3935 135-151 آنزیم آلژینات لیاز

آنتی بیوتیک ها و آنزیم آلژینات لیاز بر باکتری مورد  MBCمیزان : 3جدول  
 . MHAمطالعه در محیط 
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 (.  21آلژینات لیاز هستند  )

با توجه به اهمیت آلژینات به عنوان یکی از عوامل ویلرولانلس 

و نقش آن در تشکلیلل بلیلوفلیلللم،   آئروجینوساسودوموناس 

راهکاری مانند تجزیه آن و همچنین کلاهلش اثلرات آن در 

 پایداری بیوفیلم ها  مورد بررسی قرار گرفته است. 

مطالعات فراوانی در مورد غربالگری و مطالعه ی باکتری هلای 

تولید کننده آلژینات لیاز انجام شده است. امروزه ریشه کنلی و 

مهار بیوفیلم بزرگترین نگرانی در درمان محسوب ملی شلود، 

بنابراین بررسی ویژگی های آنزیمی آلژینات لیاز و اثر گلذاری 

آن بر بیوفیلم های پایدار و همچنین سلول های پللانلکلتلونلی 

سهیم در تشکیل بیوفیلم، می تواند از راهکار های مقلابللله بلا 

نلملونله  25اثرات مضر بیوفیلم باشد. در مطالعه حاضر از میان 

، بلر TAG 48  آئروجینلوسلاسودوموناس جدا شده از بیماران، 

اساس داشتن ویژگی های بیوشیمیایی و مولکوللی ملطلللوب، 

انتخاب شد و بررسی های بیوشیمیایی، آزمون های افتلراقلی و 

مولکولی تأیید کننده این بود که جدایه ملتلعلللق بله گلونله 

و دارای ژن سنتز کننده آلژینات للیلاز   آئروجینوساسودوموناس 

 است. 

مطالعات فراوانی در مورد روش های مختلف بیوشیملیلایلی و 

مولکولی برای بررسی آنزیم های داخل و خارج سلولی آلژینات 

 لیاز وجود دارد که امروزه بیشتر از روش های مولکوللی بلرای 

همسانه سازی ژن آلژینات لیاز، بیان آن و تخلی  آنزیم للیلاز 

 (. 29استفاده می شود )

آنزیم آللژیلنلات  1711( و همکاران در سال Eftekharافتخار )

استخراج کردند و بلر   باسیلوس سیرکولانسلیازی را از باکتری 

عصاره خام آنزیم با استفاده از روش رسوب دادن با آملونلیلوم 

% تخلی  نسبی پروتئین را انجام دادند. این گلروه 91سولفات 

بله  DEAE- sephacelاز کروماتوگرافی تعویض یونی بر ستون 

منظور تخلی  بیشتر استفاده کردند و پروتئینی با وزن مولکولی 

کیلو دالتون را تخلی  کردند که آنزیم تخلی  شلده  51تقریباً 

موکوئیدی تاثیر گذار   آئروجینوساسودوموناس بر تجزیه بیوفیلم 

بوده و توانسته بود اگزوپلی ساکارید سویه های موکوئیلدی را 

 (. 29تجزیه کرده و فاگوسیتوز را افزایش دهد )

توانستند دو نلوع  1771( و همکاران در سال Kanekoکانکو )

 آنزیم آلژینات لیاز را از کشلت ملخلللوط بلاکلتلری هلای 

از نمونه خاک جداسلازی  باسیلوسو  آلکالیژنز، باکتریوم  فلاوو

 و تخلی  کنند. این گروه عصاره ی سلللوللی را از سلتلون

 DEAE- cellulose گذراندند و پس از بررسی باSDS- PAGE 

وزن مولکولی آنزیم ها را تخمین زدند. آنزیم هلا دارای وزن 

 (. 21کیلو دالتون بودند ) 11و  55مولکولی 

مطالعات ژنتیکی بر روی میکروارگانیسم های توللیلد کلنلنلده 

آلژینات لیاز، نشان می دهد که ژن های آلژینات لیاز، در جایگاه 

 .( 12ژنی سایر ژن های موثر در سنتز آلژینات قرار گرفته انلد )

از جمله باکتری هایی که در این زمینه بیشتر مورد بررسی قلرار 

می باشد. مطالعات نشلان   آئروجینوساسودوموناس گرفته است، 

داده است که در بیوسنتز آلژینات، آلژینات لیاز، نقش مهمی در 

کنترل طول پلیمر آلژینات و بهینه سازی واکنش پلی مریزاسیون 

 (.27ایفا می کند )

سلودوملونلاس  در مطالعه حاضر ژن آلژینات لیاز سویه منتخب

شناسایی، جداسازی و تکثیر شد. سپلس   TAG 48  آئروجینوسا

همسانه سازی شد و بعد از  E.coli DH5αاین ژن در باکتری   

سلتلون پروتئین حاصل تلوسلط  E.coli BL21بیان در باکتری 

تخلی  شد و   IMAC Bio-Scale Miniکروماتوگرافی تمایلی 

مورد بررسی قرار گرفت و وزن مولکولی   SDS-PAGE نتایج با

در  2117در سال کیلو دالتون گزارش شد.  39پروتئین، تقریبا 

( و همکاران، ویژگی های آلژینات لیلازی در Kimمطالعه کیم )

تعیین شد. آنلهلا  ALG- 5  استرپتومایسسباکتری دریایی گونه 

و  ها بیوتیک آنتی

 آلژینات لیاز
 اثر هم افزایی

MIC به تنهایی

(µg/ml) 

MIC در ترکیب با

 (µg/mlآنزیم )

 سفکسیم

 آلژینات لیاز
 دارد

121 

7339 

32 

2334 

32 

1319 

 توبرامایسین

 آلژینات لیاز
 دارد

11 

7339 

4 

2334 

4 

1319 

 سیپروفلوکساسین

 آلژینات لیاز
 ندارد

4 

7339 
- - 

وجود هم افزایی آنتی بیوتیک ها با آنزیم آلژینات لیاز در میزان : 4جدول  
MIC  سودوموناس آئروجینوزابر جدایه ی TAG. 
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بلا پلرایلملرهلای  PCRاین باکتری را با استفاده از  algLژن 

اختصاصی طراحی شده از توالی های نوکلئوتیدی هلملوللوگ، 

همسانه سازی کردند و بعد از بیان ژن و تخلی  پروتلئلیلن و 

وزن مولکولی پروتئین را  SDS- PAGEبررسی با کمک روش 

( که این یافته با نتایج مطاللعله 31کیلو دالتون تخمین زدند ) 32

 حاضر هم خوانی دارد.

همانطور که اشاره شد، . بیوفیلم ها از جمله مشکلات مهلم در 

درمان هستند. بنابراین اگر بتوان مرحله ی اول و مرحله چهلارم 

تشکیل بیوفیلم را مهار کرد، می توان در راستای برطرف کلردن 

 (.  5این نگرانی درمانی امیدوار بود )

نتایج مطالعه حاضر نشان می دهد که از میان آنتی بیوتیک هلای 

بررسی شده )سیپروفلوکساسین، توبرامایسین و سفکسیلم( بلر 

سلول های پلانکتونی، سیپروفلوکساسین نسبت بله دو آنلتلی 

بیوتیک دیگر فعال تر عمل کرده است و توبرامایسین در ملقلام 

دوم اثرگذاری قرار دارد که این خود می تواند بلا فلعلاللیلت 

فلوروکینولونی سیپروفلوکساسین آن مرتبط باشد که تلوانلایلی 

 نفوذ در بیوفیلم های باکتری های در حال رشد و زنده را دارد.

آنلتلی  MBICو  MIC، 2112( و همکاران در سال Lutzلوتز )

بیوتیک های سفتازیدیم، سیپروفلوکساسین، توبرامایسین، ایملی 

جدایه بالینی بررسی کردند و نشان دادند  11پنم و مروپنم را بر 

 که مروپنم در بین آنتی بلیلوتلیلک هلای ملورد ملطلاللعله، 

فعال ترین آنتی بیوتیک در شرایط پلانکتونی است و حال آنکله 

سیپروفلوکساسین فعال ترین آنتی بیوتیک در شرایط بیوفیللملی 

 (. 5می باشد )

 امروزه ترکیبات ضد میکروبی و بیوفیلمی متنوعلی شلنلاخلتله 

شده اند که اثرات موثری در فعالیت های ضد بیوفیلمی از خلود 

نشان می دهند. علاوه بر ترکیبات ضد میکروبی مصلنلوعلی و 

 ساختگی، ترکیبات طبیعی نیز وجود دارند کله بلر تشلکلیلل 

 (. 4بیوفیلم ها اثر می گذارند )

آنزیم های ضد میکروبی تولید شده توسط خود میکروب ها در 

پراکندگی و گسیختگی ماشین سلولی باکتریایی و مهار تشکلیلل 

(. بیش از دو دهله اسلت کله 31بیوفیلم نیز اثر گذار هستند )

آلژینات لیاز به عنوان کاندیدای درمانی برای علفلونلت هلای 

موکوئیدی معرفلی شلده اسلت. در   آئروجینوساسودوموناس 

مطالعه حاضر، اثر سیپروفلوکساسین، توبرامایسین و سفکسیم به 

تنهایی و در ترکیب با آلژینات لیاز بر مهار رشد سلللول هلای 

 بررسی شد.  آئروجینوساسودوموناس پلانکتونی 

تیمار  3نتایج نشان داد که سیپروفلوکساسین به تنهایی نسبت به 

دیگر بهتر عمل کرده است و حال آنکه توبرامایسین و سفکسیم 

همراه با آلژینات لیلاز، اثلر هلم افلزایلی را نشلان دادنلد. 

 سیپروفلوکساسین به تنهایی بلر ملهلار رشلد پللانلکلتلونلی

نسبت به هر کدام از علواملل ملورد   آئروجینوساسودوموناس 

بررسی مؤثر تر عمل کرده است. اما همراه با آلژینات لیاز هلیل  

گونه اثر هم افزایی نشان نداد و در مهار رشلد پللانلکلتلونلی 

 اثر آنتاگونیسمی نیز نشان داد.  آئروجینوساسودوموناس 

( و همکاران، سیپروفلوکساسین هملراه Cottonدر مطالعه کاتن )

با آلژینات لیاز به طور معنی داری بر مهار رشد سلول و ریشله 

(.  اما در مطلاللعله حلاضلر اثلر 32کنی بیوفیلم اثر گذار بود )

سیپروفلوکساسین در ریشه کنی بیوفیلم و مهار رشد سلول های 

پلانکتونی، با نتایج آن ها سازگار  نمی باشد. بر اساس نلتلایلج 

حاصل از پژوهش حاضر، می توان گفت که تجزیه ی آنزیلملی 

آلژینات بوسیله ی آلژینات لیاز، اثر آنلتلی بلیلوتلیلک هلای 

توبرامایسین و سفکسیم را افزایش می دهد و می توان پیشنهلاد 

کرد که استفاده از آلژینات لیاز در ترکیب با توبلراملایسلیلن و 

سودوملونلاس سفیکسیم ممکن است در مقابله با عفونت های  
 مفید باشد.  آئروجینوسا

( و هلملکلاران، Tsengدر مطالعه ما نیز مشابه مطالعه  تسنگ )

 سیپروفلوکساسین نسبت به سایلر آنلتلی بلیلوتلیلک هلا در 

میکروگرم بر میلی لیتر توانایی اثر معنی داری بلر  4غلظت های 

هر دو حالت پلانکتونی و بیوفیلمی سلول ها نشان داده اسلت 

که این اثر مرتبط با بار خنثی این آنتی بیوتیک و نفوذ راحت آن 

به بیوفیلم است و توبرامایسین در مقایسه با سیپروفلوکساسلیلن 

میکرو گرم بر میلی لیتر بلر  14و  11به ترتیب در غلظت های 

 (.  33سلول های پلانکتونی و بیوفیلمی اثر خود را نشان داد  )

( و همکاران می توان نتیجله Tsengبر اساس یافته های تسنگ )

 گرفت که توبرامایسین پاسخ تنشی موضعی را تحریک می کند
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و باکتری ها را در بیوفیلم محیطی )حاشیه ای( از بین می بلرد  

 و در بیوفیلم عمقی اثر چندانی ندارد. 

 

 نتیجه  یری           

نتایج این پژوهش نشان داد که استفاده از آنزیم آلژینات لیاز  به 

 همراه برخی آنتی بیوتیک ها می توانند بله علنلوان یلکلی از 

سلودوملونلاس ابزار های مفید در درملان علفلونلت هلای 
مورد استفاده قرار گیرد همچنین شناسایی ژن های   آئروجینوسا،

از جوامع میکروبی می تواند رویکرد های جدیلدی  algLجدید 

 برای مطالعه و تحقیق آلژینات لیاز هایی بلا فلعلاللیلت هلای 

ویژه علیه آلژینات های باکتریایی از نمونه های میکروبی بالینلی 

باشد و شناخت مکانیسم مقاومت آنتی بیلوتلیلکلی و نلقلش 

 ساختاری بیوفیلم به پزشکان این اجازه را ملی دهلد تلا در 

روش های درمانی و شیمی درمانی خود بهترین راه درمانلی را 

 انتخاب کنند.

 

 ملاحظات ا لاقی            

 نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل علدم سلرقلت ادبلی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این ملقلالله 

 رعایت کرده اند.

 

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از حمایت مالی دانشگاه الزهرا در انلجلام 

 این پژوهش کمال تشکر و قدردانی را دارند.

 

 ت ار  در مناف               

 وجود ندارد
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Abstract 

Background & Objectives: Alginate is one of the most important virulence factors 

of Pseudomonas aeruginosa. This study aimed to evaluate the synergistic effect of  

recombinant alginate lyase and common antibiotics in the treatment of Pseudomonas infections on 

the growth of planktonic cells of P. aeruginosa.   

Materials & Methods: In this study, P. aeruginosa TAG48 was isolated and identified from the 

clinical sample. To purify alginate lyase and its effect on planktonic cells, the alginate lyase gene 

(algL) was isolated, cloned, sequenced and expressed. The resultant enzyme was purified by  

affinity chromatography. The ciprofloxacin, tobramycin, and cefixime were also used to test the 

effectiveness of these antibiotics on planktonic cells of P. aeruginosa by carrying out MIC, MBC. 

The synergistic effects of these antibiotics and the recombinant alginate lyase enzyme on  

planktonic cells were evaluated.   

Results: Our results indicated that the antibiotics and the enzyme have shown MIC for  

ciprofloxacin, tobramycin, cefixime and enzyme in the following concentrations: 4, 16,128 and 

9.37 μg/ml, respectively. MBC was also calculated equal to MIC. Also, alginate lyase exhibited 

synergy with tobramycin and cefixime on the growth of planktonic cells of P. aeruginosa TAG48 

but not with ciprofloxacin.   

Conclusion: Regarding the importance of alginate in the pathogenicity of P. aeruginosa, its  

degradation could reduce this characteristic of the bacteria. Detection of novel algL genes in  

bacterial communities can also lead the way for the study of alginate lyases with specific activities 

against alginates from pathogenic bacteria in microbial samples.  
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