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مقدمه
می  شکل  ای  میله  منفی  گرم  باکتری  آئروجینوزا  سودوموناس 
باشد که تقریبا در تمامی انواع خاک ها و محیط های آبی یافت 
می شود.این باکتری طیف وسیعی از فاکتور های بیماری زا را به 

همراه دارد که آن را قادر می سازد تا محدوده وسیعی از گیاهان، 
حشرات و پستانداران را آلوده نماید. به عنوان یک باکتری فرصت 
ایمنی  که ضعف سیستم  درافرادی  عفونت  ایجاد  ظرفیت  طلب 
دارند و یا دچار آسیب دیدگی و یا سوختگی های شدید شده اند 
را دارا می باشد به ویژه عفونت با این باکتری در چشم، سیستم 
و هم چنین زخم های  تنفسی  و  ادراری  گردش خون، مجاری 
مهمترین  از  یکی  عنوان  به  و  است  معمول  سوختگی  از  ناشی 
بیمارستانی محسوب می شود)22(. عفونت  عوامل عفونت های 
های ایجاد شده توسط این باکتری به سختی درمان می شوندچرا 
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تولید پیوسین توسط باکتری سودوموناس آئروجینوزا و بررسی اثر سینرژیسم آن با 
تعدادی از آنتی بیوتیک های رایج در شرایط آزمایشگاهی
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چکیده
مقاومت  به  توجه  با  بیمارستانی محسوب می شود.  عوامل مهم عفونت های  از  یکی  آئروجینوزا  سابقه و هدف:سودوموناس 
گسترده آنتی بیوتیکی ومحدود بودن دارو های مؤثر، امروزه توجه زیادی به استفاده از عوامل دارویی جایگزین شده است. یکی از موارد 
جایگزین، پیوسین تولیدی توسط سودوموناس می باشد که می تواند بر گونه های خویشاوند و حتی دیگر جنس ها نیز اثر ممانعتی داشته 
باشد. این مطالعه با هدف تولید و بررسی اثرات ضد میکروبی پیوسین بر تعدادی از باکتری های بیماری زا و بررسی اثر سینرژیسم آن با 

تعدادی از آنتی بیوتیک های رایج انجام شده است.

مواد و روش ها: تولید پیوسین توسط سویه های جداسازی شده سودوموناس آئروجینوزا، بدون القاگر و در حضور القاگرمیتومایسین 
سی در دما ها وpH های مختلف بررسی شد. اثر ممانعتی پیوسین بر تعدادی از باکتری های بیماری زا مورد مطالعه قرار گرفت هم چنین 

پدیده سینرژیسم بین پیوسین تولیدی با تعدادی از آنتی بیوتیک ها بررسی شد.

يافته ها: تولید پیوسین هم در غیاب القاگر و هم به میزان بیشتری در حضور القاگر میتومایسین سی انجام گرفت. دمای 37 درجه 
سلسیوس و pH=7 بهترین شرایط برای تولید پیوسین بودند. پیوسین تولیدی، اثر ممانعتی قابل توجهی بر علیه باکتری های هدف نشان 

داد هم چنین با تعدادی از آنتی بیوتیک های مورد بررسی دارای اثر سینرژیسم بود.

بحث : اين مطالعه نشان داد كه خاك هاي بياباني داراي گونه هاي متنوعي از اكتينوميست ها مي باشند كه تعدادي از آن ها داراي 
خواص وسيع الطيف ضد مكيروبي هستند و منابع بالقو ه اي براي آنتي بيوتكي ها مي باشند. 

نتیجه گیری:پیوسین در شرایط آزمایشگاهی می تواند نقش مؤثری در مهار باکتری های بیماری زا داشته باشد. با انجام تحقیقات 
بیشتر و به ویژه در بدن موجود زنده می توان اطلاعات جامع تری در خصوص امکان بکارگیری آن به عنوان جایگزین و یا مکمل درمانی 

در درمان عفونت های باکتریایی بدست آورد. 

کلمات کلیدی : پیوسین، میتومایسین سی، سینرژیسم، سودوموناس آئروجینوزا

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره پنجم، شماره بیستم - پائیز 1394

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
94

.5
.2

0.
9.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
10

 ]
 

                             1 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1394.5.20.9.3
https://ncmbjpiau.ir/article-1-702-en.html


تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره پنجم . شماره بیستم پائیز  1394 تولید پیوسین ...

80

اینکه  ویا  بوده  مقاوم  ها  بیوتیک  آنتی  به  ذاتا  باکتری  این  که 
مقاومت به آن ها را کسب می کند، بنابراین انتخاب آنتی بیوتیک 
با  باکتری  این  با  شده  ایجاد  های  عفونت  درمان  برای  مناسب 

محدودیت همراه است)3،7،22،28(.
بیوتیک های  آنتی  با  درمان  به خوبی مشخص شده که  امروزه 
دارای طیف عملکرد وسیع می تواند سبب کاهش و ایجاد اختلال 
را  مناسبی  فضای  و  شده  بدن  مفید  های  باکتری  عملکرد  در 
بنابراین  نماید.  ایجاد  دیگر  زای  بیماری  عوامل  جایگزینی  برای 
کاملا  به صورت  بتوانند  که  دیگر  درمانی  جایگزینی روش های 
مورد هدف  میزبان  بدن  در  را  زا  بیماری  عامل  فقط  اختصاصی 
قرار دهند ضروری به نظر می رسد. یکی ازروش های جایگزین 
درزمینه مبارزه اختصاصی علیه باکتری ها، استفاده از باکتریوسین 
میکروبی  این عوامل ضد  باشد. تحقیقات نشان داده که  ها می 
که به صورت طبیعی توسط بسیاری از باکتری ها علیه نژاد های 
اختصاصی  صورت  به  قادرند  شوند  می  تولید  خود  خویشاوند 
هدف  را  ها  باکتری  از  خاص  هایی  سویه  فقط  و  نموده  عمل 
آئروجینوزاکه  سودوموناس  از  حاصل  دهند)4(.باكتريوسين  قرار 
پیوسین خوانده می شود نیز در زمره این ترکیبات ضد میکروبی 
قرار داشته و می تواند به عنوان یک داروی ارزشمند علیه مواردی 
از عفونت ها به کار گرفته شود)8،9(.پیوسین ساختاری پروتئینی 
داشته و بر علیه گونه های خویشاوندو گاهی حتی بر علیه دیگر 
جنس ها نیز مؤثر می باشدودر چهارگروه قرار می گیرد. دو گروه 
تحت عنوان پیوسین های نوع R و نوعF شناخته می شوند که 
ساختار های مولکولی بزرگ مشابه با دم فاژی دارند. بسیاری از 
گونه های سودوموناس ژن هایی برای یک یا هر دونوع پیوسین 
RوFدارند)18(که در کروموزوم اصلی باکتری قرار گرفته است. 
در بعضی از مقالات این دو نوع پیوسین به عنوان فاژ های ناقص 
مطرح شده اند.دو نوع دیگر تحت عنوان پیوسین های نوع Mو 
نوعS ترکیبات پروتئینی کوچک مشابه با کلیسین های اشریشیا 
کلی می باشند)16،19،12،5(.از انواع ذکر شده، پیوسین نوع Rاز 

قابلیت ضد میکروبی کارآمدی برخوردار بوده و کارایی کشندگی 
آن 1 تا 2 ذره پیوسین به ازای یک باکتری هدف می باشد )18(. 
امروزه قدرت و توانایی بالای این نوع پیوسین استفاده از آن را به 
عنوان یک عامل ضد میکروبی مورد توجه قرار داده است)23(.
همانند باکتریوفاژ ها، مولکول های پیوسین نیز به گیرنده های 
سوزن  ساختار  با  و  شده  متصل  هدف  باکتری  روی  بر  خاصی 
مانند خود در غشای باکتری نفوذ می کنند)25(.برخلاف باکتری 
وفاژ ها، پیوسین ها هیچ موادی برای تزریق به باکتری ندارند و 
باکتری هدف به واسطه اتلاف پتانسیل غشا، که از اتصال یک ذره 

ی پیوسینی ناشی می شود، از بین می رود)27،25،11(.

تحقیقات نشان داد ه است که سویه هایی از باکتری سودوموناس 
آئروجینوزا در محیط کشت غنی معمولا سطح پایه ای از فعالیت 
وسیله  به  پیوسین  تولید  و  دهند  می  نشان  را  پیوسین  تولید 
تیمار هایی که موجب آسیب به DNAباکتری شود افزایش می 
یابد)10(.به عنوان مثال مشخص شده است که اشعه UV می 
تواند سبب شود تا این باکتری پیوسین ها را پیش از مرگ سلولی 
انجام  در هر سلول  ذره  تقریبا 200  نرخ  با  نماید)14(که  ایجاد 
می پذیرد)16(.از شرایط القایی دیگر حضور میتومایسن سی در 
اختلال در آن  و  باکتری  ژنوم  به  اتصال  با  باشد که  محیط می 

موجب تحریک تولید پیوسین می شود)17(.

روش کار

جمع آوری نمونه نمونه های باکتری

منابع  آئروجینوزااز  سودوموناس  نمونه   10 تحقیق  این  در 
کلینیکی مختلف شامل ادرار، خون، مدفوع و زخم های ناشی از 
سوختگی جمع آوری شد. نمونه ها بر اساس رنگ آمیزی گرم، 
تولید پیگمان، تست اکسیداز، تخمیر قند ها، تست OF و توانایی 

رشد در 42 درجه سلسیوس شناسایی شدند.

تولید پیوسین بدون القاگر

از محیط کشت سنتزیpyocinproductionmedium81با 
ترکیب 30 گرم محیط کشت تریپتی کیز سوی براث بدون گلوکز 
برای  مقطر  آب  لیتر  میلی  در 1000  پتاسیم  نیترات  گرم  و10 
کشت باکتری استفاده گردید. محیط کشت در یک سری لوله در 
مقادیر 5 میلی لیتری توزیع و در دمای 121 درجه سلسیوس 
به مدت 15 دقیقه اتوکلاوگردید. سویه های خالص سازی شده 
سودوموناس به طور جداگانه در لوله ها تلقیح شده ودر دمای 37 
درجه سلسیوس به مدت 24 ساعت گرم خانه گذاری شدند.جهت 
پیوسین،  های  مولکول  آزادسازی  و  باکتری  های  سلول  کشتن 
میزان 1 میلی لیتر کلروفرم به هر لوله اضافه شد و لوله ها به 
مدت 20 ثانیه به شدت توسط شیکرلوله ای تکان داده شدند و 
پس از 10 دقیقه نگهداری در دمای اتاق، مجددا 20 ثانیه دیگر 
این عمل تکرار گردید. جهت حذف کلروفرم، لوله ها به مدت یک 
شب در یخچال با در باز نگهداری شدند و در نهایت جهت حذف 
بقایای سلولی به مدت 20 دقیقه با سرعت 14000 دور در دقیقه 

سانتریفیوژ شدند)21(.

تولید پیوسین در حضور القاگر میتومایسین سی

تریپتیک  محیط  در  شده،  جداسازی  سودوموناس  های  سویه 
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سوی براث کشت داده شدند و به مدت 4 ساعت در دمای 37 
درجه سلسیوس بر روی شیکر )150 دور در دقیقه( قرار گرفتند. 
سپسمی تومایسین سی )مرک آلمان( به میزان 1 میکروگرم در 
4 ساعت  مدت  به  مجددا  و  اضافه گشته  ها  لوله  به  لیتر  میلی 
گرمخانه گذاری شدند. همانند مرحله قبل، عمل افزودن کلروفرم 
مرحله  دو  در  ای  لوله  روی شیکر  بر  ها  لوله  زدن شدید  و هم 
باکتری  کشت  شیرابه  نهایت  در  و  گرفت  انجام  ای  ثانیه   20
بدست  دقیقه  در  دور   14000 سرعت  با  نمودن  سانتریفیوژ  با 

آمد)26(.

بررسی اثر ضد باکتریایی پیوسین تولیدی

تولیدی،شیرابه  پیوسین  ضدباکتریایی  فعالیت  بررسی  جهت 
سانتریفیوژ شده سویه مورد بررسی که در مراحل قبل تهیه شد 
با روش انتشار چاهکی مورد بررسی قرار گرفت. برای این منظور 
کشت  براث  نوترینت  محیط  در  قبلا  که  را  هدف  های  باکتری 
داده و غلظت آن ها توسط لوله 0/5 مک فارلند معادل 108×1/5 
)باکتری در میلی لیتر( تنظیم گشته بود، در سطح محیط مولر 
هینتون آگار به صورت کامل کشت داده و میزان 100 میکرولیتر 
از شیرابه کشت سودوموناس، به چاهکی که توسط پی پت پاستور 
استریل در آگار ایجاد شد اضافه گردید و به مدت 24 ساعت در 
دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانه گذاری گردید. فعالیت ضد 
رشد  عدم  هاله  قطر  گیری  اندازه  اساس  بر  پیوسین  باکتریایی 

تعیین شد.

استخراج پیوسین با سولفات آمونیوم

بهترین  پیوسین  تولید  نظر  از  که  سودوموناس  از  هایی  سویه 
قابلیت را از خود نشان دادند انتخاب کرده و با توجه به ماهیت 
پروتئینی پیوسین، از نمک جامد سولفات آمونیوم )مرک آلمان(

جهت رسوب دهی و استخراج پیوسین تولیدی استفاده شد. برای 
این منظور ابتدا شیرابه کشت مایع باکتری )که قبلا در حضور 
القاگر میتومایسین سی گرمخانه گذاری شده بود( با سانتریفیوژ 
فراهم شد  به مدت 20 دقیقه(  نمودن )14000 دور در دقیقه 
نمک  گرم   7/68 تولیدی،میزان  پیوسین  دادن  رسوب  جهت  و 
سولفات آمونیوم به ازای هر 10 میلی لیتر شیرابه به آن افزوده و 
بر روی شیکر به مدت یک ساعت مخلوط گردید سپس پروتئین 
های رسوب کرده، به کمک سانتریفیوژ )14000 دور در دقیقه 
به مدت 15 دقیقه( از مایع رویی جدا گشته و در گرمخانه 37 

درجه سلسیوس خشک گردید)24(.

 TSB محیط  در  سازی  خالص  از  پس  و  شد  جدا  کلنی   300
حاوی گلیسرول در دمای 80- نگه داری گرديد.

حداقل  و   )MIC(کنندگی ممانعت  غلظت  حداقل  تعیین 
)MBC( غلظت کشندگی

از پودر پیوسین استخراج شده در مرحله  مقدار 50 میلی گرم 
قبل را در یک میلی لیتر بافرPBS حل کرده و با روش رقیق سازی 
متوالی، رقت های مختلفی ) هر رقت نصف رقت قبلی( از آن در 
لوله های حاوی یک میلی لیتر محیط کشت تریپتیک سوی براث 
تهیه شد و حداقل غلظت مهار کنندگی و کشندگی آن بر علیه 
تعدادی از باکتری های گرم مثبت و گرم منفی مورد مطالعه قرار 
گرفت. برای این منظور ابتدا با استفاده از لوله 0/5 مک فارلند، 
غلظت باکتری هدف را معادل 108×1/5 )باکتری در میلی لیتر( 
تنظیم نموده و میزان یک میلی لیتر از باکتری هدف به هر یک 
از لوله های حاوی پیوسین افزوده شد. پس از 24 ساعت گرمخانه 
گذاری، کمترین رقتی از پیوسین که مانع از رشد باکتری هدف 
شده بود به عنوان MICدر نظر گرفته شد. از لوله هایی که فاقد 
کدورت بودند نیز نمونه برداری کرده و مجددا در تعدادی از لوله 
های حاوی تریپتیک سوی براث کشت داده شد که پس از 24 
به  بود  فاقد کدورت  ساعت گرمخانه گذاری، کمترین رقتی که 

عنوان MBC در نظر گرفته شد.

بررسی تاثیر دما بر تولید پیوسین

جهت بررسی تاثیر دما بر میزان تولید پیوسین، سویه های مولد 
داده شدند  براث کشت  پیوسین در محیط کشتتریپتیک سوی 
و در دما های مختلف 25،28،31،34، 37،40، 43 و 46 درجه 
تولید  گذاری شدند. میزان نسبی پیوسین  سلسیوس گرم خانه 
شده،با روش انتشار چاهکی و اندازه گیری هاله های عدم رشد بر 

علیه باکتری سودوموناس آئروجینوزا تعیین گردید.

بررسی تاثیر pH بر تولید پیوسین

های  سویه  پیوسین،  تولید  میزان  بر   pH تاثیر  بررسی  جهت 
مولد پیوسین در محیط کشتتریپتیک سوی براث که قبلا توسط 
 pHمحلول های یک نرمال هیدروکسید سدیم و اسید کلریدریک
آن ها در مقادیرمختلف 4، 5، 6، 7 و 8 تنظیم شده بود کشت 
داده شدند و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سلسیوس 
گرمخانه گذاری شدند. میزان نسبی پیوسین تولید شده، با روش 
انتشار چاهکی و اندازه گیری هاله های عدم رشد بر علیه باکتری 

سودوموناس آئروجینوزا تعیین گردید.

بررسی پدیده سینرژیسم

جهت بررسی پدیده سینرژیسم بین پیوسین تولیدی با تعدادی 
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 30 میزان  سمپلر  کمک  به  ابتدا  رایج،  های  بیوتیک  آنتی  از 
میکرولیتر از پیوسین حل شده در بافر PBS)با غلظت 50 میلی 
بیوتیکی  های آنتی  از دیسک  لیتر( را به تعدادی  بر میلی  گرم 
افزوده و تا خشک شدن کامل در گرمخانه 37 درجه سلسیوس 
قرار داده شدند. هم چنین از کاغذ فیلتر واتمن نمره 4 نیز دیسک 
هایی با قطر 6 میلی متر تهیه کرده و پس از استریل کردن، به هر 
کدام میزان 30 میکرولیتر محلول پیوسین اضافه و جهت خشک 
شدن در گرمخانه قرار داده شدند. سپس باکتری هدف را که قبلا 
غلظت آن توسط لوله 0/5 مک فارلند تنظیم شده بود در سطح 
محیط مولر هینتون آگار به صورت کامل کشت داده و به ازای 
هر آنتی بیوتیک مورد بررسی، یک دیسک حاوی آنتی بیوتیک، 
یک دیسک حاوی آنتی بیوتیک آغشته به پیوسین و یک دیسک 
از  پس  شد.  داده  قرار  کشت  محیط  سطح  در  پیوسین  حاوی 
اثر  درجه سلسیوس،  دمای 37  در  گذاری  گرمخانه  ساعت   24
سینرژیسم از مقایسه هاله های عدم رشد در اطراف سه دیسک 
سه  بیوتیک  آنتی  هر  برای  آزمایش  این  گردید.  تعیین  مربوطه 
بار تکرار گشته و در نهایت میانگین تکرار ها در نظر گرفته شد.

نتایج
مورد  کلینیکی  نمونه   10 بین  از  که  داد  نشان  اولیه  غربالگری 
تولید  دارند.  را  پیوسین  تولید  قابلیت  نمونه  چهار  بررسی، 
پیوسینهم در حضور القاگر میتومایسین سی و هم در غیاب آن 
انجام گرفت ولی بررسی قطر هاله های عدم رشد بر روی باکتری 
های هدف نشان داد که در حضور القاگر میتومایسین سی، تولید 

پیوسین به میزان بیشتری صورت گرفته است)نمودار1(.

در بین سویه های مولد پیوسین، سویه ای که بیش ترین توانایی 
تولید پیوسین را از خود نشان داد انتخاب گشته و با روش مولکولی 
بر اساس تعیین توالی ژن 16SrDNA و مقایسه با بانک ژنی 
باسویه درصد   99/9 میزان  به  که  گرفت  قرار  شناسایی  مورد 
Pseudomonas aeruginosaLMG1242خویشاوندی 
نشان   1 شکل  فیلوژنی  درخت  در  قرابت  این  میزان  که  داشت 

داده شده است.

تولید  که  داد  نشان  پیوسین  تولید  میزان  بر  دما  اثر  بررسی 
پیوسیندر محدوده دمایی بین 31 تا 43 درجه سلسیوس قابل 
انجام بوده و بیش ترین میزان تولید در دمای 37 درجه سلسیوس 

بوده است )نمودار2(.

بررسی اثر pH های مختلف محیط کشت بر میزان تولید پیوسین 
نشان داد که تولید پیوسین در محدوده pH=4 تا 8 قابل انجام 
بوده و بیش ترین میزان تولید پیوسین در pH=7 انجام گرفت 

)نمودار3(.

بررسی اثر ضد باکتریایی پیوسین استخراج شده توسط سولفات 
گرم  و  مثبت  گرم  های  باکتری  از  تعدادی  علیه  بر  که  آمونیوم 
باکتری  بر  تولیدی  پیوسین  که  داد  نشان  گرفت  انجام  منفی 
سودوموناس  سرئوس،  باسیلوس  اورئوس،  استافیلوکوکوس  های 
آئروجینوزا، اشریشیا کلی و سالمونلا تیفی اثر مهار کنندگی دارد 
که نتایج آن در جدول 2 نشان داده شده است. بررسی حداقل 
کشندگی  غلظت  حداقل  و   )MIC(کنندگی ممانعت  غلظت 
سودوموناس  باکتری  علیه  بر  که  تولیدی  )MBC(پیوسین 
بر  میکروگرم  داد که غلظت200  نشان  انجام گرفت  آئروجینوزا 
به عنوان حداقل غلظت ممانعت  تولیدی  از پیوسین  لیتر  میلی 
کننده رشد و غلظت 780 میکروگرم بر میلی لیتر از آن به عنوان 

حداقل غلظت کشندگی می باشد. 

آنتی  از  تعدادی  با  تولیدی  پیوسین  بین  اثر سینرژیسم  بررسی 
آئروجینوزا  سودوموناس  باکتری  علیه  بر  رایج  های  بیوتیک 
اثر سینرژیسم قابل توجهی بین پیوسین تولیدی  نشان داد که 
اریترومایسین،  سیلین،  آمپی  پنم،  ایمی  های  بیوتیک  آنتی  با 
کلرآمفنیکل، سفکسیم و پنی سیلین ایجاد شده است که نتایج 

آن در جدول 1 مشاهده می شود.

نمودار1: مقایسه میزان نسبی تولید پیوسین در حضور القاگر میتومایسین 

سی و در غیاب آن و اثر بازدارندگی آن بر باکتری های مورد بررسی

 Pseudomonas thermotolerans strain CM3 16S ribosomal RNA gene,partial sequenc 

 g-proteobacteria|3leaves 

 g-proteobacteria |3leaves 

 g-proteobacteria |6leaves 

 g-proteobacteria |58leaves 

 g-proteobacteria |18leaves 

 g-proteobacteria |2leaves 

 

Pseudomonasaeroginosa strain NBRC 12689 16S ribosomal RNA gene,partial sequence 

 

Pseudomonasaeroginosa strain SNP0614 16S ribosomal RNA gene,partial sequence 

 

Pseudomonasaeroginosa strain DSM 50071 16S ribosomal RNA gene,co… 

 

Pseudomonasresinovorans NBRC 106553 strain NBRC 106553 16S ribosomal RNA,com… 

 

g-proteobacteria |2leaves 

 

Pseudomonasaeroginosa pA01 strain PA01 ribosomal RNA gene,complete sequence 

 Pseudomonasaeroginosa strain DSM 50071 16S ribosomal RNA gene,partial sequence 

 ICI 36563 

 Pseudomonasaeroginosa strain ATCC 10145 16S ribosomal RNA gene,partial sequence 
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نمودار 2: بررسی میزان نسبی تولید پیوسین در دما های مختلف

نمودار3: بررسی میزان نسبی تولید پیوسین در pH های مختلف 

آنتی بیوتیک مورد 
بررسی

قطر هاله عدم 
رشد 

دیسک آنتی 
بیوتیک

قطر هاله عدم رشد 
دیسک

آنتی بیوتیک آغشته 
به پیوسین

2025ایمی پنم

1313سفوتاکسیم

مقاوممقاومسفالکسین

1516آمیکاسین

1111نالیدیکسیک اسید

1212سفتیزوکسیم

1616سفتریاکسون

10مقاومآمپی سیلین

10مقاوماریترومایسین

1314جنتامایسین

12مقاومکلرامفنیکل

14مقاومسفکسیم

10مقاومپنی سیلین

جدول1: اثر سینرژیسم بین پیوسین تولیدی با تعدادی از آنتی بیوتیک ها بر 

علیه باکتری سودوموناس آئروجینوزا

بحث
امروزه مساله مقاومت آنتی بیوتیکی به شکل بسیار جدی مطرح 
سودوموناس  دارو  به  مقاوم  های  باکتری  از  یکی  است.  شده 
زای  بیماری  عامل  یک  عنوان  به  باکتری  است.این  آئروجینوزا 
فرصت طلب و مهم در افراد دارای نقص ایمنی می تواند به صورت 
ذاتی یا اکتسابی به آنتی بیوتیک ها مقاوم شود به همین دلیل 
انجام تحقیق در جهت به دست آوردن دارو های ضد میکروبی 
جدید برعلیه این باکتری ضروری به نظر می رسد که یکی از این 
موارد پیوسین حاصل از خود باکتری سودوموناس است. پیوسین 
تولید  آئروجینوزا  های  نژاد  از  بعضی  توسط  که  است  پروتئینی 
شده و می تواند بر علیه دیگر نژاد های این باکتری و حتی دیگر 
گونه ها یا جنس های دیگر نیز اثر بازدارندگی و میکروب کشی از 
خود نشان دهد )3،8(. مطالعات نشان داد ه اند که ارتباط زیادی 
بین تولید پیوسین و تولید رنگیزه توسط سویه مولد وجود دارد. 
در یک مطالعه مشخص گردید که کلنی های دارای رنگیزه های 
زرد یا زرد متمایل به قهو ه ای و سبز یا سبز متمایل به آبی با 
احتمال بیشتری توانایی تولید پیوسین را دارند)13(. در تحقیق 
نمونه سودوموناس  از 10  و  مشاهده شد  مطلب  این  نیز  حاضر 
مورد بررسی، چهار موردی که دارای رنگیزه بودند از توانایی تولید 

پیوسین نیز برخوردار بودند.

مطالعات متعدد نشان داده اند که عوامل محرکی همچون اشعه 
ماوراء بنفش و یا بعضی از دارو ها و مواد شیمیایی که به ژنوم 
محرک  عوامل  عنوان  به  توانند  می  رسانند  می  آسیب  باکتری 
تولیدی  پیوسین  میزان  نتیجه  در  و  نموده  پیوسین عمل  تولید 
در  ماده  این  تولید  از  بیشتر  بسیار  سودوموناس  باکتری  توسط 
غیاب عامل محرک خواهد بود )13، 21، 23و 24(. نتایج بدست 
آمده در تحقیق حاضر نیز تایید کننده این مطلب بود و همان 
طور که در نمودار 1 مشاهده می شود تولید پیوسین در حضور 
ماده القاگر میتومایسین سی به مراتب بیشتر از تولید این ماده 
در غیاب القاگر صورت گرفته است. بنابراین در پژوهش هایی که 
از یک  بهتر است که  انجام می گیرند  پیوسین  تولید  در جهت 
عامل محرک جهت وادار نمودن باکتری به تولید پیوسین بیشتر 

استفاده گردد.

خصوص  در  همکارانش  و  ماتسویی  توسط  که  ای  مطالعه  در 
باکتری سودوموناس  توسط  پیوسین  تولید  بر  اثر درجه حرارت 
با  پیوسین  تولید  که  گردیده  مشخص  گرفته  انجام  آئروجینوزا 
افزایش دما تا 37 درجه سلسیوس افزایش می یابد و در دمای 
یافته است)23(.  از 37 درجه سلسیوس به شدت کاهش  بالاتر 
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 25 از  دما  افزایش  با  که  داد  نشان  نتایج  نیز  حاضر  تحقیق  در 
به  یابد  می  افزایش  نیز  پیوسین  تولید  سلسیوس  درجه   37 تا 
توسط  ایجاد شده  هاله عدم رشد  قطر  ترین  بیش  ای که  گونه 
پیوسین تولیدی، مربوط به دمای 37 درجه سلسیوس بوده است 
یابد.  می  کاهش  پیوسین  تولید  میزان  دما  بیشتر  افزایش  با  و 
مزوفیل  باکتری  یک  آئروجینوزا  سودوموناس  اینکه  به  توجه  با 
مرجع  های  کتاب  از  بعضی  در  و  باشد  می  کننده سرما  تحمل 
قادر  یاد می شود  )psychrotroph(از آن  نام سایکروتروف  با 
است در محدوده دمایی 30 تا 37 درجه سلسیوس رشد مناسبی 
داشته باشد لذا اثر دما بر تولید پیوسین احتمالا متفاوت از اثر 
اثر  بررسی  در  است)6(.  باکتری  های  سلول  رشد  میزان  بر  دما 
که  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج  پیوسین،  تولید  میزان  بر   pH
بیش ترین میزان تولید پیوسین در pH=7  انجام می گیرد و در 
pH های کمتر از 5 و یا بیشتر از 9 تولید پیوسین متوقف شده 
و یا به اندازه ایاست که نمی تواند هاله عدم رشد محسوسی از 
خود نشان دهد. نتایج دیگر تحقیقات نیز تا حد زیادی موید این 
مسئله می باشد و بهینه pH تولید پیوسین را pH= 7  و یا بسیار 
تحقیقات  کنون  تا   .)9،10،12( هاند  کرد  اعلام  آن  به  نزدیک 
زیادی در خصوص طیف عملکرد پیوسین صورت گرفته است و 
نشان داده اند که پیوسین می تواند علاوه بر گونه سودوموناس، 
بر علیه تعداد زیادی از باکتری های گرم مثبت و گرم منفی نیز 
اثر ضد میکروبی داشته باشد )5، 9، 10، 12، 13، 27(. دراین 
مقاله نیز اثر ضد میکروبی پیوسین علاوه بر باکتری سودوموناس 
باسیلوس  همچون  دیگری  های  باکتری  علیه  بر  آئروجینوزا 
سرئوس، اشریشیا کلی، سالمونلا تیفی واستافیلوکوکوس اورئوس 
مشاهده شد.تحقیقات در خصوص نحوه عملکرد پیوسین نشان 
باشد  باکتریسیدال می  به صورت  پیوسین  اند که عملکرد  داده 
غشاء  سطح  در  مانند،  سوزن  ساختاری  ایجاد  با  تواند  می  و 
پتانسیل غشاء  با برهم زدن  ایجاد منفذ نموده و  باکتری  سلول 
سلولی موجب مرگ باکتری هدف شود)9، 11، 18، 20و 28(. 
این خصیصه می تواند یکی از علل برتری پیوسین در مقایسه با 
بسیاری از عوامل ضد میکروبی که فقط ممانعت کننده رشد بوده 
و به صورت باکتریواستاتیک عمل می کنند و در غیاب آن ها، 
باکتری هدف می تواند مجددا فعال شده و رشد نماید محسوب 
شود. در این تحقیق قطر هاله های ایجاد شده بواسطه عملکرد 
بررسی  زا  بیماری  باکتری های  از  تعدادی  علیه  بر  پیوسین که 
شده بود نشانگر پتانسیل و توانایی مناسب آن در ممانعت از رشد 

عوامل عفونی بود)نمودار 1(.

پرویز مهاجری در سال 1382 نشان داد آنتی بیوتیک هایی چون 
جنتامایسین، سفتازیدیم و توبرامایسین تا حدودی تاثیر خود را 

برسودوموناس از دست داده اند و احتمالا در آینده ای نزدیک این 

دسته از دارو ها نیز از فهرست دارو های ضد سودوموناس خارج 
بیوتیک  آنتی  از  انجام گرفته، یکی  می شوند)2(.طبق مطالعات 
هایی که به خصوص در مواقع بحرانی جهت درمان عفونت های 
ناشی از این باکتری مورد استفاده قرار می گیرد ایمی پنم است 
آئروجینوزا  سودوموناس  های  سویه  نیز  حاضر  مطالعه  )29(.در 
فقیهی شیراز  بیمارستان شهید  بالینی  های  نمونه  از  جدا شده 
ایمی  مایسین،کلرامفنیکل،  اریترو  های  بیوتیک  آنتی  به  نسبت 
پنم، سفوتاکسیم، آمیکاسین، نالیدیکسیک اسید، سفتیزوکسیم، 
سفتریاکسون، جنتامایسین، سفکسیم، آمپی سیلین، سفالکسین و 
پنی سیلین تعیین حساسیت شدند که نسبت به آنتی بیوتیک های 
اریترومایسین، آمپی سیلین،سفالکسین، پنی سیلین،کلرامفنیکل 
و سفکسیم مقاوم بودند و مؤثرترین آنتی بیوتیک علیه سویه ی 
کرد  بینی  پیش  توان  بود.می  پنم  ایمی  بالینی جداسازی شده، 
نیز جایگزین سویه  مقاوم سودوموناس  های  زودی سویه  به  که 
های حساس خواهند شد و درمان را با مشکلات بیشتری مواجه 
خواهند کرد لذا به نظر می رسد به کا رگیری پیوسین و یا دیگر 
باکتریوسین ها در کنار آنتی بیوتیک های رایج و یا حتی به جای 
آن ها بتواند تا حدودی عفونت های سودوموناسی و مقاومت آنتی 
بیوتیکی ناشی از آن را کنترل نموده و از ایجاد سویه های مقاوم 
جلوگیری نماید. به علاوه ترکیب نمودن آنتی بیوتیک های رایج 
باعث  اثر سینرژیسمی آن ها  از  با پیوسین و استفاده  نیز  فعلی 
گسترش طیف عملکرد و اثر بخشی بیشتر آن ها می گردد. در 
اریترومایسین،  بیوتیک های  اثر سینرژیسمی آنتی  این پژوهش 
جنتامایسین و سفکسیم با پیوسین تولیدی بر روی باکتری های 

هدف مشخص و ثابت گردید.

نتیجه گیری
نتایج این پژوهش و مقایسه آن با نتایج سایر مطالعات انجام شده 
به عنوان یک داروی ضد  تواند  نشان می دهد که پیوسین می 
میکروبی جدید بر علیه سویه های سودوموناس باشد که نسبت 
به اغلب دارو ها مقاوم شد ه اند. حضور ماده القاگر میتومایسین 
سی به تولید بیشتر پیوسین انجامید، بنابراین در پژوهش هایی 
از یک  است  بهتر  انجام می گیرند  پیوسین  تولید  که در جهت 
عامل محرک جهت وادار نمودن باکتری به تولید پیوسین بیشتر 

استفاده گردد.

و  کلی  اشریشیا  های  باکتری  بر  ویژه  به  پیوسین  بودن  مؤثر 
استافیلوکوکوس اورئوس که هر دو از عوامل بسیار شایع عفونت 
های بیمارستانی می باشند قابل توجه بوده و نشان می دهد که 
پیوسین نه تنها می تواند به عنوان مکمل و یا جایگزین مناسبی 
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برای آنتی بیوتیک های بکار رفته بر علیه باکتری سودوموناس 
آئروجینوزا باشد بلکه در خصوص دیگر باکتری های بیماری زا 
دیگر  با  مبارزه  قابلیت  تواند  می  و  داشته  مناسبی  عملکرد  نیز 

عوامل عفونی را نیز داشته باشد.

سپاسگزاری
میکروبیولوژی  آزمایشگاه  بخش  از  دانم  می  لازم  خاتمه  در 
دانشگاه آزاد واحد علوم و تحقیقات فارس که در به ثمر رساندن 
این پژوهش نهایت همکاری را به عمل آوردند صمیمانه تشکر و 

قدردانی نمایم.
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