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 چكيده
نقش باكتري انتروكوك فكاليس در مهار رشد باكتري اسـتافيلوكوك ارئـوس از طريـق توليـد     هدف از انجام اين تحقيق، بررسي : سايقه و هدف

 . باشد مي يك تركيب ضد ميكروبي

، سـانتريفوژ و جداسـازي    BHI agarدر محيط كشت  ATCC9854و  PTCC1394با مشخصه  انتروكك فكاليسپس از كشت  :مواد و روش ها
ي شاخص گـرم مثبـت و   ها باكترياثر ضدميكروبي تركيب حاصل  بر .روش دياليز خالص سازي شد توده ميكروبي، ماده ضدميكروبي آن توسط

  .گرم منفي به روش چاهك مورد بررسي قرار گرفت

اين تركيب پس از دياليز، افزايش يافت و  غلظت، فعاليت كـل، و ميـزان پـروتئين     واحد فعاليت، فعاليت اختصاصي و ضريب تخليص :يافته ها
قطر هاله عدم رشد و كمترين غلظت باكتريواستاتيكي ايجاد شده، توسط تركيب ضد ميكروبي ، پس از دياليز، . دياليز، كاهش يافت كل، پس از

  .بود استافيلوكوكوس ارئوسبر روي باكتري 

توليـد   از طريـق د توان يم ، PTCC1394با مشخصه  انتروكوكوس فكاليسبا توجه به نتايج به دست آمده از تركيب ضد ميكروبي،  :گيري نتيجه
  .ايفا نمايدبه عنوان پروبيوتيك در صنعت غذا تركيب ضد ميكروبي، نقش گسترده اي  يك

  پروبيوتيك، فكاليس انتروكوكاثر ضدميكروبي، : واژگان كليدي
 

 مقدمه
باكتري انتروكوك كه يكي از بحث برانگيزتـرين بـاكتري   

ش بسـزايي در  اسيدلاكتيك است، نق ـهاي  ها از گروه باكتري
پروبيوتيك ها فرآورده هايي ). 1(نمايد  مي سلامتي انسان ايفا

از سلول هاي ميكروبي هستند كه اثـر مفيـد روي سـلامت و    
بر اساس مطالعات متعدد، خواص بسيار . آسايش انسان دارند

با ارزشي از جمله اثرات ضد جهش زايي و ضد سرطان زايـي  
ابل پاتوژن هاي روده اي و تقويت ايمني بدن و مقاومت در مق

هـا ممكـن    پروبيوتيك.را به پروبيوتيك ها نسبت داده اند... و 
زا و يـا ممانعـت از رشـد     است با اتصال به تركيبـات سـرطان  
زا  زا را به تركيبات سرطان باكترياي كه تركيبات پيش سرطان

زا در  كند، سبب كـاهش ميـزان تركيبـات سـرطان     تبديل مي
گلوكرونيـداز و بتـا    -هـاي بتـا   اهش آنزيمروده شوند و يا با ك

گلوسيداز و دكانژوگـه نمـودن اسـيدهاي صـفراوي و بهبـود      
سيستم ايمني ميزبان، اثر محافظتي خود را در مقابل سرطان 

سـبب   LABدهد كـه تجـويز    تحقيقات نشان مي. ايفا نمايند
هاي آنتي اكسيداتيو و يا تعديل استرس  افزايش فعاليت آنزيم

هـا در مقابـل    شود كـه بـدين طريـق از سـلول      مياكسيداتيو 
. كنـد  صدمات ناشـي از تركيبـات سـرطان زا، محافظـت مـي     

زنـده و فعـالي كـه بـا     )باكتري ومخمـر (ميكرو ارگانيسم هاي
بـه تعـداد   )اساسـاروده  (استقراردر بخش هـاي مختلـف بـدن   

مناسب با فعاليت زيستي خود عمدتا از طريق حفـظ وبهبـود   
روده ميان ميكروارگانيسم هاي سودمند  توازن فلور ميكروبي

و زيان بخش ، دربردارنده خواص سلامت بخش براي ميزبـان  
واژه پروبيوتيك در زبان لاتين به معناي حيات بخش .هستند
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است و از نظرمفهوم در مقابل واژه آنتي بيوتيـك بـه معنـاي    
  .ضد حيات قرار دارد

لوكوك اسـتافي هـاي   با توجه به تعداد رو به افزايش سوش
مقاوم به متي سيلين، هدف از انجـام تحقيـق حاضـر،     ارئوس

بررســي تــوان توليــد تركيــب ضــد ميكروبــي توســط ســوش 
و  بررسـي تـاثير ضـد ميكروبـي ايـن       انتروكوكوس فكـاليس 

  ) .2، 3(تركيب بر ضد باكتري هاي بيماريزا بود 

      مواد و روش ها
 ـكليـه مـوا    ه كـار رفتـه در ايـن تحقيـق، از شـركت      د ب

MERCKتهيه گرديدند. 
،  BHI agar & BHI broth:كشـت ميكروبـي   هاي  محيط

Blood agar  ، Enterococci broth ،KF-Streptococcus 

agar وSkim milk broth  ساخت شركتMerck بودند.  
اتانـل، گليسـرول، سوكسـينات آمونيـوم،      :مواد شـيميايي 

فنيـل  سولفات آمونيوم، پراكسيد هيدروژن، پودر تترامتيل پارا
ــالاكتوز،    ــوكز، گ ــل رد، گل ــد، فن ــين دي هيدروكلراي دي آم
مانيتول، لاكتوزف رافينـوز، آرژنـين، دي پتاسـيم هيـدروژن     
فسفات، سديم دي هيدروژن فسـفات،معرف نسـلر، سـولفات    

ــرف    ــارات، مع ــيم تارت ــديم پتاس ــس، س ، Folin-ciocaltoم
%. 18.5كربنات سديم، سرم آلبـومين گـاوي،  ژل آكريلاميـد    

مواد شيميايي مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق، سـاخت      كليه
  ..بودند  Merckشركت
بـا   انتروكوكـوس فكـاليس  بـاكتري  :ميكروبـي هـاي   سويه

 6سـويه تسـت اسـترين شـامل      13و  PTCC1394مشخصه 
استافيلوكوكوس ارئوس وكورينه باكتريوم (باكتري گرم مثبت 

ــوبتيليس و     ــيلوس س ــرئوس و ياس ــيلوس س ــه و باس ديفتري
كلبسـيلا  ( بـاكتري گـرم منفـي     7و ) تريا مونوسـيتوژنز  ليس

شيگلا و  سالمونلا پاراتيفيو  پروتئوس ميرابيليسو  پنومونيه
و  اشرشـــياكلي ســـودوموناس آئروژينـــوزاو و  فلكســـنري

ــا شرشــياكليا انتخــاب ايــن . تهيــه شــدند) PTCC 1330ب
تست استرين بر اساس طيـف گـرم مثبـت و گـرم     هاي  سويه

ري ها و كوكسي و باسيل بودن آن ها صورت منفي بودن باكت
  . گرفت

پـس از كشـت ايـن بـاكتري هـا در       :تهيه كشت آغـازگر 
، مشخصــات BHI agarحــاوي محــيط كشــت هــاي  پليــت

انتروكوكوس، از قبيل شكل، قوام، رنگ هاي  ماكروسكوپيكلني
و اندازه، در عمق محـيط كشـت و مشخصـات ميكروسـكوپي     

  ) .4(سي قرار گرفتند توسط رنگ آميزي گرم مورد برر

ــوش    ــكوپي س ــكوپي و ميكروس ــايي ماكروس شناس
هـــاي  مشخصـــات ماكروســـكوپي كلنـــي :انتروكوكـــوس

انتروكوكوس، در عمق محيط كشـت، از قبيـل شـكل، قـوام،     
رنگ و اندازه و مشخصات ميكروسكوپي توسط رنـگ آميـزي   

  ) .5(گرم مورد بررسي قرار گرفتند 
تاييـد سـوش   بيوشـيميايي جهـت   هـاي   انجام آزمون
بيوشيميايي، نظير هاي  آزمون از براي اين منظور :انتروكوك

آزمون كاتالاز، اكسيداز، تجزيه ارژنـين و توانـايي اسـتفاده از    
قندهاي گلوگز، گالاكتوز، مانيتول، رافينوز ولاكتـوز اسـتفاده   

پس از تلقيح سويه ميكروبي بـه محـيط كشـت، سـوش     . شد
ساعت  24گراد به مدت  درجه سانتي 37مورد نظر در دماي 

بيوشـيميايي  هـاي   گرمخانه گذاري شدو سپس مورد آزمـون 
  ) .4،  6(قرار گرفت 

ارزيابي منحني رشد باكتري بر اساس  ميزان جذب نور 
)(OD:     در ابتدا، چند كلني از سوش ، توسط لـوپ  بـه لولـه

تهيـه  (افـزوده شـد    BHI brothآزمايش حاوي محيط كشت 
نمونه توسط دسـتگاه  ) OD(ذب نور و ميزان ج )كشت تلقيح

نمونـه   ODپس از رسيدن ميزان . اسپكتروفتومتر خوانده شد
 BHI از محـيط   ليتـر  ميلي 100از كشت تلقيح به % 5، 1به 

brothسپس، ارلـن بـه   . حاوي سوكسينات آمونيوم افزوده شد
درجـه   37و دمـاي  % 5انكوباتور با ميزان دي اكسـيد كـربن   

ــد  ــل ش ــانتي گرادمنتق ــان. س ــاي  در زم ، 12، 6،8، 0،2،4ه
ساعت،از محـيط حـاوي بـاكتري     120، 96، 72، 48، 16،24

خوانده و  يادداشت گرديد و  ODنمونه برداري كرده و ميزان 
  ).5(رسم شد  ODمنحني رشد باكتري بر حسب 

بيوتيـك بـراي    حـاوي آنتـي  هـاي   آماده سازي نمونه
 24ش جهت آمـاده سـازي نمونـه هـا ، از سـو      :وژيسانتريف

. تهيـه گرديـد   ) OD =1(ساعته انتروكوك، سوسپانسيوني با  
 10يـا  %  5يك سر سمپلر استريل، به ميـزان   سپس، توسط

حـاوي محـيط   هـاي   از اين سوسپانسيون، بـه ارلـن   ليتر ميلي
از پـودر  ) گرم  2% (  1استريل كه حاوي  BHI brothكشت 

يح شـده،  تلقهاي  ارلن. سوكسينات آمونيوم بودند ، تلقيح شد
به خوبي به هم زده شده تا سوسپانسيون يكنـواختي حاصـل   

دي اكسـيد كـربن و   % 5ارلن هـا در انكوبـاتور حـاوي    . گردد
ساعت   48و  24، 16،  8درجه سانتي گراد به مدت 37دماي 

  ) .7(گرماگذاري شدند 
نمونه هـا ي موجـود در انكوبـاتور، در      :سانتريفوژ نمونه ها

انكوبـاتور  خـارج شـدند و در دسـتگاه     متفـاوت از  هاي  زمان
دقيقـه   50و زمان  rpm16000 سانتريفوژ يخچال دار با دور 
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پــس از . درجــه ســانتي گــراد ســانتريفوژ  شــدند 4و دمــاي 
سانتريفوژ، جرم سلولي باكتري رسوب كـرد و محلـول رويـي    

)Supernatant    (ــن ــداري  هــاي  در ارل اســتريل مجــزا نگه
  .)7(شد

، توسـط   7ي رويي پايين تـر از  ها ل لومح pH: خنثي سازي
رسانده -7  7.8مولار به NaoH  1قطره از  2تا  1افزوده شدن 

زيرا توليد اسيد لاكتيك توسط ميكروارگانيسم مورد نظر . شد
، بـه دليـل دارا   pH و در نتيجه ايجاد شرايط اسيدي و كاهش

 انـدازه گيـري  بودن اثر ضد ميكروبي بر روي بـاكتري هـا در   
اله عدم رشد ايجاد شـده توسـط مـاده ضـد ميكروبـي      قطر ه

  . )7( كند مي ايجاد خطا
بررسي فعاليت ضد ميكروبي محلول رويي نمونه ها بـه  

از پيپـت   ):Well Diffusion Agar (روش تهيـه چاهـك   
 BHI agarپاســتورهاي اســتريل جهــت ايجــاد چاهــك در  

، پيپت پاستورها پس از استريل شدن در اتوكلاو. شداستفاده 
نگهداري شدند و سپس بر روي شعله سـوزانده  % 70در الكل 

شدند و به آن ها اجازه داده شد كه در كنار شعله بـه آرامـي   
سپس، چاهك هايي به فاصله معـين از يكـديگر   . خنك شوند

توسط سمپلر و سر سـمپلر  . ميلي متر ايجاد گرديد 7به قطر 
رسـي را   رويي مـورد بر هاي  ميكروليتر از محلول 50استريل، 

در اين چاهـك هـا ريختـه و بـه منظـور نفـوذ بهتـر عصـاره         
، پليـت هـا در   )محلول رويي حاصـل از سـانتريفوژ  (تخميري 

ــال    ــاعت، در يخچ ــك س ــدود ي ــراد،   4ح ــانتي گ ــه س درج
در اين زمان انتشار مايع تخميري در آگـار  .سرماگذاري شدند

سـپس،  . مانـد  مي گيرد، اما رشد باكتريايي متوقف مي صورت
درجه سانتي گـراد انتقـال    37يت ها به آرامي به انكوباتور پل

عـدم  هـاي   ساعت، قطـر هالـه   24پس از گذشت . داده شدند
و   24، 16، 8تخميـري  هـاي   رشد مربوط به هريك از عصـاره 

و در جـداول   انـدازه گيـري  ساعته توسط كوليس دورنيه  48
 ايجاد شدههاي  تعداد حفره ها يا چاهك. مربوطه ثبت گرديد

عدم رشد، هاي  عدد نبودند، زيرا در اثر تداخل هاله 4بيش از 
  ) .8-10(قطر هاله ها وجود نداشت  اندازه گيريامكان 

چنـد   :رسوب پروتئين هـا توسـط سـولفات آمونيـوم    
از محلول رويي، پس از سـانتريفوژ از تـوده سـلولي     ليتر ميلي

ارلـن روي همـزن   . جدا گرديد و در ارلن استريل ريخته شـد 
مقدار ي از سـولفات آمونيـوم ، تـا    . غناطيسي قرار داده شدم

حد اشباع شدن، وزن گرديد و به آرامي، در حاليكه ارلـن در  
ها  نمونه. ظرف محتوي يخ قرار گرفته بود، به آن اضافه گرديد

درجه سـانتي   4، در يخچال ) over night(به مدت يك شب 

وم بـه خـوبي   گراد قرار داده شدند تا انحـلال سـولفات آموني ـ  
محتويات ارلن شامل رسوبات حاصله و محلـول  . صورت گيرد

اسـتريل   ليتـر  ميلـي  1.5اپنـدرف  هـاي   حاوي رسوب به ويال
دقيقـه و   50درجه سانتي گراد به مدت  4منتقل شدند و در 

، توســــط ميكروســــانتريفوژ يخچــــال دار، rpm16000در 
مـايع رويـي دور ريختـه شـد و رسـوب      . سانتريفوژ گرديدنـد 

مـولار و    0.05بافر پتاسيم فسـفات   ليتر ميليحاصله در يك 
حاصـله  هـاي   بخشـي از فراكسـيون   .حل گرديد pH=7داراي 

به منظـور   براي سنجش فعاليت ضد ميكروبي و بخشي ديگر،
 ) .7،  11(انجام عمل دياليز كنار گذاشته شدند 

ن پروتئين محلـول توسـط تسـت لـوري     ارزيابي ميزا
)Lowry Protein Assay(:  ــراي ــتاندارد بـ منحنـــي اسـ

ميلي گرم در  4، 3.5، 3، 2.5، 2، 1.5، 1، 0.5، 0  هاي غلظت
از پروتئين سرم آلبومين گاوي، درآب مقطر ترسيم  ليتر ميلي
منحني استاندارد رسم شده بر اساس غلظت پـروتئين  . گشت

پـس از  .باشـد   مـي  به دست آمده در آزمايشات لـوري  OD بر
نمونه رسوب پروتئيني را توسط  OD د، رسم منحني استاندار

دستگاه اسپكتروفتومتر خوانـده و بـا رسـم خـط عمـود  بـر       
، غلظت پـروتئين محاسـبه شـد    ODمنحني استاندارد از آن 

)13 ،12 . (  
از  :خالص سازي رسوبات پروتئيني با استفاده از دياليز

 ,.ARTHOR H.THOMAS Coكيسه دياليز، با مشخصـات  

Cat.3787-D ,1×1.8 inch ــذ داراي ــا مناف ــايcut off ب  ه
12000KDa 8كيسه دياليز، به اندازه تقريبي . استفاده گرديد 

ها، بدون قطعه قطعـه كـردن    براي هر يك از نمونه متر سانتي
كيسه ديـاليز درون يـك بشـر يـك ليتـري      . كيسه بريده شد

حاوي آب قرار داده شد و به منظـور آمـاده سـازي آن بـراي     
ن مواد محافظت پوشاننده از روي كيسه، بشر استفاده و زدود

سپس، . ساعت بر روي جريان شير آب قرار گرفت 4به مدت 
ي بريـده  متـر  سـانتي  8كيسه دياليز توسط قيچي به قطعات 

رسـوبات  . شد و يك سمت آن توسط خود كيسه گره زده شد
ــوم، در     ــولفات آموني ــا س ــده ب ــوب داده ش ــي رس  1پروتئين

. مـولار حـل گرديدنـد     0.05سيم فسفات از بافر پتا ليتر ميلي
محتوبات فوق به درون كيسه ديـاليز ريختـه شـد و درب آن    

. گـذاري شـدند  كيسـه هـا نام  . سط چسب مسـدود گرديـد  تو
از بـافر   ليتر ميلي 800ليتري، به ميزان  1سپس در يك ارلن 

مولار ريخته و ارلن مذكور در يخچـال    0.05  پتاسيم فسفات
درون كيسه هـا،   هاي  نمونه. قرار گرفتدرجه سانتي گراد  4

ن آسـاعت در   48در اين بـافر قـرار داده شـدند و بـه مـدت      
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سـاعت، بـافر تعـويض و مجـدداً      24پـس از  . شناور گرديدند
پس از سه بار تعـويض  . كيسه ها در بافر تازه، غوطه ور شدند

بافر و اسـتفاده از معـرف نسـلر بـه منظـور خـروج سـولفات        
اسـتريل منتقـل   هـاي   كيسه ها، بـه لولـه   آمونيوم، محتويات

باكتريوسـيني و آنتـي   هـاي   گرديدند و جهت بررسي ويژگـي 
حجم نمونـه هـا قبـل و    . بيوتيكي، مورد سنجش قرار گرفتند

و يادداشـت گرديدنـدو از    گيـري  انـدازه بعد از دياليز به دقت 
انـدازه  همه نمونه ها مقادير يكساني براي انجام تست لوري و 

 ) .7، 11(پروتئين كنار گذاشته شد  ميزان گيري
در  تركيب ضد ميكروبـي بررسي فعاليت ضد ميكروبي 

با استفاده از ايجاد چاهـك هـايي بـه     :قبل و پس از دياليز
بـر  تركيب ضد ميكروبـي  ميلي متر، اثر ضد ميكروبي  7قطر 

صـورت متـراكم،    روي سه سوش پاتوژن كشت داده شده بـه 
عـدم رشـد بـا كـوليس     هاي  الهارزيابي شد و سرانجام، قطر ه

شدند و بر حسب ميلـي متـر گـزارش گرديدنـد      اندازه گيري
)10. (  

بـراي تعيـين    :مختلف رسوب پروتئينهاي  ساخت رقت
MIC )Minimum Inhibitory Concentration  ( از روش
بـراي ايـن   . شـود  مـي  سازي در محـيط مـايع اسـتفاده    رقيق

، 1، 0.7، 0.5، 0.2، 0.1، 0.06.، 0.05، 0.01هاي  منظور،رقت
هـاي   گرم بر ليتر ازعصـاره  2.7،  2.1، 2، 1.7، 1.5، 1.2، 1.1

سـپس،با اسـتفاده از   .تخميري با غلظت مشخص تهيه شـدند 
، به عنوان حـداقل غلظتـي    MICروش انتشار در آگار، مقدار 

يعنـي هـيچ   ( شـود   مي از رسوبات پروتئيني كه مانع از رشد
  .)6( ، تعريف و بيان شد)نشودكدورتي در لوله مذبور ديده 

تركيــب فعاليــت و ســاير فاكتورهــاي  گيــري انــدازه
در هر مرحله، بـراي هـر فراكسـيون، مقـادير      :ميكروبيضد

حجم نهايي، غلظت پـروتئين، واحـد فعاليـت، فعاليـت كـل،      
راندمان، ضريب تلخيص، در صد بازيافت، فعاليت اختصاصي، 

، 50/1هـاي   رقـت  .مبزان پروتئين كل محاسبه و ثبت گرديد
100/1  ،150/1 ،200/1  ،250/1  ،300/1 ،350/1 ،
ر يتـــت. تهيـــه شـــدند، از تركيـــب ضـــد ميكروبـــي 400/1

فوق، به عنوان معكـوس بيشـترين رقتـي كـه     هاي  فراكسيون
قادر به مهار قطعي سـويه انـديكاتور بـود، بـه صـورت واحـد       

   .)7( فعاليت بيان گرديد
  :بودند زيرهاي  محاسبات بر اساس فرمول

ميـزان پـروتئين   ÷ ميزان پروتئيني فراكسيون: درصد بازيافت
 100 ×كل عصاره خام 

  حجم نهايي÷ غلظت پروتئين فراكسيون: پروتئين كل

  واحد فعاليت × حجم نهايي : فعاليت كل: واحدكل
  غلظت پروتئين ÷ واحد فعاليت : فعاليت اختصاصي

÷ ه فعاليت اختصاصي فراكسيون خـالص شـد  : ضريب تخليص
  فعاليت اختصاصي عصاره خام

فعاليـت كـل   ÷ فعاليت كل فراكسيون خالص شـده  :  راندمان
  100 ×  عصاره خام

رسم منحني ميزان توليد تركيب ضـد ميكروبـي  بـر    
براي رسم منحني ميزان توليد تركيـب ضـد    : U/mLحسب 

ايـــن  ، واحـــد فعاليـــت  U/mLميكروبـــي  بـــر حســـب 
وت، محاســبه شــد و متفــاهــاي  در زمــان)   U/mL(تركيــب

هاي  منحني ميزان توليد،  با قرار دادن واحد فعاليت در زمان
  .متفاوت، رسم گشت

  ها افتهي
هـاي   ، آزمـون انتروكـوك فكـاليس  به منظـور تاييـد بـاكتري    

بيوشيميايي بر روي سوش مولد تركيب ضد ميكروبـي انجـام   
با توجه به نتايج به دست آمده ، بـاكتري انتروكـوك   . شد ند 

مـانيتول و سـوربيتول و    هـاي   ليس، قادر به مصـرف قنـد  فكا
باشد و داراي آنزيم تجزيه كننـده آرژنـين اسـت و     مي لاكتوز

تواند از اين اسيد آمينه به عنوان منبـع ازت   مي بدين ترتيب،
اين باكتري، قادر به مصرف دو قنـد سـوربوز و   .استفاده نمايد
  .آرابينوز نيست

كتري، نشـان داد كـه بـاكتري    نتايج حاصل از منحني رشد با
 محـيط  ليتـر  ميلـي  100( تحت شرايط كار در اين پـژوهش  

درجـه سـانتي گـراد و دور     37كشت، گرما گذاري در دمـاي  
rpm 150 ( به حداكثر ميزان رشد خود 16، در حدود ساعت 

 1طوري كـه در نمـودار    همان. رسد مي )فاز لگاريتمي رشد( 
  از يـك تـاخير كوتـاه     شود،  ميزان كدورت پـس  مي مشاهده

) Lag phase   (  در حدود چهار ساعت پس از تلقيح اوليه بـه
نيز بـا همـان ميـزان     pHتدريج افزايش يافته و مقارن با آن، 

  .كند مي تاخير، شروع به كاهش
نتايج قطر هاله عدم رشـد حاصـل از اثـر ضـد ميكروبـي      

، 16ولد ماده ضد ميكروبي،  پس از  عصاره تخميري سوش م
باكتري شاخص گرم  13ساعت گرماگذاري بر روي 48و   24

تــاثير ضــد . مثبــت و گــرم منفــي اســتاندارد، مشــاهده شــد
در طـول فـاز لگـاريتمي و در    ( 24تـا   16ميكروبي از ساعت 
، بـه  48در سـاعت  .  افـزايش نشـان داد  ) ابتداي فاز سـكون  

دليل وجود باكتري در اواسط فاز سـكون، كـاهش جزئـي در    
  ) .1، 2، 3نمودارهاي ( كروبي مشاهده شد تاثير ضد مي
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 48نتايج قطر هاله عدم رشد حاصل از تاثير عصاره تخميري محيط كشت باكتري مولد تركيب ضد ميكروبي، پس از   .3نمودار 

  باكتري شاخص گرم مثبت و گرم منفي استاندارد  13روي  ساعت گرماگذاري
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نتــايج حاصــل از رســوب پــروتئين هــا توســط ســولفات  
رسوب يافتـه  هاي  آمونيوم و بررسي اثر ضد ميكروبي پروتئين

اسـت  نشـان داده شـده    1در قبل و بعد از دياليز در جـدول  
  ) .1جدول (

بـر   كـوك فكـاليس  انترواز طريق تعيـين واحـد فعاليـت    
متفاوت، ميزان توليد تركيـب  هاي  در زمان)   U/mL(حسب 

به دسـت آمـد و ميـزان    )    U/mL(ضد ميكروبي  بر حسب 
در طول فـاز لگـاريتمي و در   ( 24تا  16هاي  توليد در ساعت

در (  48افــزايش يافــت و  در ســاعت )  ابتــداي فــاز ســكون
  .كاهش يافت) اواسط فاز سكون

، فعاليـت كـل   U/mL)(، واحد فعاليـت  )mL(حجم نمونه 
)Unit (ــروتئين ــروتئين كــل )mg/mL(، غلظــت پ ، ميــزان پ
)mg( ــت اختصاصــي ــدمان )U/ mg(، فعالي ــد (%)، ران ،درص

و ضزيب تخليص تركيب ضد ميكروبي، در قبل و (%)بازيافت 
  ).2جدول( آورده شده است  2بعد از دياليز در جدول 

ب ضـد ميكروبـي    باكتريواسـتاتيكي تركي ـ  حداقل غلظت
  گــرم مثبــت كمتــر از گــرم منفــي بــود هــاي  بــراي بــاكتري

  ) .3جدول (

  

 ساعت در قبل و بعد از دياليز 24نتايج رسوب پروتئين ها در زمان . 1جدول 

قطر هاله عدم  رشد
)mm  (

  انتروكوك 

استافيلوكوكوس
  ارئوس

  كلبسيلا پنومونيه باسيلوس سرئوس ليستريا مونوسيتوژنز

نه هاي قبل و پس ازنمو
  دياليز

1 2 1 2 1  2 1  2  

  -   -  -   16 8 10 19 19 انتروكوك فكاليس
  رسوب پروتئين ها پيش از دياليز -1
  رسوب پروتئين ها پس از دياليز -2

 
 

  :ميزان پروتئين و فعاليت و ساير فاكتور هاي تركيب ضد ميكروبي، در قبل و بعد از ديالير. 2جدول 
 

 سويه ها        
  هافاكتور

  انتروكوك فكاليس
  پس از دياليز  قبل از دياليز مايع تخمير

 )mL(حجم نمونه
  

100 
  

35  25  

  Unit/mL 100 150  200)(واحدفعاليت
  Unit( 10000 5250  5000(فعاليت كل

  mg/mL 6/2 9/1  8/0)(غلظت پروتئين
  mg( 260 5/66  20(پروتئين كل

  U/mg( 46/38 95/78  250(فعاليت اختصاصي
  50  5/52 - (%)راندمان

  69/7  58/25 - (%)درصد بازيافت
  50/6  05/2 - ضريب تخليص

 

  حداقل غلظت باكتريواستاتيكي .3جدول 
 )g/L(حداقل غلظت باكتريواستاتيكي  

                        
  انتروكوك

  كلبسيلا پنومونيه  باسيلوس سرئوس  ليستريامونوسيتوژنز استافيلوكوكوس ارئوس
  

  -  -  4/0 05/0  روكوك فكاليسانت
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  بحث
باكتري انتروكـك و تاثيرمـاده ضـد    به دليل گرم مثبت بودن 

، منسوب به سـويه توليـد كننـده   هاي  ميكروبي بر روي سويه
گـرم مثبـت   هـاي   ك بـر بـاكتري  وتاثير ضد ميكروبي انتروك ـ

بيشترين اثر ضد ميكروبي اين ) . 16(بيشتر از گرم منفي بود 
ــان  ــاكتري   24تركيـــب، در زمـ ــه بـ ــاعت و مربـــوط بـ سـ

  . استافيلوكوكوس ارئوس بود
مقاوم ترين باكتري به ايـن تركيـب ضـد ميكروبـي، بـاكتري      

سولفات آمونيـوم يـك روش شـناخته    . بود كلبسيلا پنومونيه
شده براي رسوب دهي و بازيابي پروتئين ها است و بـه طـور   

ايـن  در . شـود  مي گسترده  براي بازيافت پروتئين ها استفاده
آلي هاي  روش، حلاليت پروتئين ها با افزودن نمك ها، حلال

 و سـاير تركيبـاتي كــه حلاليـت زيــادي دارنـد، كــاهش داده    
رسوب دهي را براي تفكيك پروتئين ها از يكديگر يا . شود مي

بــه عنــوان روش كــاهش دهنــده حجــم، بــه منظــور تغلــيظ 
حـل  توان، پيش از مرا مي هم چنين.  برند مي محصول به كار

تخليص نهايي ، از آن به عنوان يك مرحلـه بـراي جداسـازي    
نوكلئيك، رنگدانه هاي  محصولات جانبي نامطلوب مانند اسيد

ها و ديگر اجزاي بـاقي مانـده از محصـول حاصـل از تخميـر      
رسوبات پـروتئين حاصـله پـس از حـل     ) . 15(استفاده نمود 

ورد شدن در بافر پتاسيم  فسفات، به منظور خالص سازي، م ـ
آزمايشات اولترافيلتراسـيون نشـان   . فرايند دياليز قرار گرفتند

داده است كه آنتي بيوتيك ها قادر به عبور از غشاء هـايي بـا   
ofF - cut  14( كيلودالتـون نيسـتند   10000و  1000هاي . (

در اين تحقيق، به منظور خلوص بيشتر مايع پروتئيني، يـك  
  pH=7, 0.05Mسـفات مرحله دياليز در حضور بافر پتاسـيم ف 

در زمان دياليز، تعويض بافر بايد تا زماني ادامـه  . انجام گرفت
آمونيـوم از  هـاي   يابد كه اطمينان حاصل شود كه تمـام يـون  

تئين مايع پروتئيني درون كيسه خارج گرديده اند و فقط پرو
يـد ايـن موضـوع از معـرف نسـلر      يبـراي تا . ها باقي مانده اند
رنگ قرمز آجري در اثر افزودن معـرف  ايجاد . استفاده گرديد

هـاي   نسلر به محلول مـورد نظـر نشـان دهنـده وجـود يـون      
باشد، كه ناشـي از ايجـاد تركيـب     مي آمونيوم در محلول فوق

 :باشد مي زير

NH4
+

+2[HgI4]
2-

+4OH
-
 
     

  HgO.Hg(NH2)I+7I
-
+3H2O    

 
ــا    ــلر ت ــت نس ــيت تس ــه 2µlدر   NH3 0.3µgحساس  نمون

چنانچه نتايج نشان داد، پس از دياليز، به ) . 16، 17(باشد مي
موجـود  هاي  دليل حذف سولفات آمونيوم و برخي از ناخالصي

در محيط، تاثير ضـد ميكروبـي، تقريبـاٌ ثابـت و در برخـي از      
ميزان توليد تركيب ضد . نمونه ها به طور جزئي كاهش يافت

 ساعت اوليه رشد ، تقريبـاٌ  4،  در U/ mLميكروبي  بر اساس 
صفر است، يعني از آن جايي كه رشـدي صـورت نگرفتـه، در    

اما به تدريج، . نتيجه، ماده ضد ميكروبي هم توليد نشده است
، پس از تلقيح اوليه، 16كند و در ساعت  مي شروع به افزايش

دهـد ايـن زمـان،     مي يك افزايش شديد در ميزان توليد روي
ارتي، همزمان بـا  دقيقاٌ مقارن با افزايش تعداد باكتري و به عب

اين، نشان دهنده توليد اين تركيـب  . فاز لگاريتمي رشد است
توان گفت كه توليـد   مي بنابراين،. در فاز لگاريتمي رشد است

تركيب ضد ميكروبي  از شماي توليـد يـك متابوليـت اوليـه     
، )ركـود  ( با ورود باكتري به فاز سكون) . 18(كند  مي پيروي

توليد شده، تقريباٌ ثابت اسـت و  ميزان تركيب ضد ميكروبي  
همـانطوري كـه در    ).19(يابـد   مـي  سپس، به تدريج كـاهش 

يق خـالص نمـودن   مشاهده شد، فرايند دياليز از طر 5جدول 
حذف ساير تركيبـات ضـد ميكروبـي     وتركيب ضد ميكروبي 

عاليت اختصاصي تركيب ضـد  موجب افزايش واحد فعاليت، ف
روتئينـي موجـود در   بدليل حـذف تركيبـات پ  . شدميكروبي 

محــيط كشــت، موجــب كــاهش غلظــت پــروتئين و ميــزان  
دليل كم شدن راندمان و درصد بازيافت . پروتئين كل نيز شد

ــتن     ــت رف ــاليز، از دس ــس از دي ــي، پ ــد ميكروب ــب ض تركي
بـه  . باشـد  مـي  )ديـاليز (تيروتريسين طي فرايند خالص سازي

علت خالص شـدن تركيـب ضـد ميكروبـي  در طـي فراينـد       
بـه  . ز، ضريب تخليص اين ماده پس از دياليز بيشتر شـد ديالي

علت كاهش حجم نمونه پس از دياليز نيز ميزان فعاليت كـل  
  .اين تركيب، كاهش يافت

كتريواسـتاتيكي تركيـب ضـد    با بررسي حداقل غلظـت با 
مشـاهده شـد    استافيلوكوكوس ارئوس باكتريبراي ميكروبي 

ايـن تركيـب ،   به نسبت  اين باكتريكه بدليل حساس بودن 
 ايـن بـاكتري  حداقل غلظت مورد نياز براي جلوگيري از رشد 

بـا  . اسـت  بـوده  ) كلبسـيلا پنومونيـه  (مقاوم  باكتريكمتر از 
مقايسه نتايج به دست آمده با نتايج حاصل از بررسي حداقل 
غلظت باكتريواستاتيكي آنتي بيوتيـك فنـي تـوئين بـر روي     

 ، مشاهده شـد 1379باكتري ها توسط دكتر متواضع در سال 
آنتي بيوتيك فني تـوئين   كه حداقل غلظت باكتريواستاتيكي

 025/0 كلبسيلا پنومونيـه و   استافيلوكوكوس ارئوسبر روي 
ــودن قابــل ملاحظــه حــداقل غلظــت  . اســت دليــل كمتــر ب

باكتريواستاتيكي آنتي بيوتيك فني توئين نسبت بـه تركيـب   
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ي بيوتيك براي ضد ميكروبي انتروكوك، قوي تر بودن اين آنت
  ) .20(باشد  مي فوقهاي  مهار باكتري

  گيري نتيجه
از تواند  ، مي PTCC1394با مشخصه  فكاليس انتروكوكوس

بر روي  ياثر مفيدتركيب ضد ميكروبي،  يكتوليد  طريق

ماندگاري محصول غذايي و سلامتي مصرف كننده داشته 
  .باشد
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Abstract 
 

Background and objective:The object of  this research performance was Evaluation of the Enterococcus 
faecalis role on inhibitory growth of staphylococcus aureus by production of a antimicrobial compound.  

Material  and Methods: After the culture of Enterococcus faecalis with  property of PTCC 1394   and 
ATCC 9854 in the BHI agar, centrifuging and  isolation of  microbial mass, that antimicrobial compound 
was purified by dialyze .Antimicrobial effect of present compound was evaluated on gram positive and 
gram negative indicator bacteries by well diffusion method. Inhibitory Concentration is determined by 
dilution method. 

Results:The results of this research  proved  that  Activity Unit, Specific activity, purification factor  
increased  after dyalisis . Total protein, Concentration, Total activity, amount of total protein decreased 
after dyalisis. Produced the lowest inhibitory concentration by antimicrobial compound  was on 
Staphylococcus aureus . 

Conclusion: In attention to achieved results of this antimicrobial compound  , Enterococcus faecalis with  
property of PTCC1394 can play a important role as a probiotic in food industry by producing of a 
anitimicrobial compound . 

Keywords: Antimicrobial affect, Enterococcu faecalis, Probiotic     
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