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Abstract: 
   
Background: Pseudomonas aeruginosa, as an important opportunistic pathogen, can 
produce P. aeruginosa. biofilm. Intrinsically resistant to antimicrobial agent, the biofilm 
causes difficulties in various healthcare settings. Lactobacilli are known to secrete inhibitory 
substances in cell-free supernatant (CFS) to prevent infection by pathogenic organisms. The 
purpose of this study was to evaluate the inhibitory effects of CFS from Lactobacillus casei 
PTCC: 1608 on biofilm formation of P. aeruginosa PTCC: 1430. 
Materials and Methods: In this experimental study, CFS from Lactobacillus was separated 
by centrifugation. The antimicrobial effect of CFS from L. casei was evaluated by agar well 
diffusion assay. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 
concentration (MBC) were determined by microdilution method according to CLSL 
standard. Finally, biofilm-production ability of P. aeruginosa as a percentage was 
determined in the presence of CFS from L. casei using the modified microtiter plate method. 
Results: Results showed that CFS from L. casei has a significant effect on the tested strain 
and the MIC and MBC values for the strain were the same (62.5 µl ⁄ ml). Furthermore, in the 
presence of CFS from L. casei, biofilm production in MIC (87±2.6) and Sub-MIC 
concentration was considerably inhibited. 
Conclusion: CFS from L. casei is effective in killing P. aeruginosa. biofilm. Therefore, this 
material appears to be a promising agent for prophylaxis against various pseudomonal 
infections. 
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سودوموناس در  لاكتوباسيلوس كازئيفعاليت ضد بيوفيلمي بخش شناور فاقد سلول 
  آئروژينوزا

  
سرگل امين نژاد

1
، روحا كسري كرمانشاهي
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 مقدمه

طلب   زاي فرصتيك بيماري سودوموناس آئروژينوزا
 زاي بيمارستاني است كه مسئولانساني و يكي از چهار بيماري

 باشدهاي اكتسابي بيمارستاني مي عفونتدرصد از تمام  1/10 بروز
هاي بيمارستاني موجود ترين عامل عفونتترين و شايعمقاوم ].1[

مير  هاي ثانويه از علل مهم مرگ وتا به امروز كه در غالب عفونت
-مي سودوموناس آئروژينوزادر سراسر دنيا معرفي گرديده، باكتري 

ها در بيماران سرطاني،  ميزان مرگ و مير ناشي از اين عفونت .باشد
و بيماران داراي  سسيستيك فيبروزي مبتلايان به ايدز، افراد داراي

اين باكتري داراي  .]2،3[ درصد است 50 سوختگي شديد
  .باشدزاي متعددي ميفاكتورهاي بيماري

  
 باشگاه تحقيقات، علوم واحد اسلامي آزاد دانشگاهكارشناسي ارشد ميكروبيولوژي،  1

 ايران  تهران، نخبگان، و جوان نپژوهشگرا
، )س(استاد، ميكروبيولوژي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه الزهرا  2

  تهران
  :نشاني نويسنده مسئول *

  تهران، خيابان ونك، دانشگاه الزهرا، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي
 0218805891 :دورنويس                                     02188052709 :تلفن

  rkasra@yahoo.com  :پست الكترونيك
  16/5/92 :تاريخ پذيرش نهايي                                 28/11/91 :تاريخ دريافت

هاي ها در سويهبيوتيكمقاومت زيادي نسبت به اكثر آنتي ،چنينهم
نقش مهمي در در اين ميان بيوفيلم  .ه استآن گزارش گرديد

 كند از جمله باايفا مي سودوموناس آئروژينوزاباكتري زاي  بيماري
هاي بيوفيلمي  بيوتيكي لازم براي كشتن باكتري افزايش تراكم آنتي
- مقاومت بيوسايدي اين باكتري را افزايش مي نسبت به پلانكتونيك

ها و مقاومت زياد بيوتيكز آنتيرويه ادنبال استفاده بيبه]. 4[ دهد
هاي رايج و ايجاد مقاومت بيوتيكبه آنتي سودوموناس آئروژ ينوزا

كارهاي چنين هزينه بالا و عوارض اين داروها راهچندگانه و هم
د كه يكي از سرنظر ميهبجديدي براي مقابله با اين باكتري ضروري 

طيف  ها با وجودباكترياين  ؛باشدها ميها استفاده از پروبيوتيكنآ
زا براي ميزبان يك فلور هاي بيماريعملكرد وسيع بر عليه باكتري

باري كاملا طبيعي محسوب شده و علاوه بر اين كه  هيچ اثر زيان
ها و مواد ضروري بدن ميزبان را نيز ندارند بلكه بسياري از ويتامين

سطه ميكروبي را توان درمان با وامي ،بنابراين]. 5- 8[ كنندمين ميات
هاي اسيد لاكتيك  باكتري .يك روش درماني جديد و كارامد دانست

عنوان پروبيوتيك كاربرد ها هستند كه به ترين انواع باكتري از معمول
دارند و مواد ضد ميكروبي متعددي را از جمله اسيدهاي آلي، 

، اسيدهاي چرب و تركيبات حلقوي H2O2)(پراكسيد هيدروژن 

 :خلاصه
 نوزاسودوموناس آئروژيبيوفيلم . زاي فرصت طلب و مهم با توانايي توليد بيوفيلم استيك بيماري سودوموناس آئروژينوزا :سابقه و هدف

- لاكتو. كنددر شرايط مختلف مشكلات زيادي در خدمات بهداشتي ايجاد مي ودر مقابل عوامل ضد ميكروبي مقاوم است  طور ذاتيبه

 شده ايجاد هايعفونت از كه كنندمي ترشح CFS (cell-free supernatant) را در بخش شناور فاقد سلول مهاري مواد هاباسيلوس
 PTCC:1608لاكتو باسيلوس كازئي  CFSهدف از اين مطالعه ارزيابي اثر بازدارندگي  .كندمي جلوگيري زااريبيم هايارگانيسم توسط

  .باشدمي PTCC: 1430 سودوموناس آئروژينوزابر روي تشكيل بيوفيلم در 
 CFSخاصيت ضد ميكروبي  .بخش شناور فاقد سلول لاكتوباسيلوس با سانتريفيوژ جداسازي شد در اين مطالعه تجربي :هامواد و روش

آنها با ) MBC(و حداقل غلظت كشنده ) MIC(حداقل غلظت مهار كننده . لاكتوباسيلوس ابتدا با روش چاهك پليت بررسي گرديد
 CFSدر حضور  سودوموناس آئروژينوزانهايت توانايي توليد بيوفيلم  در. ارزيابي شد CLSIروش ميكرودايلوشن و طبق استاندارد 

  . با استفاده از روش ميكروتيتر پليت اصلاح شده تعيين گرديد صورت درصدكازئي بهوس لاكتوباسيل
علاوه بر  .باشدمي µl ⁄ml5/62 آن  MBCو  MICاثرات موثري روي باكتري مورد آزمايش دارد كه  لاكتوباسيلوس كازئي CFS :نتايج
  Sub-MICهاي و در غلظت شدهدرصد مهار  87±6/2ميزان هب MICهاي لاكتوباسيلوس توليد بيوفيلم در غلظت CFSدر حضور  ،اين

 .اي مهار شدصورت قابل ملاحظهنيز به
سودوموناس گيري روي بيوفيلم باكتريايي اثر كشندگي چشم لاكتوباسيلوس كازئي CFS ،هاي اين پژوهشبا توجه به يافته :گيرينتيجه

  .هاي سودوموناسي باشدتواند عامل اميد بخشي در  درمان عفونتماده طبيعي ميرسد كه اين نظر ميبه ،بنابراين .دارد آئروژينوزا
  ، بيوفيلم MIC ،MBCلاكتو باسيلوس كازئي، ،سودوموناس آئروژينوزا :كليديگانواژ

 30-37 ، صفحات1393روردين و ارديبهشت ، ف1پژوهشي فيض، دوره هجدهم، شماره  –نامه علميدو ماه                                                         
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صورت عمده به بخش شناور فاقد سلول اين مواد به؛ ندكنتوليد مي
يكي از مهمترين  ].10،9[ شوندها ترشح مياين پروبيوتيك

گي زيادي ها لاكتوباسيلوس كازئي است كه از گستردپروبيوتيك
تركيبات ضد ميكروبي ترشح شده توسط  ].11[ برخورداراست
- ه از جمله آن ميهاي اثر مختلفي دارند كها مكانيسملاكتوباسيلوس

 در اختلاف باعثاين مواد . اسيدهاي آلي اشاره كرد توان به نقش
 ،شوند مي غشاء پذيرينفوذ در تغيير و پروتون الكتروشيميايي شيب
 شدن تقليب و سلولي داخل اسيديته افزايش باعث چنينهم

ها در حضور  باسيلوسلاكتو ،چنينهم]. 12[ گردندمي ها پروتئين
 علت تقليببه آناثر ضد ميكروبي كه  كنند مي H2O2ليد اكسيژن تو

افزايش  وپراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي  ،ها تعدادي از آنزيم كردن
هاي آزاد ضد  توليد راديكال چنينناشي از آن و همنفوذپذيري غشاء 

ها استفاده از پروبيوتيك ،بنا به آنچه گفته شد ].13[ باشدميميكروبي 
هاي باكتريايي و بيوفيلم حاصل از آنها جالب و در درمان عفونت

سودوموناس با توجه به اهميت . رسدنظر ميبررسي آنها ضروري به
هاي بيمارستاني و افزايش روزافزون در ايجاد عفونتآئروژينوزا 

هاي شناسايي و بررسي روش ،بيوتيكي اين باكتريمقاومت آنتي
نيز با هدف  مطالعه ينكه ا الزامي استدرماني جديد و جايگزين 

لاكتوباسيلوس بخش شناور فاقد سلول ضد ميكروبي  اثربررسي 
- رشد و بيماريجلوگيري از  سودوموناس آئروژينوزابر روي كازئي 

مورد ارزيابي قرار  اين باكتريتوليد بيوفيلم در چنين همزايي و 
  .گرفت

  
  هامواد و روش

هاي سويهها بر روي تمام آزمايش: باكتري و محيط كشت
لاكتوباسيلوس و  :1430PTCCسودوموناس آئروژينوزا استاندارد 

مركز يزه از فيلصورت ليوانجام گرفت كه به :PTCC 1608كازئي 
. تهيه شدند هاي صنعتي ايرانها و باكتريكلكسيون قارچ

 مرك،( محيط كشت نوترينت براث سودوموناس آئروژينوزا در
- در شرايط هوازي كشت و گرم ساعت 24مدت به ⁰C37در ) آلمان

 Mann در محيط لاكتوباسيلوس كازئي ،چنينهم .گذاري شدخانه

Rogosa Sharpe Broth )،⁰در ) آلمان مركC37 48مدت به 
گذاري خانهگرمهوازي در شرايط ميكروائروفيل در جار بيساعت 

       .شد
 روش انتشار از ديسك دربه يبيوتيكتعيين حساسيت آنتي

هاي مورد استفاده بيوتيكي ميكروارگانيسمحساسيت آنتي :تتس آگار
 gµ( آزيترومايسينشامل ديسك آنتي بيوتيك  9در اين تحقيق با 

كساسين ، سيپروفلو)gµ10(، جنتامايسين )gµ10(پنم ، ايمي)15
)gµ5( آميكاسين ،)gµ30(يسين ، توبراما)gµ10(زيديم ، سفتا

)gµ30( كلرامفنيكل  ،)gµ30(كسونيا، سفتر )gµ30 ( تهيه شده از
هاي موسسه استاندارد( CLSI معيار انگليس، طبق Mastشركت 

 حاوي ديسك روش اين در. انجام پذيرفت) آزمايشگاهي و باليني
 5/0 غلظت با برابر ميكروارگانيسم كه آگاري سطح روي بيوتيكآنتي
 بعد و شودمي داده قرار است، شده داده كشت آن روي فارلند مك
 با رشد عدم هاله قطر باكتري، نوع به توجه با گذاريخانهگرم از

 نيمه حساس، صورت به نتايج و گرديد مقايسه استاندارد جداول
  ].15،14[ گرديد گزارش مقاوم و حساس

در : )CFS(لاكتوباسيلوس  تهيه قسمت شناور فاقد سلول
 Mann Rogosaدر محيط باسيلوس كازئيلاكتواين روش 

Sharpe Broth )باpH  =7/5 ( تحت شرايط ميكروآئروفيل كشت
- به rpm 15000ساعت محيط كشت حاصله در  48بعد از . داده شد

حاصله با ) مايع رويي(دقيقه سانتريفيوژ و قسمت شناور  15مدت 
 pH جنين ميزانهم. ميلي پور استريل شد) mμ 45/0(فيلتر غشائي

  ].16[ بود 97/3گيري شد كه آن اندازه
: روش چاهك پليتبه لاكتوباسيلوس CFSاثر  تعيين

سودوموناس مك فارلند از  5/0سوسپانسيون ميكروبي معادل 
تهيه شد و با استفاده از سوآب استريل بر روي محيط  آئروژينوزا

صورت چمني كشت داده به) مرك، آلمان( كشت مولر هينتون آگار
- چاهك پت پاستور استريل بر روي محيط مذكوربا پي ،سپس .شد

 10،50هاي از غلظت lμ100و . متر ايجاد شدميلي 6هايي  به قطر 
ها لاكتوباسيلوس به چاهك CFSليتر از ميكروليتر بر ميلي 100و

 Mann Rogosaمحيط كشتاز  lμ100چنين ريخته شد و هم

Sharpe Broth ها ريخته عنوان شاهد منفي در يكي از چاهكبه
گذاري خانهگرم ⁰C 37در دمايساعت  24مدت ها بهپليت. شد

قطر هاله عدم  نتايج حاصل از روي وجود و يا عدم وجود. شدند
- گيري با كوليس انجام گرديد، هماندازهتشخيص داده شد و  رشد

و ميانگين و انحراف معيار محاسبه  چنين آزمايش سه بار تكرار شد
  ]. 17[ گرديد

ش براث روبه) MIC( تعيين حداقل غلطت بازدارنده رشد
 Greiner چاهكي 96هاي در اين روش از پليت: ميكرودايلوشن

bio- one  )هاي مورد نظر از مواد ضد غلظت. استفاده شد) آلمان
از ميكروبي با استفاده از محيط كشت مولر هينتون براث تهيه شد كه 

روفلوكساسين و سيپ يسين ماآزيترو براي 125/0تا  256دامنه غلظت 
، سپس. لاكتوباسيلوس استفاده گرديد CFSبراي  12/0 تا 250و 

هاي مختلف مواد ضد ميكروبي به هرچاهك ميكروليتر از غلظت 200
وليتر از سوسپانسيون رميك 100در ادامه به هر چاهك  .انتقال داده شد

اهك نهايت غلظت نهايي باكتري در هر چ در. باكتري اضافه گرديد
هاي ميكروتيتر، براي پليت. رسيد) CFU/ml 106× )1 -5/0ميزان به
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 24مدت جلوگيري از تبخير درون پلاستيكي قرار داده شده و به
هاي پيشنهادي طبق از روش .شد گذاريخانهگرم ⁰C 37ساعت در 

هاي مورد براي تعيين حساسيت ميكروب CLSIدستور العمل 
  ].14[ مطالعه استفاده شد

مواد ضد ميكروبي  )MBC(ين كمترين غلظت كشنده تعي
يك لوپ از  MBCبراي تعيين  :روش كشت بر محيط جامدبه

هاي كنترل چنين چاهكهايي كه فاقد كدورت بودند و همچاهك
ها پليت. اده شددكشت  منفي بر سطح محيط نوترينت آگار مثبت و

بر اساس  MBCو ميزان  شده ساعت بررسي 24بعد از گذشت 
در سطح ميكروب كه از رشد باكتري  حداقل غلظتي از ماده ضد

  ].18[ پليت جلوگيري كرده بود، تعيين شد
- سودومولاكتوباسيلوس بر توليد بيوفيلم  CFSبررسي اثر 

ناس سودوموبراي بررسي توليد بيوفيلم در باكتري :  ناس آئروژينوزا
]. 19[ ه شد، از روش پليت ميكروتيتر اصلاح شده استفادآئروژينوزا

 مرك،( Trypticase Soy Agarباكتري مورد نظر بر روي محيط 
ساعت  24مدت به )مرك، آلمان(گلوكز  درصد 2/0علاوه هب ) آلمان

هاي رشد يافته روي نيوو از تك كل كشت داده شد ⁰C 37در دماي
گلوكز  درصد Trypticase soy Broth + 2/0اين محيط، به محيط 

 1/0شد تا سوسپانسيوني با جذب نوري معادل  تلقيح) آلمان مرك،(
از هركدام از  lµ100ابتدا . دست آيدنانومتر به 625در طول موج 

هاي مواد ضد ميكروبي به هر چاهك پليت ميكروتيتر افزوده رقت
از سوسپانسيون باكتري و محيط كشت به هر  lµ100سپس  ،شد

- 1000يلوس لاكتوباس CFSدامنه غلظت براي . چاهك اضافه گرديد
 )Mann Rogosa Sharpe Broth كننده محيط كشترقيق( 8/7

 درصد TSB + 2/0محيط كشت  lµ200به چاهك كنترل منفي  .بود
 از سوسپانسيون ميكروبي و lµ200گلوكز و به چاهك كنترل مثبت 

. باشدكنترل تشكيل بيوفيلم ميمعيار كه محيط كشت اضافه شد 
ساعت در  24مدت ها بهليتپ. بود lµ200حجم كلي هر چاهك 

- خانهپس از طي دوره گرم .گذاري شدندخانهگرم ⁰C 37دماي 

وسيله سمپلرهاي استريل دقت و بهها بهگذاري، محتوي چاهك
هاي متصل نشده، هر منظور جدا شدن باكتريبه. آسپيره گرديد

در . استريل شستشو داده شد PBSبافر  lµ200مرتبه با  2- 3چاهك 
به هر چاهك اضافه ) آلمان مرك،(متانول مطلق  lµ150بعد، مرحله 

سپس به هر چاهك . دقيقه متانول شستشو داده شد 10شد و پس از 
lµ200  دقيقه  20پس از . اضافه گرديد درصد 1كريستال ويوله

. رنگ اضافي خارج شده و پليت در زير جريان كم آب شسته شد
 lµ150هر چاهك پس از خشك شدن پليت در مجاورت هوا، به 

افزوده شد و با ) مرك، آلمان( درصد 33اسيد استيك گلاسيال 
 statfax-2100, Awareness)الايزا استفاده از دستگاه خواننده

Technology Inc.,USA) مقدار جذب رنگ موجود در هر ،
نانومتر خوانده شد و درصد مهار تشكيل بيوفيلم با  650چاهك در 

مربوط به كنترل (OD650  × 100{ :اسبه شداستفاده از رابطه زير مح
اين . درصد مهار =100 - } ) مربوط به بيوسايد  /OD650مثبت

آزمايش سه بار تكرار گرديد و ميانگين و انحراف معيار آنها محاسبه 
  ].19[گرديد 

 tها از آزمون جهت مقايسه ارتباط داده: محاسبات آماري
دار بودن يه شد و معناستفاد (ANOVA)آناليز واريانس  مزدوج و
كل مطالعات آماري  .مورد ارزيابي قرار گرفت α=05/0ها با تفاوت

 Graph pad) 5نسخه  Graph Pad Prismافزار با استفاده از نرم

Software Inc, San Deigo, USA)  شدانجام.  
  

  نتايج
 سودوموناس آئروژينوزا و لاكتوباسيلوس كازئيحساسيت 

تعيين  در آگارروش انتشار اي مختلف بههنسبت به آنتي بيوتيك
هاي بيوتيكنسبت به آنتيسودوموناس آئروژينوزا ترتيب كه به گرديد

- آنتي نسبت به و لاكتو باسيلوس كازئي كلرامفنيكل و آزيترومايسين

مقاومت  پنم، آميكاسين، توبرامايسين و جنتامايسينهاي ايميبيوتيك
 CFSآنتاگونيستي  اثرن پژوهش در اي .)1شماره  جدول( نشان دادند

 و قطر هاله عدم رشد ثبت :بررسي گرديد كازئي لاكتوباسيلوس
گرديد كه نشان آناليز 5نسخه   Graph Pad Prismتوسط نرم افزار
باكتري اين ماده بر روي رشد  )=003/0P(دار دهنده اثر معني

حداقل غلظت  .)2شماره  جدول(بوده است  سودوموناس آئروژينوزا
- كساسين بهفلوبراي آزيترومايسين و سيپرو (MIC)هار كنندگي م

حداقل غلظت كشندگي  نچنيو هم 25/0و 128ترتيب برابر 
(MBC) د و اين در حالي است بو 5/0و  128 ترتيب براي آنها به

 در برابر كازئي لاكتوباسيلوس CFS  براي MBCو   MICكه 
  .بود 5/62 يكسان و برابرسودوموناس آئروژينوزا 

اين  :كازئي لاكتوباسيلوس CFSتشكيل بيوفيلم در 
كدورت از خوانده شدن نتايج  آزمايش سه بار تكرار شد كه بعد

 و انحراف معيار با دستگاه خواننده الايزا، ميانگين اعدادسنجي 
 موناسسودو يط كشت باكتريمح )Turbidity( كدورت مربوط به
باسيلوس لاكتو  CFSهاي مختلف از در حضور غلظت آئروژينوزا

 در طول موج  nm650 كدورت محيط كشت  و محاسبه گرديد
در  مثبت عنوان كنترلهب لاكتوباسيلوس CFSبدون وجود باكتري 

 در بوفيلم توليد بازدارندگي درصد ).1شكل شماره ( نظر گرفته شد
 CFS هاي مختلفغلظت طتوس آئروژينوزا سودوموناس

مربوط  انحراف معيار چنينهم و مثبتكنترل  و كازئي لاكتوباسيلوس
صورت  بازدارندگي دركه اختلاف  دست آمدهب نيز هاآن به
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كاملا  )ثبتكنترل م(عدم وجود آن و لاكتوباسيلوس   CFSوجود
شكل  در گونه كه همان .)3جدول شماره () =001/0P( بوددار معني

نشان كه  CFSغلظت صفر از  در ه استنشان داده شد 2شماره 
نتايج حاصل  .هيچ بازدارندگي مشاهده نشد ،است ثبتدهنده كنترل م
نشان داد كه اين ماده به  كازئي لاكتوباسيلوس CFSاز بررسي اثر 

- ميزان قابل توجهي بر تشكيل بيوفيلم اثر دارد و در حضور غلظت

 .يابدگيري كاهش ميطرز چشمبه تشكيل بيوفيلم،هاي ميكروليتر آن 
 )Mann Rogosa Sharpe Broth( شاهدآن از در مقايسه با 

استفاده شد كه اثر بازدارندگي روي بيوفيلم نداشته و اختلاف آنها 
با افزايش غلظت عصاره گياه ميزان بازدارندگي  .دار استكاملا معني

نتايج نشان دادند  .كردپيدا افزايش ) =001/0P(داري صورت معنيبه
در غلظت برابر  لاكتوباسيلوس CFSتوليد بيوفيلم در حضور كه 

MIC  6/2±87 هاي كمتر از چنين غلظتهم ،شوددرصد مهار مي
گيري تشكيل بيوفيلم را مقدار چشماين عصاره نيز به MICغلظت 

  ).2و  1هاي شماره شكل(دهند كاهش مي
  

  

  انتشار از ديسك درآگارروش به هاساسيت آنتي بيوتيكي باكتريالگوي ح - 1شماره  جدول

  آزيترومايسين
)gµ15( 

سيپروفلوكساسين 
)gµ5( 

جنتامايسين 
)gµ10( 

سفتازيديم 
)gµ30( 

توبرامايسين 
)gµ10( 

آميكاسين 
)gµ30( 

  سفترياكسون
)gµ30( 

كلرامفنيكل 
)gµ30( 

  پنم ايمي
)gµ10( 

 آنتي بيوتيك
Conc.( ug.disc) 

كترينوع با  

R  S  S  S  S  S  S  R  S 
 سودوموناس آئروژينوزا

1430PTCC:  

S  S  R  S  R  R  S  S  R 
 لاكتو باسيلوس كازئي

1608 PTCC:  
R-  ،مقاومS-  ،حساسI - نيمه حساس  

  

  كازئي لاكتوباسيلوس   CFSهاي مختلفبا غلظت سودوموناس آئروژينوزاميانگين قطر هاله عدم رشد در باكتري  - 2شماره  جدول

  )CFS(هاي مختلف غلظت
  

  
 

  100 غلظت
  )-(شاهد زا

MRS Broth)(  10  50  100  
  باكتريقطر هاله عدم 
  PTCC: 1430 سودوموناس آئروژينوزا 

00±6  70/0±14  57/0±33/20  00±6  

  .هر چاهك است برابر قطر mm 6قطر  .گزارش شده است )انحراف معيار ±ميانگين سه بار تكرار(صورت نتايج به
  

در  بر حسب كازئي گونه لاكتوباسيلوسفاقد سلول بخش شناور هاي مختلف از درصد بازدارندگي توليد بيوفيلم غلظت - 3جدول شماره 
  )انحراف معيار ±ميانگين سه بار تكرار( سودوموناس آئروژينوزا

  
شماره  ير- 1شكل  ث ا اسيلوس CFSهاي مختلف غلظت ت يلم بر  كازئي لاكتوب يوف ب كدورت  نوزاميزان  ئروژي آ   سودوموناس 

بر ODدر   را   )انحراف معيار ±ميانگين سه بار تكرار( nm 650 ب

 
P 
 

 
1000 
 

500  250  125  5/62   2/31   6/15  
 
8/7  

 

  كنترل مثبت
0  

 CFSغلظت 

  
  سسويه لاكتوباسيلو

0001/0<  2±2/95   5/2±7/90   1/2±5/89   4/2±1/90   6/2±87   9/3±7/87   6/2±56/80   9/1±2/79  
 
0 

L. casei 
1608 :PTCC 
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ميانگين سه بار ( كازئي لاكتوباسيلوس  CFSهاي مختلف توسط غلظت سودوموناس آئروژينوزادر درصد بازدارندگي توليد بيوفيلم  -2شماره  شكل

)انحراف معيار ±تكرار
  

  بحث
 زاي فرصت طلبيك بيماري سودوموناس آئروژينوزا

 ].21،20[ بيوتيكي چندگانه استهاي آنتيداراي مقاومت وبوده 
زاي و مقاومت  توجه به اهميتي كه بيوفيلم در بيماري باچنين هم

كند تلاش براي يافتن تركيبات ضد ميكروبي ايفا مياين باكتري 
هاي بيوفيلمي را از بين  باكتري ،جديدي كه بتواند در تراكم كمتر

ها در اين ميان استفاده از پروبيوتيككه  استببرد يك امر ضروري 
ها اثرات ضد اين باكتري .رسدنظر مييك گزينه مناسب به
هاي مختلف دارند و حتي متفاوت از  ميكروبي با مكانيسم

كنند و اين امر لزوم  ها را مهار مي بيوتيك رشد باكتري آنتي
يج نتا .كند ها را گوشزد مياين باكتري هتري در حيط تحقيقات جامع

ت خاصي كازئي لاكتوباسيلوسنشان داد بخش شناور  اين مطالعه
 و داردسودوموناس آئروژينوزا بر عليه  ضد ميكروبي شديدي

باشد كه آن بسيار پايين و يكسان مي MBCو  MIC هايغلطت
دهنده موثر بودن اين ماده ضد ميكروبي در بازدارندگي و اين نشان

 لاكتوباسيلوس CFS ،چنينهم .باشدشندگي اين باكتري ميك
و نتايج بود مهار بيوفيلم  داراي قابليت بسيار بالاي در كازئي

ضد ميكروبي  هكه با افزايش غلظت مادمطالعه حاضر نشان داد 
 كهطوري؛ بهگيري افزايش داشت صورت چشمدارندگي بهميزان باز

چنين و همشود درصد مهار مي MIC 6/2±87در غلظت برابر 
CFS هاي در غلظت كازئي وباسيلوسلاكتSub-MIC  نيز داراي

تواند نويد بخش اين كه مي بوداثر ضد بيوفيلمي قابل توجهي 
عنوان يك ماده پيش گيرنده و توان از اين ماده بهمسئله باشد كه مي

-ي بررسيتاريخچه بهگاهي نبا  .كننده عفونت استفاده كردكنترل

دست آمده توسط ساير هيج بهاي انجام شده در اين زمينه، نتاي
 ،1997 الچنانچه در س. همكاران، مؤيد بررسي حاضر است

Coconnier  لاكتوباسيلوس اسيدوكه  ندنشان دادو همكاران-

زاي هاي بيماريداراي اثر بازدارندگي رشد برروي باكتري فيلوس
 سودوموناس آئروژينوزا هاز جمل  مختلف دستگاه ادراري و واژن

ها به سطح  باعث كاهش چسبندگي اين باكتريبوده است كه 
چنين موجب كاهش تعداد تليال شده و همهاي اپي سلول

 CFSدر مطالعه حاضر نيز  ].22[ گردد ها ميهاي اين باكتري نيوكل
لاكتوباسيلوس كازئي باعث كاهش ميزان رشد، تشكيل بيوفيلم و 

  .شد سودوموناس آئروژينوزادر نتيجه چسپئدگي  Forestier و
زاي هاي بيماري همكارانش نشان دادند كه تعدادي از باكتري

سودوموناس هاي باليني از جمله  جداسازي شده از نمونه
 لاكتوباسيلوس كازئيهاي  در اثر مجاورت با گونه آئروژينوزا
كاهش رشد شده داري دچار  به شكل معني Lcr سويه رامنوسوس
و  جمالي فر ].23[ ستهاي آنها كاهش پيدا كرده ا نيوو تعداد كل

هاي لاكتيك  با استفاده از روش چاهك پلت باكتريهمكاران نيز 
باليني  سودوموناس آئروژينوزاروي  جدا شده از منابع مختلف را بر

بيوتيكي چندگانه تاثير داده و اثر بازدارندگي قابل با مقامت آنتي
 يياهاي باكتريكه با وجود تفاوت گونه توجهي را مشاهده كردند

دست هاين پژوهش با مطالعه حاضر نتايج مشابهي باسيد لاكتيك 
لاكتوباسيلوس اثر بازدارندگي  Peralو  Valdez ].6[ آمد

 سودوموناس آئروژينوزازايي  بيماري  روي فعاليت را بر پلانتاروم
جداسازي شده از زخم مورد بررسي قراردادند و نتايج حاكي از 

بر توليد علائم ملكولي  نتاروملاكتوباسيلوس پلااين بود كه 
و بيوفيلم اثر بازدارندگي  هموسرين لاكتون، توليد آنزيم الاستاز

سودوموناس هاي داراي عفونت سوختگي با  موش ،چنينهم .دارد
كه با اين لاكتوباسيلوس تيمار شده بودند بهبود  آئروژينوزا

يج كه نتا ]24[ هاي شاهد نشان دادند تري را نسبت به موش سريع
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با مطالعه حاضر از لحاظ بازدارنگي توليد بيوفيلم  اين پژوهش
با وجود استفاده از دو گونه مختلف  سودوموناس آئروژينوزا

ر بخش شناور تعدادي ياثت ،چنينهم. باشدمي مشابه لاكتوباسيلوس
برخي روي فاكتورهاي ويرولانس  هاي لاكتوباسيلوس بر از گونه
استافيلوكوكوس و  س آئروژينوزاسودومونامانند  زاهابيماري
. مورد بررسي قرار گرفت و همكارانش Iordacheتوسط  اورئوس

هاي ليپاز، كازئيناز، ژلاتيناز و آميلاز و  آنزيم ند كهنشان دادآنها 
ها به شكل  لكتياز در حضور بخش شناور فاقد سلول پروبيوتيك

فاكتور  نيز مطالعه حاضردر  ].25[ ندنكميداري كاهش پيدا  معني
كازئي  لاكتوباسيلوس بخش شناورويرولانسي كه براي بررسي اثر 

داري در اين فاكتور نيز به شكل معنيبيوفيلم بود كه  ،انتخاب شد
 كه بيان شده استعلاوه، به .حضور بخش شناور كاهش پيدا كرد

روي  بر لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوسباكتريوسين جداسازي شده از 
جدا  سودوموناسهاي  كيل بيوفيلم سويهندگي و تشبقدرت چس

شده از كاتتر بيماران داراي عفونت اداري اثر داشته و تا حد بسيار 
ه شده نشان داد ].26[ ندكميزيادي از تشكيل بيوفيلم جلوگيري 

 لاكتوباسيلوس پلانتاروم (CFS)كه بخش شناور فاقد سلول  است
سودوموناس داراي قابليت ضد ميكروبي بسيار زيادي بر عليه 

توانايي  وبيوتيكي بالا است باليني با مقاوت آنتي آئروژينوزا
تنظيمي علائم سيستم چنين بيان چسبندگي و تشكيل بيوفيلم و هم

زايي  و قابليت بيماري) Quorum sensing( حد نصاب احساس
دهد و باعث بهبود سريع  زا را تا حد زيادي كاهش مياين بيماري
چنين دست آمده در اين تحقيق و همهتايج بن]. 27[ دشو زخم مي
اين است كه  هدهند نشان ،اند هاي كه ساير محققان انجام داده بررسي

 برمطالعات كار رفته در اين هاي به انواع مختلف لاكتوباسيلوس

 سودوموناس آئروژينوزاخصوص زا بههاي بيماري روي باكتري
توان يكي  اند كه مي داراي اثر ضد ميكروبي و ضد بيوفيلمي  بوده

از دلائل اين بازدارندگي را وجود تركيبات ضد ميكروبي ترشح 
دانست كه تاحد زيادي مانع اتصال باكتري  شده از لاكتوباسيلوس 

هاي مربوط به  شوند و البته تفاوت به سطوح و تشكيل بيوفيلم مي
هاي لاكتوباسيلوس، تفاوت  دليل اختلاف در نوع سويهنتايج هم به

كه در اكثر موارد باليني  سودوموناس آئروژينوزاهاي  نوع سويه در
چنين مربوط به نوع روش ارزيابي خاصيت ضد است و هم  بوده

  .ها بوده استميكروبي لاكتوباسيلوس
  

  گيرينتيجه
لاكتوباسيلوس خوبي نشان داد كه - بهمطالعه حاضر نتايج 

وي بر عليه داراي فعاليت آنتاگونيستي و ضد بيوفيلمي ق كازئي
ها بيوتيككه قابل مقايسه با آنتي باشدمي سودوموناس آئروژينوزا

   .باشدمي در سطح ميكروليتر
  

 تشكر و قدرداني
نامه كارشناسي ارشد  تحقيق حاضر بخشي از پايان

مركز تحقيقات وسيله از رئيس محترم بدين. باشدنگارنده اول مي
دكتر جناب آقاي  قيه االلهبدانشگاه علوم پزشكي بيولوژي مولكولي 

- رضا رنجبر جهت در اختيار گذاشتن امكانات تحقيق تشكر مي

دانشگاه اين از مسئول آزمايشگاه ميكروب شناسي  ،چنينهم. نماييم
نامه سركار خانم عذرا باقري جهت همكاري در انجام اين پايان

  . گرددقدرداني مي
  

References: 
 
[1] Jaffe R, Lane JD, Bates CW. Real-time 
identification of Pseudomonas aeruginosa direct 
from clinical samples using a rapid extraction 
method and polymerase chain reaction (PCR). J 
Clin Lab Anal 2001; 15(3): 131-7. 
[2] Schulert GS, Fltman H, Rabin SD, Martin CG, 
Battle SE, Rollo J, et al. Secretion of the toxin 
ExoU is a marker for highly virulent Pseudomonas 
aeruginosa isolates obtained from patients with 
hospitalacquired pneumonia. J Infect Dis 2003; 
188(1): 1695-706. 
[3] Davis PB, Drumm M, Konstan MW. Cystic 
fibrosis—State of the art. Am J Respir Crit Care 
Med 1996; 154(5): 1229-56. 
[4] Banin E, Brady KM, Greenberg EP. Chelator-
Induced Dispersal and killing of Pseudomonas 
aeruginosa Cell in a Biofilm. Appl Environ 
Microbiol 2006; 72(3): 2064-9. 
[5] Percival M. Choosing a probiotic supplement. 
Clin Nutr Insights 1997; 6: 1-4. 

[6] Jamalifar H, Rahimi HR, Samadi N, Shahverdi 
AR, Sharifian Z, Hosseini F, et al . Antimicrobial 
activity of different lactobacillus species against 
multi-drug resistant clinical isolates of 
Pseudomonas aeruginosa. Iran J Microbiol 2011; 
3(1): 21-5. 
[7] Gan BS, Kim J, Reid G, Cadieux P, Howard JC. 
Lactobacillus fermentum RC-14 inhibits 
Staphylococcus aureus infection of surgical 
implants in rats. J Infect Dis 2002; 185(9): 1369-
72. 
[8] Rishi P, Kaur S, Bhalla MPS, Preet S, Tiwari RP. 
Selection of probiotic Lactobacillus acidophilus and 
its prophylactic activity against murine 
Salmonellosis. Int J Pro Pre 2008; 3(2): 89-98. 
[9] Earnshaw RG. The antimicrobial action of lactic 
acid bacteria: natural food preservation systems. In: 
Brian JB. Wood W, editor. The Lactic Acid 
Bacteria in Health and Disease. London and New 
York, Elsevier Applied Science; 1992. p. 211-32. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
01

 ]
 

                               7 / 8

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-2191-fa.html


 ...فعاليت ضد بيوفيلمي بخش شناور فاقد سلول، 

  1شماره  |18دوره  |1393|فروردين و ارديبهشت |نامه فيضدوماه                                                                                         37

[10] Smulders FJM, Barendsen P, van Logtestijn 
JG, Mossel DAA , Van Der Marel  GM Review: 
Lactic acid: considerations in favour of its 
acceptance as a meat decontamininant. Int J Food 
Sci Technol 1986; 21(4): 419-436. 
[11] Sgouras D, Maragkoudakis P, Petraki K, 
Martinez-Gonzalez B, Eriotou E, Michopoulos S, et 
al. In vitro and in vivo inhibition of Helicobacter 
pylori by Lactobacillus casei strain Shirota. Appl 
Environ  Microbiol 2004; 70(1): 518-26. 
[12] Coda R, Cassone A, Rizzello CG, Nionelli L, 
Cardinali G, Gobbetti M. Antifungal activity of 
Wickerhamomyces anomalus and Lactobacillus 
plantarum during sourdough fermentation: 
identification of novel compounds and long-term 
effect during storage of wheat bread. Appl  Environ  
Microbiol 2011; 77(10): 3484-92. 
[13] Kong S, Davison AJ. The role of interactions 
between O2, H2, OH., e- and O2- in free radical 
damage to biological systems. Arch Biochem 
Biophys 1980; 204(1): 18-29. 
[14] Clinical and Laboratory Standards Institute. 
Methods for dilution antimicrobial susceptibility 
tests for bacteria that grow aerobically. Approved 
standard M7-A4. Clinical and Laboratory Standards 
Institute, Villanova, PA. 1993. 
[15] Lorian V. Antibiotics in laboratory medicine. 
5th ed. Philadelphia: Williams & Wilkins; 2005. p. 
642-6, 831-7. 
[16] Schillinger U, Lucke FK. Antimicrobial 
activity of Lactobacillus sake Isolated from meat. 
Appl Environ Microbiol 1989; 55(8): 1901-6. 
[17] Nitisinprasert S, Nilphai V, Bunyun P, Sukyai 
P, Doi K, Sonomoto K. Screening and identification 
of effective thermotolerant Lactic Acid Bacteria 
producing antimicrobial activity against Escherchia 
coli and salmonella sp.Resistant to Antibiotic. 
Kasetsart J.(Nat. Sci.) 2000; 34: 387-400. 
[18] Murray PR. Patrick R. Manual of Clinical 
Microbiology. 8th ed. Washington DC: ASM press; 
2007. p. 719-22. 
[19] Stepanovic S, Vukovic D, Dakic I, Savic B, 
Svabic-Vlahovic M. A modified microtiter-plate 
test for quantification of staphylococcal biofilm 

formation. J Microbiol Methods 2000; 40(2): 175-
9. 
[20] Vojtová V, Kolár M, Hricová K, Uvízl R, 
Neiser J, Blahut L, Urbánek K. Antibiotic 
utilization and Pseudomonas aeruginosa resistance 
in intensive care units. New Microbiol 2011; 34(3): 
291-8. 
[21] Luzzaro F, Mantengoli E, Perilli M, Lombardi 
G, Orlandi V, Orsatti A, et al. Dynamics of a  
nosocomial outbreak of multidrug-resistant 
Pseudomonas aeruginosa producing the PER-1 
extended-spectrum b-lac-tamase. J Clin Microbiol 
2001; 39(5): 1865-70. 
[22] Coconnier MH, Liévin V, Bernet-Camard MF, 
Hudault S, Servin AL. Antibacterial effect of the 
adhering human Lactobacillus acidophilus strain 
LB. Antimicrob Agents Chemother 1997; 41(5): 
1046-52. 
[23] Forestier C, De Champs C, Vatoux C, Joly B. 
Probiotic activities of Lactobacillus casei and 
rhamnosus: in vitro adherence to intestinal cells and 
antimicrobial properties. Res Microbiol 2001; 
152(2): 167-73. 
[24] Valdez C, Peral MC. Interference of 
Lactobacillus plantarum with Pseudomonas 
aeruginosa in vitro and infected burns:the potential 
use of probiotics in wound treatment. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis 2005; 11(6): 472-9. 
[25] Iordache F, Iordache C, Chifiriuc MC, Bleotu 
C, Pavel M, Smarandache D, et al. Antimicrobial 
and immunomodulatory activity of some probiotic 
fractions with potential clinical application. Archiva 
Zootechnica 2008; 11(3): 41-51. 
[26] Al-Mathkhury HJF, Ali AS, Ghafil JA. 
Antagonistic effect of bacteriocin against urinary 
catheter associated Pseudomonas aeruginosa 
biofilm. N Am J Med Sci 2011; 3(8): 367-70. 
[27] Ramos AN, Cabral ME, Noseda D, Bosch A, 
Yantorno OM, Valdez JC. Antipathogenic properties 
of Lactobacillus plantarum on Pseudomonas 
aeruginosa: The potential use of its supernatants in 
the treatment of infected chronic wounds. Wound 
Repair Regen 2012; 20(4): 552-62.   

 
 

  
  
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
01

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-2191-fa.html
http://www.tcpdf.org

