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  264-280 ،1401 خرداد ،21 دوره
  

  

  

 يهاپاتوژن یهعل یالباکتریآنت مولد مواد يهاینومیستاکت یمولکول ییشناساو  يجداساز

   آزمایشگاهی مطالعه یکشهر مراغه:  سازيیشهش کارخانهیزا از رسوبات پساب صنعتیماريب

  

  

  

 4 ارهنم يمهد 3مؤدب رضا یدس ،2يرسول شکر ،1زاده ینعبدالحس یرضاعل 
  
  

  14/12/1400: مقاله رشیپذ 11/12/1400: سندهیاز نو هیاصلاح افتیدر 12/08/1400: جهت اصلاح سندهیارسال مقاله به نو 16/06/1400: مقاله افتیدر
  

  

  چکیده

ها که به عنوان ینومیستمانند اکت بیوتیکیآنت یدمنابع جد استفاده از بیوتیکی،یبا توجه به گسترش مقاومت آنت :هدف و زمینه

مولد  يهاینومیستاکت ییو شناسا يجداساز حاضر یقاست. هدف از تحق يضرور يشناخته شده، امر یوتیکیبیآنت یدمنابع جد

  باشد. یها مآن یکروبیو مطالعه اثر ضد م یاز رسوبات پساب صنعت باکتریالیآنت هايیتمتابول

 يکاوه سودا يساز یشهکارخانه شصنعتی خروجی ها از رسوبات پساب ستینومی، اکتآزمایشگاهیمطالعه  یندر ا ها:مواد و روش

 هاله یلآگار بر اساس تشک یناستارچ کازئ یطها توسط محینومیستاکت يهایهو جدا شدند. جدا يآور، جمع1398مراغه در سال 

انجام  یزشهر تبر یمراکز درمان یمارب 20 يبر رو یفیوژند یسکبه روش د بیوگرامیشد. تست آنت يگرغربالکشت  یطشفاف در مح

  .گرفت قرار تحلیل و تجزیه مورد 23 نسخه SPSS افزار نرم وسیله به آمده دست به نتایجگرفت. 

 Minimal inhitory)مقدار  يحساس بودند و دارا یسینونکوما بیوتیکیبه آنت هایزولهتمام ا E-Testبر اساس روش  ها:یافته

concentration) MIC و  یترومایسیندر برابر ار بیوتیکییمقاومت آنت یزانم ینتریشببودند.  لیتریلیبر م یکروگرمم 2از  يترکم

را  ییبالا ییتوانا یه،جدا 5 ینومیست،اکت یهجدا 100 یننشان داد از ب یجمشاهده شد. نتا یمورد بررس هايیزولهدر ا یلینسیآموکس

نسبت به  يبهتر یتفعال يدارا 39S) 25/18 ± 44/1و  (  2S )46/16 ± 43/1( هايیهها داشتند. سوياز باکتر يدر مهار تعداد

  نشان دادند. سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف یه) عل 14/14 23/1( یسینونکوما بیوتیکیآنت

ان به عنو توانندیهستند که م یفعال هايینومیستاکت يها حاوکارخانه یصنعت يهانشان داد که پساب یجنتا گیري:نتیجه

  .یرندمورد استفاده قرار گ یدجد یاییضدباکتر هايیتمتابول

  یپساب صنعت باکتریال،یآنت یت،متابول بیوتیکی،یمقاومت آنت ینومیست،اکت :یديکل يهاواژه
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  مقدمه

 یعپاتوژن شا یکاورئوس به عنوان  یلوکوکوسامروزه، استاف

در سراسر جهان  یمارستانیب يهادر ارتباط با مراقبت

گرم مثبت کاتالاز مثبت  يباکتر ینشناخته شده است. ا

مکان  ترینیع(شا ینیسوراخ ب یعمدتاً در بخش قدام

از مشکلات عمده  یکی. ]1-2[ شودیم یزه) کلونیزاسیونکلون

شده توسط  یجادا يهااز عفونت یريگیشدر درمان و پ

نسبت به  يترباک یناورئوس، مقاومت ا یلوکوکوساستاف

 یوگلیکوزیدها،آمن یلمختلف از قب هايبیوتیکیآنت

 يهاامر موجب گسترش عفونت ینکه ا باشدیم یدهاماکرول

  .]3[است  یدهگرد يباکتر یناز ا یناش

 یلوکوکوساستاف یوعحاصل از مطالعات، ش یجنتا یهبر پا

 Methicillin-resistant( سیلینیاورئوس مقاوم به مت

Staphylococcus aureus; MRSA درصد  15- 30) در حدود

عفونت  ینا یزانم یشزنگ هشداري براي افزا یکاست که 

 يهاگونه ،MRSA یوع. با شباشدیدر نقاط مختلف جهان م

. به یابدیم یشافزا یزآن ن )VRSA( یسینمقاوم به ونکوما

مراکز  بار دریکهر چند سال  MRSA یوعش یلدل ینهم

از آن مورد  یو عوارض ناش یتبا توجه به اهم یامعتبر دن

جهت استفاده  یشین،پ يهاو با پژوهش گیردیقرار م یبررس

 ینچنو هم هاینهو کاهش هز هابیوتیکیاز آنت یحصح

. استفاده شودیم یسهمقا یقبل یجاز آن با نتا یخطرات ناش

 یمدت طولانها به یوتیکبیآنتاز حد یا خودسرانه  یشب

شود. این یها میوتیکبیآنتمقاومت نسبت به  یجادموجب ا

 يهااز ژن يداشتن تعداد زیاد یلزا به دلیماريعوامل ب

 یدهاو پلاسم یژنوم اصل یندر ب یوتیکبیآنتمقاومت به 

. ]4-5[شوند یم یدرمان يهامنجر به محدود شدن انتخاب

کشف و توسعه  به منظور يزیاد یاربس یازبنابراین، ن

کشنده که  يزایماريعوامل ب یهجدید عل يهایوتیکبیآنت

 يهایطوجود دارد. مح ،شودیباعث عفونت در موجود زنده م

 يبرا یمنابع مهم و غن یرسوب يهاها و پسابخاك ی،آب

یها میکروارگانیسمفعال از م یهثانو يهایتمتابول يجداساز

هستند  ییهایوترها از جمله پروکاینومیستاکت .]6[باشند 

توان یبرند و میبه سر م یاهانبا گ یستصورت همز که به

 یها و رسوبات آباز جمله پسابها یستماکوس ها را در همهآن

   .مشاهده کرد

ها در تجزیه مواد آلی (از جمله لیگنین و سایر اکتینومیست

 پلیمرهاي سخت تجزیه شونده) در خاك مؤثر بوده و قادر

هستند ضایعات کشاورزي و صنعتی را تجزیه نمایند. 

ترین ها مهمهاي به دست آمده از اکتینومیستمتابولیت

 85هاي بیوتکنولوژیک بوده و حدود منبع تولید فرآورده

ها تولید ها توسط این میکروارگانیسمدرصد آنتی بیوتیک

ها منبع مهمی براي این باکتري ،چنین. هم]7-8[شوند می

میهاي فعال زیستی دیگر به شمار ها و فرآوردهتولید آنزیم

 یه،ثانو يهایتمتابول یددر تول ییبالا یلو از پتانسروند 

دهد که یم . مطالعات نشان]9-10[باشند یدار مبرخورد

 ینترو آسان ینتراز موفق یکی یکروبیم یعیطب یداتتول

است. مقاومت  یعفون يهایماريدرمان ب يبرا ییمنابع دارو

 يهایوتیکبیمقاوم به اغلب آنت يهايها و باکترقارچ یادز

باشد و کشف یمهم امروزه م يهااز جمله چالش یج،را

رفع  يبرا یدجد یکروبیضد م یتبا خاص یعیطب یباتترک
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 یلوکوکوساستاف. ]11[باشد یم يمشکلات ضرور ینا

 يهااز جمله عوامل مهم عفونت یلینسیاورئوس مقاوم به مت

تلاشرود و تاکنون یمقاوم به دارو به شمار م یمارستانیب

بر  یدجد یباتبه منظور کشف داروها و ترک ياگسترده يها

 یرهو غ یاهاها، درشامل خاك یعتپاتوژن از دل طب ینا یهعل

 یه.  اگرچه داروها بر پا]12- 13[صورت گرفته است 

 هایمارياز ب یاريرا در درمان بس ینقش مهم یزن یمیاییش

که  یعتو جستجو در طب یقاما اکنون تحق کنند،یم یفاءا

 آید،یبه حساب م یدجد يداروها یافتن يمنبع برا ینترمهم

  . ]14[ در حال انجام است

 يهایهاز جدا يشده است تعداد یحاضر سع در مطالعه

کارخانه خروجی  یپساب صنعترسوبات ها را از نومیستاکتی

کرده و پس  يمراغه جداسازکاوه سوداي شهر  يسازیشهش

 ی،و مولکول یکیمورفولوژ يهایژگیو یو بررس ییاز شناسا

و  MRSAمهار  یقاز طرها آن یدجد یکروبیضد م یتفعال

VRSA گردد.  یبررس  

  هامواد و روش

نمونه  18تعداد  1398، در سال آزمایشگاهیمطالعه  یندر ا

شهر  یمراکز درمان ییو سرپا يبستر یماراناز ب یکآسپت

دانشکده  شناسییکروبم یشگاهو به آزما يآورجمع یزتبر

 يو سپس از هر نمونه رو یدمراغه منتقل گرد یعلوم پزشک

آگار به روش سه شعله کشت داده شد تا  ینتنوتر یتپل

 5 حاوي آگار محیط روي بر سپس. یدتک به دست آ یکلن

) کشت داده شد و در blood agar( گوسفندي خون درصد

ساعت در  48و  24گراد به مدت یدرجه سانت 37 يدما

شرکت  France-ETUVES(مدل  یکروبیداخل انکوباتور م

XB032یتهو یون،. پس از انکوباسید) انکوبه گرد 

استاندارد  يهاجدا شده با استفاده از تست هاييباکتر

 یزيآمرنگ ها،یکلن یکروسکوپیم یبررس  شناسی،یکروبم

(شکل  يا)، تست کواگولاز لوله1گرم، تست کاتالاز (شکل 

  . ]15[ یدسالت آگار مشخص گرد یتولمان ي) و رشد بر رو2

 یسکبا استفاده از تست د یبیوتیکیآنت یتحساس يالگو

آگار مطابق با  ینتونکشت مولر ه یطمح يبر رو یفیوژند

 Clinical and Laboratorary (CLSI)دستورالعمل

Standards Institute  یسین،ونکوما هايبیوتیکیآنت یهعل 

حداقل  یزانم یینشد. جهت تع یینتع یلینسیو مت ینزولیدل

 ;Minimal inhitory concentration)یغلظت مهارکنندگ

MIC)  از نوار و روش یسینونکوما E-Test  استفاده شد. ابتدا

مک فارلند  یممعادل ن یونمورد نظر سوسپانس ياز باکتر

 یآگار کشت چمن ینتونمولر ه یتپل يکرده و بر رو یهته

درجه  37 ي، در دما E-Testداده و پس از قرار دادن نوار

  . ]16[ساعت انکوبه شد  24گراد به مدت یسانت

ها از رسوبات نمونه ها،ینومیستاکت يبه منظور جداساز

 يکاوه سودا يسازیشهکارخانه ش خروجی یپساب صنعت

 یلشکل استر يااستوانه یلدر ظروف است مراغه، شهر

-یکروبم یشگاهزمان به آزما ینترو در کوتاه يآورجمع

 براي. یدردمراغه منتقل گ یدانشکده علوم پزشک یشناس

 يهاکشت یطاز مح یقتحق ینا در هااکتینومیست کشت

 یاآگار  ینشامل استارچ کازئ ها،ینومیستاکت یاختصاص

Starch Casein Agar (SCA)  وISP2 عصاره مخمر یا- 

 ياستفاده شد. برا Kuster’s agarو  عصاره مالت آگار

استفاده  یمتوال يسازیقاز روش رق هاینومیستاکت يجداساز
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 یترلیلیم 9گرم از هر نمونه در  یکمنظور  ینا يشد. برا

 100حل شد، سپس  NaClدرصد  9/0 یزیولوژيسرم ف

 کشت یطدر مح 10-3و  10-2 يهااز رقت یکرولیترم

 یمگرم پتاس 1گرم آگار،  15(شامل  SCA یاختصاص

 3/0 یم،سد یدگرم کلر 2 یرات،نت یمگرم پتاس 2فسفات، 

گرم  02/0آبه،  7سولفات  یمگرم منز 05/0  ین،گرم کازئ

 pH=  2/7 ± 2) در یونیزهآب د یترل 1و  یمکربنات کلس

و  یقارچ یکاهش مقدار آلودگ يکشت داده شدند. برا

بر  یکروگرمم 10و  یستاتینن یتربر ل یکروگرمم 25 یاییباکتر

کشت افزوده شد. پس از  یطبه مح یداس یدیکسیکنال یترل

 21گراد به مدت یدرجه سانت 28 يدر دما هایتپل یح،تلق

   .روز انکوبه شدند

 به ینومیستاکت هايیکلن ي،کشت خالص باکتر یهته يبرا

 يشد. برا يو خشک، در سطح آگار جداساز يصورت پودر

 یوها با استفاده از استریکلن يمنظور ابتدا مورفولوژ ینا

ساخت کشور ژاپن)  TN-PSE 30(مدل  Nikon یکروسکوپم

بودن  يسفت و پودر ی،شدند. رنگ پشت و روي کلن یبررس

  شد. یبررس هایکلن یکیمورفولوژ یاتخصوص یگرو د یکلن

استات  یلات یرقطبیاستخراج عصاره خام از حلال غ يبرا

 یکروبی،مضد هايیتاستخراج متابول ياستفاده شد. برا

 یعما یطمح یکرولیترم 100در  ینومیستفعال اکت هايیهسو

 Actinomycete Isolation) ینومیستاکن يجداساز

Medium)  یونات،پروپ یمگرم سد 4 یسرول،گرم گل 5(شامل 

گرم  1/0فسفات،  یمگرم پتاس 5/0 ینات،کازئ یمگرم سد 2

گرم سولفات  001/0سولفات،  یمگرم منز 1/0 ین،پارژآس

 یهثانو هايیتاستخراج متابول يشد. برا یحآهن) تلق

 ینا هاستات استفاده شد. ب یلات یاز حلال آل یکروبیضدم

 یه،دست آمده از هر سو هبرابر حجم سوپرناتانت ب یکمنظور 

 یباتترک يحاو یاستات به آن اضافه شد. فاز آل یلات

جداکننده جدا و به کمک حرارت  یفتوسط ق یوتیک،بیآنت

شد. از عصاره خام استخراج شده  یظدر حمام آب گرم تغل

  استفاده شد. هایهسو یکروبیضد م یتفعال یبراي بررس

فعال از  هايینومیستاکت یهاول يگرغربال يبرا ینچنهم

با  هایمنظورکلن ینا ياستفاده شد. برا Cross Streak روش

. ]17[انتخاب شدند  هاینومیستاکت یهشب یکیرفولوژمنظر مو

فعال، از روش انتشار در  هايیهجدا یهثانو ینشگز يراب

منظور از عصاره خام استخراج  ینا ياستفاده شد. برا یسکد

پاتوژن  هاييکشت تازه باکتر یهته يشده استفاده شد. برا

 یحتلق (Luria Bertani) یبرتان یالور یعکشت ما یطدر مح

ساعت  24گراد به مدت یدرجه سانت 37 يشد و در دما

مک  یمپاتوژن غلظت استاندارد ن یهنکوبه شد. از هر سوا

کشت متراکم  یلشد و به کمک سوآپ استر یهفارلند ته

شد.  یهآگار ته ینتونکشت مولر ه یطمح يرو يباکتر

) یرانمتر پادتن، ایلیم 6(قطر  یلکاغذي استر هايیسکد

. شد داده قرار کشت محیط سطح روي خام عصاره به آغشته

به عنوان کنترل مثبت،  یلینسیمت یوتیکبآنتی دیسک از

 یلآغشته به ات یسکو د یبه عنوان کنترل منف یخال یسکد

 هایتپل یتاستات به عنوان کنترل حلال استفاده شد. در نها

و هاله  یددرجه انکوبه گرد 37 يساعت در دما 24به مدت 

توسط  هایسکمتر) در اطراف دیلیمعدم رشد (بر حسب 

  . ]18[ دش یريگ) اندازهmmکش (خط
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اورئوس نسبت به عصاره خام  یلوکوکوسحساسیت استاف

 يشد. برا یفعال با روش دیسک دیفیوژن بررس هايیهسو

 یلوکوكاستاف هايیهمنظور سوسپانسیون میکروبی سو ینا

بر  یلشد و به کمک سوآپ استر یهمک فارلند ته یممعادل ن

 هايیسکشد. د یحآگار تلق ینتونکشت مولر ه یطسطح مح

بر  ینفعال با فاصله مع هايیهعصاره خام سو يحاو یلاستر

ساعت در  24به مدت  هایتقرار داده شد و پل یتسطح پل

گراد انکوبه شدند. هاله عدم رشد بر یدرجه سانت 37 يدما

 يحاو یسکاز د ینچنشد. هم یريگاندازه متریلیحسب م

ده شد به عنوان کنترل استفا یلینسیمت یکروگرمم 30

]19[.  

سویه مورد نظر و به منظور  یمولکول یشناسای يبرا

استفاده شد. سپس به  یدبیتراز روش ب DNAخراج است

، الکتروفورز DNAموفق بودن عمل استخراج  یمنظور بررس

 یتانجام شد و در نها یقهدق 30درصد به مدت  8با ژل آگارز 

  .]20[داده شد  یصباندها توسط ژل داك تشخ

 Polymeraseمراز (یپل يایرهبه منظور انجام واکنش زنج

Reaction Chainیعموم یمرهايحاضر از پرا ) در مطالعه 

PA-F  وPH-R 16ژن  یرتکث ي) برا1 (جدولS rDNA  جهت

استفاده شد.   یلینس یمت یوتیکبیآنتژن مقاومت به  یبررس

 يبرا 16S rDNAژن  یمرازپل ايیرهواکنش زنج

 يصورت بود که دما ینا هفعال ب هايینومیستاکت

 یقهدق 5گراد و به مدت یدرجه سانت 95 یهاول یوندناتوراس

درجه  95 يدما یقهدق یکچرخه شامل  35بود. سپس 

و  یکگراد و یدرجه سانت 50 يدما یقهدق یکگراد یسانت

  گراد انجام شد. یدرجه سانت 72 يدما یقهدق یمن

، دما به مدت DNAواکنش ساخت  یلتکم يبرا یتدر نها

 ینگه داشته شد. درستگراد یدرجه سانت 72 در یقهدق 5

با الکتروفورز  16S rDNA ژن یمرازپل ايیرهانجام واکنش زنج

 ییدتأ یدبروما یدیومشده با ات یزيآمدرصد رنگ 8ژل آگارز 

  .]21[شد 

  

  یلینسیژن مقاومت مت یمرازپل ايیرهواکنش زنج يبرا PHو  PA یمرهايپرا یتوال - 1جدول

′3- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -′5  PA forward 

′3- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -'5    PH reverse  

  

 يهابا تست یمارانشده از ب يآورجمع یکروبیم يهانمونه

سالت آگار،  یتولکشت مان یطمح يکاتالاز، رشد بر رو

 یتهو یینتع DNase یمآنز یدتول ییو توانا ي،اکواگولاز لوله

 ها،یاز نظر مورفولوژي کلن هایزولها ینچنشدند. هم

گرم، مشخصات بیوشیمیایی مانند تحمل نمک  یزيآمرنگ

  .]22[شدند  ییدتأ
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  تست کاتالاز -1شکل 

 

 لوله. دهدمی نشان را تست مثبت نتیجه و خرگوش سیتراته پلاسماي در لخته ایجاد بالایی لوله: ياتست کواگولاز لوله -2شکل 

  .است تست ارگانیسم تلقیح بدون کنترل لوله پایینی

  

 یکروبیعملکرد ضد م یمراحل بررس یقابل ذکر است تمام

 ینمواز یتو با رعا یقطور دقها بهیکروارگانیسمم يبر رو

 با کد اخلاق و یو اخلاق یشگاهیآزما

IR.TBZMED.REC.1398.779  .به دست  یجنتاانجام شد

 یلو تحل یهمورد تجز 23نسخه  SPSSافزار نرم یلهوسآمده به

  قرار گرفت.

  یجنتا

 یپساب صنعتنمونه از رسوبات  100پژوهش، تعداد  یندر ا

مراغه  شهر يکاوه سودا يسازیشهکارخانه ش خروجی

پس از دو  ینومیستاکت هايیشد. کلن یو بررس يآورجمع

 یاننما ISP2و   SCAیکشت اختصاص یطمح يهفته رو

 یهجدا 100مختلف، تعداد رسوبات  ینشدند. از ب

و خشک در سطح  يپودر هايیبه صورت کلن ینومیستاکت

 1Sشده و به نام  يسازخالص هایهشدند. جدا يآگار جداساز

  شدند. يگذارنام 100Sتا 

 به روش یهجدا 100فعال،  هايیهسو ییبه منظور شناسا

نشان  یجشدند و نتا یهاول يگرغربال (Cross Streak) متقابل

 یتفعال يدارا یهجدا 48حداقل  یه،جدا 100 ینداد که از ب

فعال،  هايیهجدا ینا ینباشند. از بیپاتوژن م یکروبیضد م

 يهابه نام یکروبیضد م یتخاص ینبا بهتر یهجدا 5تعداد 
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2S، 11S ،34S ،39S  50وS و ادامه  یهثانو يگرغربال يبرا

 يیهذکر است که هر پنج جدا یانکار انتخاب شدند. شا

پاتوژن ممانعت رشد نشان  هايیهم سومنتخب نسبت به تما

 یدتول هايیتمتابول یرمربوط به تأث یجنتا ،3دادند. شکل 

دهد یرا نشان م یهاول يگرغربالدر  2S یهشده توسط جدا

 هاييباکتر یهممانعت رشد عل يهاله یجاداز ا یکه حاک

  پاتوژن است.  

  

 cross-streakبا روش  یهاول يگرغربال -3شکل 

  2S یهجدا يبرا

ها در یه، اغلب جدا2شده در جدول  ئهارا یجمطابق نتا

رشد  يداریبه طور معن یسینونکوما یوتیکبیبا آنت یسهمقا

 یلوسباس اورئوس، یلوکوکوساستاف ،یاکلیاشرش يهايباکتر

 یز). آنالp> 05/0را مهار کردند ( یفیو سالمونلا ت یلیسسوبت

سالمونلا  يباکتر یهبر عل 2S یهجدا یرنشان داد که تأث یجنتا

 يباکتر یهبر عل 34Sو  11S يهایه) و جداp= 891/0( یفیت

 یوتیکبیآنتبا  یسه) در مقاp= 900/0( یلیسسوبت یلوسباس

 يرغم اثر مهاریعل ین،چندار نبود. همیمعن یسینونکوما

 يهايباکتر یهبر عل 39S یهها، اثر جدایهقابل توجه جدا

) p= 931/0( یلیسسوبت یلوس) و باسp= 413/0( یاکلیاشرش

دار نبود یمعن ياز نظر آمار یسینبا گروه ونکوما یسهدر مقا

با  یهثانو يگرغربالمربوط به  یج، نتا4). شکل 2(جدول 

) با استفاده از عصاره یفیوژند یسک(د یسکروش انتشار از د

دهد. یفعال را نشان م هايیهجدا یخام استخراج شده از برخ

 یسکاز د یهثانو يگرغربالذکر است که در  یانشا

آغشته به  یسک(شاهد مثبت)، د یسینونکوما یوتیکبیآنت

استات (کنترل  یلات یسکاستخراج شده و از د هايیتمتابول

  حلال) استفاده شد. 

  

 به عنوان شاهد) یسینونکوما یوتیکبیآنتفعال ( هايیهبا استفاده از عصاره خام استخراج شده از جدا یهثانو يگرغربال - 2 جدول

  تست شده هاييباکتر متریلیهاله عدم رشد برحسب م  

  2S 11S 34S 39S 50S  یسینونکوما

18/1 ± 64/18 48/1 ±0 9/10 76/0 ± 04/17  72/0 ± 51/10 15/1 ± 02/25 54/1 ± 71/20  E. coli 

05/1 ± 09/24  70/0 ± 51/19 42/1 ± 03/13  71/0 ± 52/25 52/1 ± 33/20  44/0 ± 08/12  S. aureus 

61/0 ± 63/23 56/0 ± 06/12 66/0 ± 04/25  43/1 ± 06/23 74/1 ± 09/22 41/1 ± 05/13 B. subtilis 

61/0 ± 33/19  41/1 ± 05/25 45/1 ± 02/14  41/1 ± 01/16 46/1 ± 08/11 71/1 ± 07/11 S. typhi 
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 یهعل S40و  S2،S38  ،S39فعال  هايیهجدا (a)از  ی. هاله عدم رشد برخیفیوژند یسکبه روش د یهثانو يگرغربال -4 شکل

  ).P. aeruginosa( ینوزاسودوموناس آئروژ یهعل S40و  S2  ،S39يهایهشامل جدا (b)). و E. coli( یاکلیاشرش

فعال با  هايیهعصاره خام جدا یاییضد باکتر یتفعال

 یلوکوکوساستاف یهسو یهعل یفیوژند یسکاستفاده از روش د

 یهجدا 8و  )MRSA( سیلینیمقاوم به مت اورئوس

جداشده از  سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف

 هايیهنشان داد که جدا یجشد. نتا یو بررس یسهمقا یمارانب

 یسهدر مقا هایلوکوكاستاف یهعل یخوب یتلفعا ینومیستاکت

 ینچنهم). 3اند (جدول داشته یسینونکوما یوتیکبیآنتبا 

)، با 44/1±25/18( 39S) و 2S )43/1±46/16 هايیهجدا

نسبت به  يبهتر یتفعال )P>05/0( يداریاختلاف معن

 یه) عل14/14±23/1( یسینونکوما یوتیکبیآنت

  نشان دادند. سیلینیمقاوم به مت یلوکوکوساستاف

  

 ) وMRSA( سیلینیمقاوم به مت اورئوس یلوکوکوساستاف یهعل  هایهعصاره خام استخراج شده از جدا یاییضدباکتر یتفعال - 3 جدول

  یفیوژند یسکبه روش د یمارانجدا شده از ب اياستافیلوکوکوس اورئوس ه

  
  تست شده هاييباکتر  متریلیهاله عدم رشد برحسب م

Vancomycin  2S  11S  34S 39S 50S  

23/1 ± 14/14  43/1 ± 46/16 78/0 ± 55/12 16/1 ± 14/13  44/1 ± 25/18 52/1 ± 05/11 MRSA 

82/1 ± 50/16 - 47/1 ± 34/13  - - - S. aureus 1  

08/1 ± 11/18  55/1 ± 75/12  40/1 ± 41/12  48/1 ± 55/11  77/1 ± 12/10 04/1 ± 31/10  S. aureus 2  

51/1 ± 19/15 - - 41/1 ± 89/15  48/1 ± 17/8 73/1 ± 14/8  S. aureus 3  

91/1 ± 33/17  49/1 ± 66/14  72/1 ± 16/10 51/1 ± 65/11  - - S. aureus 4  

22/1 ± 05/16  75/1 ± 56/12  74/1 ± 82/10 - 46/1 ± 13/10 - S. aureus 5  

56/1 ± 51/17  73/1 ± 76/11 46/1 ± 47/11  56/1 ± 24/9  - 42/1 ± 44/10 S. aureus 6  

36/1 ± 86/18  41/1 ± 36/16  - 43/1 ± 91/9  - - S. aureus 7  

13/1 ± 16/18  72/1 ± 16/15  - 63/1 ± 15/9  - 40/1 ± 11/12 S. aureus 8  
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ژن  یتوال یینبا استفاده از تع هایهجدا یمولکول ییشناسا

16S rDNA ايیرهمنظور واکنش زنج ینشد. به ا یبررس 

، PCRانجام شد. طول محصول  16S rDNAژن  یمرازپل

است  یدنوکلئوت 16S rDNA ،1500ژن  یرحاصل از تکث

  ).5(شکل 

، 3، 2، 1 يهایفها: ردیهجدا 16S rDNA یژن قطعه یرتکث -5شکل 

یم S50و  S2 ،S11 ،S34 ،S39 يهایهمربوط به جدا یببه ترت 5و  4

  باشد.

تمام  یفیوژند یسکبا روش د بیوتیکییآنت يبر اساس الگو

و بر  ینزولیدل یوتیکبیبه آنت یمارانمورد مطالعه ب هايیزولها

 بیوتیکیبه آنت هایزولهتمام ا E-Testاساس روش 

 2از  يترکم MICمقدار  يحساس بودند و دارا یسینونکوما

ذکر  هايبیوتیکیاز آنت یربودند. به غ لیتریلیبر م یکروگرمم

 یرمقاومت نسبت به سا یاز فراوان یشده درجات مختلف

مقاومت  یزانم ینتریشبمشاهده شد.  هابیوتیکیآنت

 62 یفراوان یزانبا م یترومایسیندر برابر ار بیوتیکییآنت

درصد از  58مشاهده شد.  یمورد بررس هايیزولهدرصد در ا

 56 یسین،و جنتاما یلینبه اگزاس یمورد بررس هايیزولها

 47 یکلین،درصد به تتراسا 48 یپروفلوکساسین،درصد به س

درصد  36و  یفامپین،درصد به ر 38 یتین،درصد به سفوکس

  ). 6مقاوم بودند (شکل  یندامایسینبه کل

  

 

  آگار ینتونکشت مولر ه یطمح يبر رو یفیوژند یسکبه روش د یوگرامبیآنت یتپل -6شکل 

  

 يگرغربال CLSIمطالعه بر اساس دستورالعمل  یندر ا

 30 یسکبا استفاده از د یلینسیمقاوم به مت هايیزولها

درصد  47انجام و مشاهده شد که  یتینسفوکس یکروگرمیم

به عنوان  متریلیم 24از  ترکم ياقطر هاله يدارا هایزولهاز ا

به  یجدر نظر گرفته شدند. بر اساس نتا یلینسیمقاوم به مت

جدا  هايیزولهتمام ا E-Testبا روش  MIC ییندست آمده تع
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 MIC يو دارا یسینمطالعه حساس به ونکوما ینشده در ا

 MICمقدار  یفبودند. ط لیتریلیبر م یکروگرمم 4از  يترکم

بر  یکروگرممدرصد  5/1جدا شده تا  هاييدر باکتر

 يدرصد) دارا 38( هايتعداد باکتر ینتریشببودند.  لیتریلیم

MIC  4تعداد ( ینترکمو  لیتریلیبر م یکروگرمم 5/0برابر با 

بودند  لیتریلیبر م یکروگرمم 5/1برابر  MIC يدرصد) دارا

  ).7(شکل 
  

  

  E-Testبا روش  یسینونکوما MIC یبررس یتپل -7 شکل

  بحث 

ها ینومیستتوان اغلب اکتیمطالعات نشان داده است که م

- 25[ها جدا کرد ها و آبرا از مناطق مختلف از جمله خاك

ضد  یتفعال یحاضر به منظور بررس یق، اما در تحق]23

ها از ینومیستبار اکت یناول يها، براستینومیاکت یکروبیم

 يسازیشهکارخانه شخروجی  یرسوبات پساب صنعت

 ییو توانا یهاول يگرغربالشده و پس از  يجداساز

-یمقاوم به مت يهایکوکوساستاف یهها بر علآن یکروبیضدم

 یفیوژند یسکبه روش د یهثانو يگرغربالتوسط  یلینس

 یتمتابول یدتول یلپتانس يکه دارا ینومیستشد و اکت یبررس

حاصل از مطالعه  یجشد. نتا ییهستند، شناسا یکروبیضد م

کارخانه خروجی  یصنعتحاضر نشان داد که رسوبات پساب 

عنوان منبع به  تواندیمراغه مشهر  يکاوه سودا يسازیشهش

 یدتول ییباشد که توانا یفعال هايینومیستاز اکت یغن

وانند به تیرا دارند که م VRSAو  MRSAضد  هايیتمتابول

اورئوس یلوکوکوساستاف یکروبیم یتفعال يداریصورت معن

را مهار کنند. و ونکومایسین  یلینسیمقاوم به مت يها

فعال  هايیتمتابول تریقسازي و مطالعه دقبا خالص ینبنابرا

کارخانه خروجی  یرسوبات پساب صنعت هايینومیستاکت

 يو مناسب برا یدجد هايبیوتیکیتوان آنتیم يسازیشهش

مقاوم  هايیکروارگانیسماز م یناش یعفون هايیماريدرمان ب

  کرد. یرا معرف

 یهجدا 100منظور، در مطالعه حاضر به تعداد  ینبد

کارخانه  خروجی یاز رسوبات پساب صنعت ینومیستاکت

 يگرغربالشد. سپس  يجداسازآشهر مراغه  يسازیشهش

ها یوتیکبیآنت يگرغربالفعال صورت گرفت.  يهایهجدا

 یوتیکیبیآنت یتکه با آن فعال ییهاعبارت است از روش

توان مشخص یرا  م یکروبیم يهایتچون متابولهم يموارد

برخوردار باشد  یزن یرابطه از راندمان خوب ینکرد و در ا

روش  یهثانو يگرغربالما در  ی. روش انتخاب]26[

 يروش معمول برا یشآزما ینبوده است، ا گذاريیسکد

 یتاست که فعال هایییهسو یکروبیضدم یتفعال یصتشخ

  ندارند. یمشخص

 یلاستر يمتریلیم 6 يکاغذ هايیسکروش د یندر ا

نازك از  یهکه با لا یطیسطح مح يعصاره خام رو يحاو
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شده بود، قرارگرفت و هاله عدم  یدهپاتوژن پوش يهايباکتر

و  یهاول يگرغربال دو مرحله یجشد. نتا یريگرشد اندازه

ضد  یتها فعالیهکه اغلب جداینرغم اینشان داد، عل یهثانو

را داشتند، تعداد  یشیپاتوژن آزما یکحداقل  یهعل یاییباکتر

آنبودند. از  یاییضد باکتر یتخاص ینبهتر يدارا یهجدا 5

 يهادارند و در حلال یساختار آل هایوتیکبیآنتکه  ییجا

ها، آن يبرا یحلال آل ینشدن دارند، بهترحل یتقابل یآل

توان به گزارش یخصوص م ینباشد. در ایم استاتیلات

Dhanasekaran يهاخاك هايینومیستو همکاران که اکت 

مناطق مختلف هندوستان را مورد مطالعه قرار دادند، اشاره 

 هايیتجهت استخراج متابول یهثانو يگرغربالکرد که در 

 یلات يهااز حلال یع،کشت ما یطاز مح کروبییفغال ضدم

 یجاستفاده کردند. نتا یدیناستات، متانول، کلروفورم و پر

 يحلال برا یناستات بهتر یلها نشان داد که اتآن مطالعه

در کشور نپال  ايمطالعه طی. ]27[مواد است  یناستخراج ا

Shrestha از  یمختلف هايجدایه 2021 سال در همکاران و

 جداسازي خاکی رسوبات از و آبی سواحل را هاینومیستاکت

به  هاجدایه از عدد 4 و 8 داد نشان گروه این نتایج. کردند

 را باکتریایی ضد اثر ینتربیش یهو ثانو یهدر تست اول یبترت

همسو با  تواندمی که داشتند مختلف هايباکتري روي بر

 یگريمشابه د ي. در مطالعه]23[ما باشد  یجمطالعه و نتا

Valli  از  هایییهاز رسوبات، سو 2012سال  درو همکاران

ها، دو آن یانکردند که از م يرا جداساز هاینومیستاکت

 یشنهادها پرا داشتند. آن یکروبیضد م یتفعال ینبهتر یهسو

یآنتبه عنوان منبع  توانندیم هاینومیستکردند که اکت

  . ]28[شوند  یمعرف یدجد هايیوتیکب

 یزن 2017سال  درو همکاران  Sangkanu ینچنهم

 یرسوب یرا از رسوبات آب هاییینومیستتوانستند اکت

 ینبودند که ا یاییضد باکتر یتفعال يکنند که دارا يجداساز

 یپژوهش حاضر است. فراوان هايیافتهمشابه  یج،نتا

مطالعه نسبت به  ینجداشده در ا ینومیستاکت هايیهجدا

 تریشب یجدا شده در مطالعات قبل هايینومیستاکت یفراوان

  .]29[بوده است 

از مهم یکی سیلینیاستافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به مت

است و در  یادر تمام دن یمارستانیب يهاعامل عفونت ینتر

ها درصد عفونت 50از یشعامل ب هایمارستانب یبعض

-آنتی یک عنوان به ونکومایسین 1960 دهه در. باشدیم

حاصل از  يهادر جهت درمان عفونت یدمف یوتیکب

 یدگرد یمعرف سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف

کومایسین در ن. اولین گزارش در مورد مقاومت به و]30[

 2015سیلین در سال هاي مقاوم به متیاستافیلوکوك

مطالعه گزارش  ینمورد مقاوم در ا 5که تعداد  یدش گردگزار

  .]31[شد 

 بیوتیکیمقاوم به آنت هايیهمقابله با سو یتبا توجه به اهم

عصاره  سیلین،یاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوسمثل استاف

 یکروم ینا يها روینومیستفعال اکت هايیهخام سو

با  یجو نتا یبررس یفیوژند یسکبا روش د هایسمارگان

نشان داد که نه  یجشد. نتا یسهمقا یسینونکوما یوتیکبیآنت

بر  يداریمعن يفعال توانستند اثر مهار يهایهتنها  اکثر جدا

نشان  سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف یهعل

نسبت  يتریشب ياثر مهار 39Sو  2S يهایهدهند، بلکه جدا

اعمال کردند. با توجه به وجود  یسینونکوما یوتیکبیآنتبه 
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نکته  ینبه ا توانیمنتخب م هايیهعدم رشد سو تفاوت هاله

 هایهسو ینشده توسط ا یدتول یتاشاره کرد که نوع متابول

گر نشان تواندیموجود م هايبیوتیکیمتفاوت است. تنوع آنت

یشهشکارخانه خروجی  یباشد که رسوبات پساب صنعت ینا

فعال با  هايینومیستاز اکت یغن تواندیم يساز

 یندر ا تریشببه پژوهش  یازکه ن باشد یدجد هايیتمتابول

و  Sujathaحاضر،  مطالعه یجدارد. همسو با نتا ینهزم

از  یدجد ینومیستاکت یهسو یک 2005سال  درهمکاران 

 یاییباکتر ضد یتکردند که فعال يجداساز یرسوبات رسوب

نشان داد.  سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف یهعل

رسوبات  هايینومیستاکت یلپژوهش پتانس ینا هايیافته

 هايیتمتابول یددر تول يسازیشهکارخانه ش یپساب صنعت

مقاوم به دارو از جمله  هاييباکتر یهفعال عل

 کندیم ییدرا تا سیلینیاورئوس مقاوم به مت یلوکوکوساستاف

و همکاران در  Asnaniکه توسط  یگرد يا. در مطالعه]32[

نمونه  16که از  یدانجام شد، مشخص گرد 2020سال 

 یهجدا 14شده از رسوبات،  يجدا ساز يهاینومیستاکت

 ینتریشب یهبودند و سه جدا MRSAضد  یتفعال يدارا

را به خود اختصاص  MRSAرشد  یمهار کنندگ یتخاص

 يبدست آمده از مطالعه یجبر نتا ییديأتواند تیدادند که م

و  Siddharthمطالعه  یجنتا ینچنهم . ]33[حاضر باشد 

انجام شده است،  2021در سال  یهمکارانش که به تازگ

که توسط  یکتوپیپرازیند یهثانو یتنشان داد که متابول

 MRSAضد  یتشود، از خاصیم یدتول یآب يهاینومیستاکت

  .]34[دار است برخورد ییبالا

شدند  یاتخصوص یصمنتخب تشخ یهجدا 7بعد،  در مرحله

مقالات  یبا برخ یزيآمرنگو  يمورفولوژ يهاآزمون یجو نتا

گرم  ینومیستاکت هاييباکترشد.  یسهو مقا یزآنال یگرد

 يها بود و مورفولوژقارچ یهشکل شب يامثبت، رشته

 تواندیکه م یدمشاهد گرد یزو سفت ن يپودر یکلن ي،ارشته

گزارش شده  یافتهبا  یجنتا ینباشد. ا ینومیستگر اکتیاننما

 ینو همچن 2019و همکاران در سال  Gozariتوسط 

Rajivgandhi دارد  یهمخوان 2021ن در سال او همکار

]36-35[ .  

 یکیمورفولوژ هايیفعال و بررس هايیهبعد از انتخاب سو

 16Sیتوال یینبا تع هایهجدا یمولکول ییشناسا ها،یهجدا

rDNA  هايیهسو نشان داد که همه یجنتاانجام شد و 

درصد با جنس  98 يشباهت بالا يمنتخب دارا

و همکاران از  Valliمشابه  یبودند. در پژوهش یسساسترپتوما

فعال  ینومیستاکت یهدو جدا یرسوبات پساب صنعت

مشاهده  16S rDNA یتوال یکردند که با بررس يجداساز

تواند یهستند و م یسساسترپتوما هایهجدا ینشد که ا

  .]28[مطالعه حاضر باشد  یافتهبر  ییديتأ

 2013سال  درو همکاران   Rahimiیگري،در مطالعه د

مرجع در شهر  یمارستاندر سه ب یلینسویه مقاوم به متی س

ین تریشبدرصد گزارش کردند. در این مطالعه  30تهران را 

 هايبیوتیکینسبت به آنت یببه ترت بیوتیکییمقاومت آنت

 یکلینو تتراس ینتوبرامایس یندامایسین،کل سیلین،یپن

آنتیین مقاومت تریشبکه در مطالعه ما یگزارش شد در حال

و  یترومایسینار هايبیوتیکینسبت به آنت یببه ترت یوتیکیب

  .]37[بود  یسینو جنتاما یلیناگزاس
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 یرامکان استفاده از سا ی،منابع مال یتبا توجه به محدود

 یزمان يهایتمحدودبا وجود  ینچنو هم یمولکول يهاروش

 يها بر رویهاثر جدا یامکان بررس ي،نمونه بردار ینددر فرآ

شود در مطالعات یم یشنهادنبود. لذا پ یسرها ميباکتر یرسا

ها، يباکتر یرسا يبر رو ینومایستیاکت يهایهاثر جدا ی،آت

ژن مربوط به مقاومت  یانب یزانم ینچنها و همعفونت

 یبررس یزنها بیوتیکیآنت یرو مقاومت به سا یوتیکیبیآنت

  کرد.

  یريگیجهنت

 کارخانهخروجی  ینشان داد که رسوبات پساب صنعت یجنتا

فعال است  يهاینومیستاز اکت یشهر مراغه غن سازيیشهش

 هستند یدجد یاییضد باکتر يهایتمتابول یدکه قادر به تول

 با. یرندقرار گ يتریقو دق تریشبمورد مطالعه  یستبایکه م

 يهایهجدا یکروبیضد م ییتوانا مطالعه و ارزیابی

استافیلوکوکوس  يباکتر یهعلجدا شده  يهاینومیستاکت

 ینتوان ایمو ونکومایسین  سیلینیاورئوس مقاوم به مت

و ساخت  یدر طراح یمناسب ینهها را به عنوان گزیهجدا

با  یننمود. بنابر یمعرف یکروبیضد م یهثانو یباتداروها و ترک

فعال از  يهایهجدا تریشب یقاتو تحق يسازخالصاستخراج، 

 کارخانهخروجی  یرسوبات پساب صنعت يهاینومیستاکت

در جهت  یبتوان قدم شهر مراغه، احتمالاً سازيیشهش

ثر در ؤو م یفالط یعوس يو توسعه داروها یدتول ی،ابیدست

 يهایماورگانس یکروشده از م یناش یعفون يهایماريدرمان ب

  کرد. یمعرف VRSAو  MRSA م از جمله ومقا

  تشکر و قدردانی

 یکروبیولوژيگروه م یتخصص ياز رساله دکترا یمقاله بخش ینا

باشد. لازم است مراتب تشکر  یواحد زنجان م یدانشگاه آزاد اسلام

(ع) شهر  امام رضا یمارستانرا از مجموعه ب یمانهصم یو قدردان

مراغه به جهت  شهر يکاوه سودا يساز یشهو کارخانه ش یزتبر

 ینچنو هم ينمونه بردار يلازم برا يهايمساعدت و همکار

مراغه به جهت استفاده از امکانات و  شهر یدانشکده علوم پزشک

پژوهش  ینا یفیآن مجموعه که ما را در انجام و ارتقاء ک یزاتتجه

  .نماییمدادند، اعلام  یاري
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Isolation and Molecular Identification of Antibacterial-Producing 
Actinomycetes against Pathogenic Pathogens from Industrial Effluent 

Sediments of the Maragheh Glass Factory: A Laboratory Study  
 

   

  

Alireza Abdolhossein Zadeh1, Rasoul Shokri2, Seyyed Reza Moaddab3, Mehdi Rahnema4 
  

Received: 07/09/21 Sent for Revision: 03/11/21 Received Revised Manuscript: 02/03/22 Accepted: 05/03/22  

 

Background and Objectives: Due to the increasing of antibiotic resistance, the use of new antibiotic sources, 

especially actinomycetes, as new sources of antibiotics have been considered. The aim of this study was to isolate 

and identify actinomycetes with the ability to produce antibacterial metabolites from industrial effluent sediments 

and study their antimicrobial effect. 

Materials and Methods: In this laboratory study carried out in 2019, actinomycetes were collected and isolated 

from the sediments of industrial wastewater of Maragheh Kaveh Soda Glass Factory. Actinomycete isolates were 

screened by Starch casein agar medium based on the formation of inhibitory zones. Also, anti-biogram test was 

performed by disk diffusion method on 20 patients of Tabriz medical centers. The results were analyzed by SPSS 

software version 23. 

Results: Based on E-Test approach, all isolates were sensitive to Vancomycin antibiotic and had lower MIC 

(Minimal inhibitory concentration) value of less than 2 μg/ml. The highest rate of antibiotic resistance to 

erythromycin and amoxicillin was observed in the included isolates. The results indicated that among 100 

actinomycete isolates, five of them had the highest ability to inhibit some of bacteria. S2 (16.46±1.43) and S39 

(18.25±1.44) strains demonstrated better activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

compared to vancomycin antibiotic (14.14±1.23).  

Conclusion: The results showed that industrial wastewaters of factories are containing active actinomycetes that 

could be used as new antibacterial metabolites. 

Key words: Actinomycetes, Antibiotic resistance, Metabolites, Antibacterial, Industrial wastewater 
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