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( بر رشد دو باکتری استافیلوکوکوس اورئوس و Hirudo medicinalisاثر بزاق زالو )

 در شرایط آزمایشگاهی اشریشیاکولای

 

 3 ، محمد روزبه3، علیرضا مشتاقی 1، بهناز رئیسیان3، سپیده مداح3، مهران بیکها 1، حمید استاجی*2و1مریم رسولی

 گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه سمنان، سمنان، ایران -1

 گروه پاتوبیولوژی، آموزشکده دامپزشکی شهمیرزاد، دانشگاه سمنان، سمنان، ایران- 2
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 دانشگاه سمنان، دانشکده دامپزشکی  1سمنان، جاده دامغان، پردیس شماره : مکاتبه یبرا ی*نشان

 

  ن نود و هشتبهمپذیرش برای چاپ:                                                                آبان نود و هشت دریافت مقاله:
 

 چکیده 

این در است. نابر رزشمند: با روند رو به افزایش مقاومت های باکتریایی، یافتن ترکیبات ضد میکروبی بیولوژیک بسیار او هدف سابقه

ی( )گرم منف ییا کولااشریش)گرم مثبت( و  استافیلوکوکوس اورئوساین مطالعه  اثرات ضد میکروبی بزاق زالو بر روی رشد دوباکتری 

 بررسی شده است.

بدین منظور در شرایط آزمایشگاهی بزاق زالو استخراج گردید و در رقت های مختلف در میکروپلیت استریل به همراه  روش کار:

ساعت  48و  24کشت داده شد و نتایج پس از  اشیریشیا کولایو  استافیلوکوکوس اورئوسباکتری  1× 810براث، و  BHIمحیط کشت 

 هفته بعد مجددا تکرار شد 2تمام مراحل آزمایش  ئت و تفسیر شد.نانومتر قرا 490گرمخانه گذاری در طول موج 

ر دهده می شد که در تمامی گوده ها با کنترل مثبت اختلاف معنی دار مشا استافیلوکوکوس اورئوسساعت   24پس از :  یافته ها

وده ها مجددا با در تمانی گ ئوساستافیلوکوکوس اورساعت  48(. پس از >05/0Pبود ) 7تا  1تنها در گوده  اشریشیا کولایمورد 

الو( تفاوت معنی ز)بیشترین غلظت بزاق  1تنها در گوده شماره  اشریشیاکولایکنترل مثبت اختلاف معنی داری داشت که در مورد 

 (. >05/0Pداری در مهار رشد مشاهده گردید )

 رسد. ه نظر میروی مدل های حیوانی ضروری ببزاق زالو دارای خواص ضد میکروبی می باشد و مطالعات بیشتر بر  نتیجه گیری:

 یکولا ایشیاورئوس، اشر لوکوکوسیاستاف ،یبزاق زالو، زالو درمان واژگان کلیدی:
 

مقدمه

استافیلوکوکوس ها کوکسی های گرم مثبتی هستند که اندازه 

میکرومتر می باشد و در زیر میکروسکوپ به شکل  1تقریبی آنها 

شوند. گونه های مختلف آن همزیست  خوشه های نامنظم دیده می

پوست و غشاهای مخاطی هستند و برخی فرصت طلب و تولید 

عفونت های چرکی می کنند. اکثر استافیلوکوکوس ها بی هوازی 

اختیاری بوده و کاتالاز مثبت می باشند، غیر متحرک ، اکسیداز 

. یکی از گونه های (2، 1)منفی و فاقد توانایی تولید اسپور هستند

 Staphylococcusمهم پاتوژن، استافیلوکوکوس اورئوس )

aureus می باشد. کوآگولاز مثبت بوده و نسبتا به شرایط محیطی )

پایدار می باشد. انتقال سویه های استافیلوکوکوس از حیوان به 

انسان محدود است ولی اهمیت دارد، به ویژه سویه های مقاوم به 

ن به انسان و برعکس از اهمیت متی سیلین که انتقال آنها از حیوا

ویژه ای برخوردار است. استافیلوکوکوس اورئوس باعث سپتی سمی 

نوزادی و عفونت های زخم در اکثر گونه های جانوری می تواند 

باشد. سم آلفا ) آلفا همولیزین( در ورم پستان های گانگرنی 

نشخوارکنندگان مهم ترین سم تولیدی توسط این باکتری می باشد. 

م بتا ) بتا همولیزین( که باعث آسیب غشاء سلولی می شود در س

ای جراحات پوستی انسان، سگ و خوک مهم می باشد. سموم روده

مقاوم به حرارت آن در عفونت های غذایی انسان حائز اهمیت 

هستند. به دلیل اینکه استافیلوکوکوس ها همزیست پوست و 

ارند، منشا آلودگی غشاهای مخاطی هستند و در محیط نیز حضور د

 (.3می تواند داخلی یا خارجی باشد)
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 ( باکتریEnterobacteriaceaeدر خانواده انتروباکتریاسه آ ) 

دارند.  میکرو متر وجود 3های گرم منفی، میله ای و با اندازه حدود 

، گلوکز و طیف وسیعی از قندها را تخمیر کرده و اکسیداز منفی

د ولیتکاتالاز مثبت می باشند. بی هوازی اختیاری بوده و توانایی 

نه گو ( یکی ازEscherichia coliاسپور ندارند. اشریشیا کولای )

ری اکتهای مهم این خانواده،  تاژک دار و متحرک است و ورود این ب

مام ر تدبه لومن روده پستانداران کمی پس از تولد اتفاق می افتد و 

طول زندگی بخش مهمی از فلور طبیعی محسوب می شود. اکثر 

سویه های اشریشیا کولای همزیست و غیر حاد هستند ولی برخی 

نت خارج روده ای همانند عفونت پستان فرصت طلب بوده و عفو

. نندنشخوارکنندگان و مجاری ادراری انسان و حیوانات ایجاد می ک

سویه هایی نیز که باعث التهاب روده می شوند بخشی از فلور 

 طبیعی نمی باشند و عمدتا عفونت با تماس مستقیم با حیوانات

ه لی سویآلوده و یا آب یا غذای آلوده حاصل می شود. در حالت ک

و  های اشریشیا کولای را به دو دسته کلی عامل بیماری روده ای

  E.coli O157:H7غیر روده ای تقسیم می کنند. در حال حاضر 

ک وتییکی از سروتیپ های خونریزی دهنده روده ناشی از غذا و زئون

ی می باشد. فاکتورهای حدت زا سویه های بیماریزا اشریشیا کولا

ی، وکسین، ساختارهای مسوول در اتصال و کلونشامل کپسول، اندوت

 (.3انتروتوکسین ها و دیگر مواد ترشحی هستند)

امروزه مقاومت دارویی یکی از مشکلات استفاده از آنتی بیوتیک ها 

می باشد که یافتن درمان های جایگزین و بیولوژیک می تواند بسیار 

های درمانی راه گشا باشد. درمان با زالو یکی از قدیمی ترین روش 

در پزشکی است. گونه  های بسیاری از زالوها تاکنون شناسایی شده 

 Hirudoگونه آن اهمیت پزشکی دارند و  15است که تنها 

medicinalis  از سایر گونه ها در سراسر جهان بیشتر استفاده می

شود. بزاق زالو طیف وسیعی از مواد با خاصیت دارویی مانند مواد 

کننده خون، مواد ضد درد و ضد التهاب را دارا  ضد انعقاد و رقیق

پروتئینی با خاصیت مهار کنندگی  1950(. در سال 4می باشد )

علاوه بر   .(5، 4ترومبین به نام هیرودین از زالو جدا گردید )

بسیاری پروتئین های دیگر، دستبیلاز  با فعالیت های گلیکوزیدازی 

خاصیت ضد باکتریایی می اولین لیزوزیم بی مهرگان بود که دارای 

 (.6، 4باشد )

رم گهدف از این مطالعه تعیین اثر بزاق زالو بر رشد دو باکتری 

 (in vitroمثبت و منفی و مقایسه آنها در شرایط آزمایشگاهی ) 

 in vivoبوده است تا بتوان برای آزمایش های بعدی در شرایط 

 تصمیم گیری بهتری داشت.

 

 روش کار 

 100ن ج بزاق زالو پارافیلم اطراف سطح خارجی ارلبه منظور استخرا

لی حلومیلی لیتری متصل گردید. بین پارافیلم و لایه خارجی ارلن م

مول کلرید سدیم اضافه  15/0میلی مول آرژنین و  1حاوی 

  گردید.ارلن به سه پایه فلزی متصل شده و زالو روی پارافیلم

 

 از خود جدا شود. پسچسبانده شد تا از محلول تغذیه کرده و خودب

 رار قدقیقه در روی یخ  10داخل بشر و زالو  از پارافیلم جدا شدن

ن نزدیکی شعله قرار داده شد. با فعال شد  و سپس ظرفه شد داد

و  وریمجدد زالو مایعی غلیظ که همان بزاق زالو بود در بشر جمع آ

 روز در 3(. بزاق جمع آوری شده 7به میکروتیوب منتقل گردید)

دازه ان یزر قرار گرفت و سپس پروتئین تام آن با دستگاه نانودراپفر

 گیری شد.

دو باکتری استافیلوکوکوس اورئوس و اشریشیا کولای با رقت 

ه صورت آماده شد و ب باکتری(  1 × 10 8) مک فارلند 5/0استاندارد 

 تایی استریل اضافه گردید: 96 میکروپلیتزیر به گوده های 

ت میکرولیتر محیط کش 50یی به تمام گوده ها تا 12در یک ردیف 

ه گوده میکرولیتر بزاق زالو تنها ب 50براث اضافه شد.  BHIاستریل 

 50) بدین صورت که  یق شدرق 12اول اضافه شد و تا گوده 

 3به  2مکرولیتر از گوده  50و  2 گوده میکرولیتر از گوده اول به

 50یت یدا کرد( در نهاادامه پ 12منتقل می شد و این کار تا گوده 

ا ب  اشریشیا کولای یا میکرولیتر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس

 گوده اضافه شد. برای تکرار 12مک فارلند به تمامی  5/0رقت 

 تایی هم انجام گرفت. 12مشابه همین کار در یک ردیف دیگر 

 50 میکرولیتر بزاق زالو و 50گوده تنها  4برای کنترل منفی به 

برای کنترل مثبت  براث افزوده شد. BHIتر محیط کشت میکرولی

میکرولیتر محیط کشت  50گوده  4به  ،استافیلوکوکوس اورئوس

BHI  مک فارلند باکتری اضافه 5/0میکرولیتر غلظت  50براث و 

برای کنترل مثبت اشریشیا کولای نیز همین باکتری بدین  شد.

  گوده کشت داده شد. 4صورت در 

ه درج 37پس از گرمخانه گذاری در  48ساعت و  24در زمان صفر، 

 نانومتر با دستگاه 630و  490سانتی گراد نتایج در طول موج 

 راحلمبرای تکرار آزمایش کلیه  قرائت و تفسیر شد. اسپکتوفوتومتر

 اد بهعدمیانگین ا دو هفته بعد از اولین آزمایش مجددا تکرار گردید.

ا اشریشی شت های دو باکتری دست آمده از کنترل مثبت، منفی و ک

ز ه او استافیلوکوکوس اورئوس تعیین شد. اعداد به دست آمد کولای

فی من کشت دو باکتری با آزمون تی با اعداد به دست آمده از کنترل

  مورد آنالیز آماری قرار گرفتند. SPSSو مثبت در نرم افزار 

05/0P<  .به عنوان تفاوت معنی دار در نظر گرفته شد 
 

 فته هایا

 800در نانودراپ  A280میزان پروتئین تام بزاق زالو به روش 

و  490میکروگرم / میلی لیتر بود. با بررسی نتایج در دو طول موج 

 ها درتن نانومتر تفاوت بارزی وجود نداشت بنابراین تفسیر نتایج 630

 (.2و  1نانومتر انجام گردید )جدول   490طول موج 

تکرار( پس  2تایی،  12ردیف  2اورئوس )در تست استافیلوکوکوس 

ساعت: از اعداد به دست آمده از دو ردیف کشت میانگین  24از 

که بیشترین غلظت بزاق وجود داشت  1گرفته شد. در گوده 

 کمترین میزان رشد باکتری دیده شد و بسیار به کنترل منفی 
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د با کاهش غلظت بزاق زالو بر رش 12تا  2نزدیک بود. از گوده 

 6-9باکتری با شیب ملایمی افزوده می شد و تقریبا در گوده های 

ین ) کمتر 12می شد ولی در گوده نتایج مشابه و ثبات رشد دیده 

غلظت بزاق زالو( میزان رشد باز هم به میانگین کنترل مثبت 

ساعت از گرمخانه  48(. پس از 1استافیلوکوکوس نرسید )جدول 

 با بیشترین غلظت بزاق زالو کمترین رشد 1گذاری مجددا گوده 

د دا باکتری را داشت که به تدریج این میزان رشد افزایش نشان می

 (.2)جدول 

 24تکرار( پس از  2تایی،  12ردیف  2در تست اشریشیا کولای  )

ساعت: مجددا از اعداد بدست آمده از دو ردیف کشت میانگین 

 که 1گرفته شد و با کنترل منفی و مثبت مقایسه شد: در گوده 

ی بیشترین غلظت بزاق زالو وجود داشت مجددا کمترین رشد باکتر

جهش  3و  2ید. بین گوده و نزدیک به کنترل منفی مشاهده گرد

رشد باکتری دیده شد و پس از آن رشد باکتری با کاهش غلظت 

 ثبات نسبی رشد 4-6بزاق زالو افزایش می یافت. در گوده های 

 ساعت از گرمخانه گذاری بعد از 48(. پس از 1دیده شد )جدول 

ه ) بیشترین غلظت بزاق زالو( جهشی در رشد باکتری دید 1گوده 

 (.2ثبات نسبی رشد مشاهده گردید )جدول  2-9ده شد و در گو

 2ی، تای 12ردیف  2در آنالیز آماری تست استافیلوکوکوس اورئوس )

عنی مساعت: همه گوده ها با کنترل منفی اختلاف  24تکرار( پس از 

 (، این بدین معناست که رشد باکتری به >05/0Pداری داشتند )

 

 

ت. اس گوده ها اتفاق افتاده صورت معنی دار با کنترل منفی در همه

د ودنتمامی گوده ها نیز دارای اختلاف معنی دار با کنترل مثبت ب

(05/0P< و بدین معناست که باکتری رشد داشته است ولی به )

صورت معنی داری در تمامی غلظت های بزاق زالو مهار رشد به 

ساعت از گرمخانه گذاری  48(. پس از 1وجود آمده است )جدول 

 همه گوده ها با کنترل منفی و مثبت اختلاف معنی داری مجددا

 (. 2( )جدول >05/0Pداشتند )

رار( تک 2تایی،  12ردیف  2درآنالیز آماری تست اشریشیا کولای  )

با کنترل منفی معنی دار نبود  1ساعت: تنها گوده  24پس از 

(05/0P> این بدین معنی است که مهار رشد توسط بزاق زالو ،)ر د

 که بیشترین غلظت بزاق وجود داشته به خوبی روی داده 1گوده 

 است به طوریکه اختلاف معنی داری با کنترل منفی مشاهده نمی

 7تا  1گوده با کنترل مثبت تنها در گوده های  12شود. با مقایسه 

( که بدین صورت قابل >05/0Pاختلاف معنی دار دیده می شد )

ت ر رشد نیز کاهش می یافتفسیر است که با کاهش غلظت بزاق مها

 (. 1)جدول 

نفی ساعت از گرمخانه گذاری تمامی گوده ها با کنترل م 48پس از 

  1(، و فقط گوده شماره >05/0Pاختلاف معنی دار داشتند )

)بیشترین غلظت بزاق( با کنترل مثبت اختلاف معنی دار داشت که 

تری ساعت رشد باک 48بدین صورت می توان تفسیر کرد که پس از 

اشریشیا کولای فقط در بیشترین غلظت بزاق به خوبی مهار شده 

 (.2بود )جدول 

 
غلظت، کنترل  12. میانگین اعداد گوده های مختلف کشت در 1جدول 

 ساعت( 24( )بعد از +C( و کنترل مثبت )-Cمنفی )

 

 
غلظت، کنترل  12. میانگین اعداد گوده های مختلف کشت در 2جدول 

 اعت(س 48( )بعد از +C( و کنترل مثبت )-Cمنفی )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C+ C- 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  

 اشریشیا کولای 228/0 47/1 48/1 48/1 47/1 46/1 50/1 47/1 45/1 54/1 55/1 57/1 1007/0 451/1

استافیلوکوکوس  273/0 989/0 096/1 176/1 489/1 381/1 388/1 358/1 36/1 37/1 557/1 638/1 1007/0 438/1

 اورئوس

C+ C- 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  

 اشریشیا کولای 228/0 47/1 48/1 48/1 47/1 46/1 50/1 47/1 45/1 54/1 55/1 57/1 1007/0 451/1

استافیلوکوکوس  273/0 989/0 096/1 176/1 489/1 381/1 388/1 358/1 36/1 37/1 557/1 638/1 1007/0 438/1

 اورئوس
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  بحث

ه مکانیسم های مختلف مواد تشکیل دهنده بزاق زالو به چند دست

تخریب ماتریکس خارج  پس از گزش بایدکلی تقسیم می شوند؛ 

 یانفزایش جرا و سبندگی، تجمع و انعقادمهار چ، انجام شود سلولی

 بیمیکروفعالیت ضدبا زالو ، به خونخواری بهتر کمک می کند خون

 باو  بزاق باعث محافظت از خود در مقابل اجرام مختلف می شود

از شناسایی شدن توسط میزبان  التهابیدرد و ضداثرات ضد

 .(8)جلوگیری به عمل می آید 

هستند برخی پروتئین های بزاق که دارای خاصیت ضد میکروبی 

شناسایی شده اند که می توان به دستبیلاز، کلرمیسیتین، 

ه گفته ک( و همانطور 8) تروماسین، ترومایزین و پپتید بتا اشاره کرد

 به طور مستقیم شته وبتا گلیکوزیداز دا شد دستبیلاز فعالیت

 هایکترکه در لایه پپتیدوگلیکان دیواره سلولی با  1β -4 یوندهایپ

 . این عمل شبیه به عمل لیزوزیمی(9) شکندیماهمیت دارد را، 

ت )مورآمیداز( است که به طور معمول در بزاق و اشک انسان یاف

ی میکروباند که فعالیت ضد(. مطالعات دیگر نشان داده8) شودیم

 تنها به فعالیت آنزیمی گلیکوزیداز وابسته نیست و به عوامل

اثر  اتوره دستبیلاز(. حتی اشکال دن6) غیرآنزیمی نیز مرتبط است

، استافیلوکوکوس اورئوسز را علیه وباکتریواستات وابسته به د

 (.10) داده استنشان  لایوشیا کیاشرو  سودوموناس آئروژینوزا

. باشدیم بیوتیک قوی موجود در ترشحات زالوکلرمیستین یک آنتی

 (. 11)اما متاسفانه اطلاعات درمورد این مولکول محدود است

 یک عنوان به هایباکتر در بیوتیکیآنتی مقاومت خیرا ه ده در

 استفاده دلیل به. مطرح است عمومی سلامت در بزرگ مشکل

ود در پزشکی و دامپزشکی، ور هابیوتیکیآنت بی رویه و نادرست

ن و رمابقایای آنتی بیوتیکی به موادغذایی و آب، عدم تکمیل دوره د

باعث  ها ی از بیماریعدم رعایت نکات صحیح بهداشتی و پیشگیر

و  می شود هایوتیکبآنتی به مقاوم یهایباکتر تعداد افزایش

-بیماری یهاسمیمیکرو ارگان سایر به مقاومت انتقال متاسفانه گاهی

 .(3د )گیرمی   صورت نیز زا

الو زدر مالزی که اثرات ضد میکروبی بزاق  in vitroدر یک مطالعه 

) باکتری های گرم  Bacillus cerues ،S.aureusبر روی 

و  Pseudomonas aeruginosa ،E.coliمثبت(، 

Salmonella typhi  باکتری های گرم منفی( به روش قراردادن(

ت دیسک های آنتی بیوگرام و  حداقل غلظت مهار رشد با تهیه رق

 بررسی شدند. در تست آنتی بیوگرام مهار رشد به 

 

 مشاهده شد E.coli و S.typhiوسیله بزاق استخراج شده در مورد 

آنتی بیوتیک های که محدوده مهاری کوچک تر از دیسک های 

 بود و در روش تهیه رقت مهار شیمیایی مانند سیپروفلوکساسین

 مهار رشد باکتری به E.coliو  S.aureusدر مورد  ،رشد باکتری

  در د.این تحقیق بونتایج که مشابه  ( 7دیده شد )وسیله بزاق زالو 

 

گرم/ میکرو 80غلظت پروتئین های بزاق زالو استخراجی   آن مطالعه

ی لیتر میکروگرم / میل  800که در مطالعه حاضر  (7) میلی لیتر بود

 زاقبوده است. این تفاوت می تواند به دلیل شیوه استریل سازی ب

ه ردیدبزاق استخراج شده فیلتر گ استخراج شده باشد. در آن مطالعه

نجش پس از فیلتر کردن بزاق زالو و سکه در این مطالعه ( 7) بود

، میزان پروتئین های آن، میزان پروتئین ها به صفر رسیده بود

راد گدرجه سانتی  -20روز فریز کردن بزاق زالو در  3بنابراین از 

استفاده شد و همانطور که ذکر شد بدون کاهش غلظت پروتئین 

 کرد.براث نیز باکتری رشد ن BHIهای استخراجی در محیط کشت 

 ورئوسااستافیلوکوکوس باکتری  رشد با مقایسه نتایجدر این مطالعه 

از  دساعت بع 24( در هر دو قرائت -)گرم اشریشیا کولای)گرم +( و 

ز با کاهش غلظت بزاق ا اکولایاشریشی مورد در گرمخانه گذاری،

 ردولی  اختلاف معنی داری با کنترل مثبت مشاهده نگردید 7گوده 
 الونحوه افزایش رشد  در تمامی غلظت های بزاق ز سکوکواستافیلو

 48و  24با مقایسه نتایج  .به صورت معنی داری مهار شده بود

یبا ت تقرساع 48پس از گرمخانه گذاری اثر بزاق زالو پس از ساعت 

 اکتری بر رشد ب بعد از بیشترین غلظت  تغییر معنی داری

 مهار کوس اورئوساستافیلوکووجود نداشت ولی در  اشریشیاکولای

یج بر اساس نتا .رشد در همه غلظت های بزاق زالو معنی دار بود

 اشریشیاکولایمشخص گردید که تغییر رشد باکتری گرم منفی 

 غییربیشتر وابسته به ت استافیلوکوکوس اورئوسنسبت به گرم مثبت 

 غلظت بزاق زالو بود.

ر د اق زالوتحقیق حاضر مقدمه ای برای بررسی اثرات ضدمیکروبی بز

لی وشرایط آزمایشگاهی بود که نتایج مطلوبی نیز به همراه داشت 

لو زا ضروری به نظر می رسد که به منظور ادامه تحقیق، تزریق بزاق

رسی بر استریل و نیز زالو درمانی بر روی مدل های حیوانی به منظور

 رایب بیولوژیک صورت پذیرد. فرآوردهبیشتر اثرات ضدمیکروبی این 

ر بیما 51 ی  بر رویاثر زالودرمان ل  در یک مطالعه بالینیمثا

ای وزهدر همان رپذیرفت.  سرپایی مبتلا به استئوآرتریت زانو انجام

 انو،زبعد از زالودرمانی استئوآرتریت  ابتدایی عمده درد بالینی،

 .(12) تسکین یافت
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