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Antifungal Effect of Lipopeptide Compounds 
Produced by Bacillus amyloliquefaciens M13RW01

 Keywords  Bacillus amyloliquefaciens; Lipopeptides; Candida; Germ Tube; Minimal Inhib-                                                                                                                                           
                             itory Concentration; Minimal Fungicidal Concentration

Aims Bacillus amyloliquefaciens lipopeptide are made of amino acids and fatty acid chain, 
and have many antifungal activities against several important pathogenic yeasts. The present 
research was carried out with the aim of extraction and evaluation of antifungal effect of 
lipopeptide compounds produced by Esfahan native Bacillus amyloliquefaciens M13RW01 
against Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, and 
Candida tropicalis.
Materials & Methods In this experimental study, Bacillus amyloliquefaciens M13RW01 
was cultured in modified Peptone-Glucose-Yeast extract medium (PGY) for 72 hours. Then, 
the lipopeptide compounds produced in the medium by precipitation with HCl 6M were 
extracted and dissolved in methanol (50% water; 50% methanol). The antifungal activity 
of lipopeptide compounds against 5 species of Candida was investigated by well diffusion 
method, Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Minimum Fungal Concentration 
(MFC). Also, germ tube production by Candida albicans in tube containing lipopeptide was 
investigated.
Findings The Bacillus amyloliquefaciens M13RW01 lipopeptide metabolites inhibited germ 
tube production in all C. albicans yeasts, but no inhibitory or fatal effect was observed on 
other species of Candida. Inhibition zone was not observed around the wells; in all dilutions, 
Candida yeasts grew. Therefore, minimal inhibitory concentration and minimal fungicidal 
concentration were not determined. 
Conclusion The lipopeptide metabolites produced by Bacillus amyloliquefaciens M13RW01 
have no inhibitory or fungal effects on the studied species of Candida, but inhibit the germ 
tubes production by Candida albicans yeast.
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اثر ضدقارچی ترکیبات لیپوپپتیدی تولیدشده 

 M13RW01باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینستوسط 
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  رانیاصفهان، ا ،یواحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلام ،یولوژیکروبیگروه م

  
  دهیچک

 از یک سری باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینسترکیبات لیپوپپتیدی  اهداف:

فعالیت ضدقارچی قوی در برابر اند و  شده ساخته اسید چرب زنجیره و آمینواسید
زا دارند. این تحقیق با هدف استخراج و  ای از مخمرهای بیماری طیف گسترده

 باسیلوس توسط تولیدشده ترکیبات لیپوپپتیدی ضدقارچی اثر ارزیابی

کاندیدا مخمرهای  اصفهان، علیه بومی M13RW01 آمیلولیکوئی فاسینس
کاندیدا و کاندیدا پاراپسیلوسیس ، کاندیدا کروزئی، کاندیدا گلابراتا، آلبیکنس

  انجام شد. تروپیکالیس
باسیلوس آمیلولیکوئی در این تحقیق تجربی،  ها: مواد و روش

عصاره مخمر)  -گلوکز - (پپتون PGYتخمیری در محیط   M13RW01فاسینس
سپس ترکیبات لیپوپپتیدی  .ساعت کشت داده شد ۷۲شده برای  اصلاح

مولار استخراج و در ٦اسیدکلریدریک دهی با  تولیدشده در محیط توسط رسوب
حل شد. فعالیت ضدقارچی ترکیبات % متانول) ۵۰% آب؛ ۵۰( محلول متانولی

حداقل  رچ کاندیدا توسط روش انتشار چاهک،لیپوپپتیدی علیه پنج گونه قا
مورد  (MFC)و حداقل غلظت کشندگی قارچ  (MIC) غلظت مهارکنندگی رشد

در  کاندیدا آلبیکنسهمچنین توانایی ایجاد لوله زایا توسط  .بررسی قرار گرفت
  لوله حاوی لیپوپپتید بررسی شد. 

 ی فاسینسباسیلوس آمیلولیکوئهای لیپوپپتیدی  متابولیت ها: افتهی
M13RW01مهار نمود،  کاندیدا آلبیکنسرا در همه مخمرهای  ، ایجاد لوله زایا

های دیگر قارچ کاندیدا مشاهده  ولی هیچ گونه اثر مهاری یا کشندگی بر گونه
های  ها مشاهده نشد. در همه رقت نشد. هاله عدم رشد در اطراف چاهک

غلظت مهارکنندگی و حداقل حداقل شده، مخمرهای کاندیدا رشد کرد. لذا  تهیه
  ها تعیین نشد. غلظت کشندگی قارچ

باسیلوس آمیلولیکوئی  از شده های لیپوپپتیدی تولید متابولیت: یریگ جهینت
گونه اثر مهاری یا کشندگی بر انواع مورد   ، هیچM13RW01 سویه فاسینس

دیدا کانایجاد لوله زایا توسط مخمر  مطالعه قارچ مخمری کاندیدا ندارند، ولی
  کنند.  را مهار می آلبیکنس

حداقل غلظت ، لیپوپپتید، کاندیدا، لوله زایا، باسیلوس آمیلولیکوئی  فاسینس ها: دواژهیکل
 حداقل غلظت کشندگی قارچ، مهارکنندگی رشد

  

  ۱۵/۱۲/۱۳۹۵ افت:یخ دریتار

 ۱۲/۰۸/۱۳۹۶ رش:یخ پذیتار

  mmadani66@gmail.comسنده مسئول: ینو*

  

  مقدمه

خصوص در بیماران  ومیر، به قارچی یکی از عوامل مرگ های عفونت
ترین  ترین و رایج دارای نقص سیستم ایمنی است. یکی از مهم

طلب در پوست، دهان، دستگاه گوارش، سیستم  های فرصت عفونت
های  عروق خونی و واژن انسان کاندیدیازیس است که توسط گونه

، کاندیدا گلابراتا ،کاندیدا آلبیکنسمتعلق به جنس کاندیدا نظیر 
در این  .[2 ,1]شود می ایجاد کاندیدا کروزئیو  تروپیکالیس کاندیدا
 .[3]های ایجادشده است عامل اکثر عفونت کاندیدا آلبیکنسمیان 

شدن عوامل قارچی  با توجه به نگرانی عمومی در رابطه با مقاوم
وجو برای یافتن داروهای ضدقارچی جدید با داشتن  کاندیدا، جست

کمترین عوارض افزایش یافته است. از طرفی پیشرفت در زمینه 
باکتریال است.  شناخت ترکیبات ضدقارچی کندتر از ترکیبات آنتی

لذا نیاز به نوآوری و پیشرفت بیشتر در شناخت داروهای ضدقارچی 
ها  میان تنوع زیستی موجود، باکتری . در[6-4 ,2]موثر، وجود دارد

های فعال  چنین توانایی تولید متابولیتدلیل تنوع جمعیتی، هم به

زیستی با خواص ضدمیکروبی مورد توجه هستند و ارزش بسزایی 
هایی که این  ترین باکتری . از جمله مهم[7]در کنترل بیولوژیک دارند

توانند از  ها اشاره کرد که می توان به باسیلوس قابلیت را دارند می
ها  د و تکثیر قارچهای ضدقارچی از رش طریق تولید متابولیت

  .[8]ممانعت نمایند
زا  ساپروفیت خاک و غیربیماری ،باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینس

نام  وسیله فردی ژاپنی به به ١٩٤٣باکتری در سال  . این[9]است
آمیلاز مایع که باعث  -دلیل تولید یک آلفا کشف شد و به فوکوموتو

. [10]میده شدنا آمیلولیکوئی فاسینسشود،  هیدرولیز نشاسته می
باسیلوس بیشترین مارکرهای زیستی تولیدشده توسط باکتری 

شامل پپتیدهای حلقوی و لیپوپپتیدهای  آمیلولیکوئی فاسینس،
دالتون جرم داشته و ۵۰۰۰تا  ۸۰۰حلقوی هستند که در محدوده 

چندین خواص ضدمیکروبی برای آنها تشخیص داده شده است. در 
ها،  ها، ایتورین سورفاکتینامل ترین آنها ش این میان برجسته

ها، کورستاکیناز، باسیتراسین،  ها، فنجیسین میکسین پلی
لیپوپپتیدهای  .[11 ,8]هستندآلبولوتین، بوتریسیدین و کلروتین 

فیلیک هستند و از تعدادی آمینواسید و  حلقوی دارای ساختار آمفی
اند. سمیت پایین، سازگاری با  زنجیره اسید چرب تشکیل شده

پذیری بالا نسبت به سایر  حیط زیست و توانایی زیست تخریبم
طبق  .[13 ,12]ها است های این متابولیت ها از ویژگی کش آفت

شده در سازمان بهداشت و درمان کانادا و ایالات  مطالعات انجام
و  باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینس، باکتری ٢٠١٢متحده در سال 

گونه عوارض  خ التهابی گذرا هیچغیر از یک پاس های آن به متابولیت
مهرگان، گیاهان و  داران، بی جانبی یا اثر سوئی بر انسان، مهره

بنابراین اخیراً به استفاده از این ترکیبات  .[14]حیوانات آبزی ندارند
  .[15]عنوان عوامل بیوکنترلی توجه شایانی شده است به

ضدقارچی ها گروهی از ترکیبات لیپوپپتیدی با فعالیت  ایتورین
زا  ها و مخمرهای بیماری ای از کپک قوی در برابر طیف گسترده

هستند، در حالی که سمیت کمی برای پستانداران دارند. این 
عنوان ادجوانت غیرسمی هستند، از دستگاه گوارش  ترکیبات به

اساس بر. [16]نمایند و اثرات ضدسرطانی دارند محافظت می
ی اطلاعاتی، تولید داخلی برای ها شده در پایگاه مطالعات انجام

ایتورین در ایران وجود ندارد و از این لحاظ وابسته است. این 
ترکیبات  ضدقارچی اثر تحقیق با هدف استخراج و ارزیابی

آمیلولیکوئی فاسینس  باسیلوس توسط تولیدشده لیپوپپتیدی
M13RW01 کاندیدا آلبیکنسمخمرهای  اصفهان، علیه بومی ،
کاندیدا و کاندیدا پاراپسیلوسیس ، کروزئی کاندیدا، اکاندیدا گلابرات
  انجام شد. تروپیکالیس

  

  ها مواد و روش

باسیلوس آمیلولیکوئی در این تحقیق تجربی، فعالیت ضدقارچی 
و همکاران در سال  فر نقدیتوسط که  M13-RW01 فاسینس

بود، مورد بررسی و مطالعه  از خاک اصفهان جداسازی شده ۱۳۹۴
آگار  . این جدایه از باکتری در محیط نوترینت[17]قرار گرفت

)scharlau؛ اسپانیا( محیط تخمیری  وPGY پپتون)- گلوکز- 
گرم بر لیتر ۱۰گرم بر لیتر پپتون، ۱۰شده (دارای  عصاره مخمر) اصلاح

گرم ۵/۱گرم بر لیتر کلریدسدیم، ۵گرم بر لیتر عصاره مخمر، ۱۰گلوکز، 
هپتا سولفات  منیزیم، (K2HPO4) فسفات پتاسیم دیبر لیتر 

 ت دادهـ) کشpH=۷، آب مقطر با (MgSo4.7H2O) هیدرات

  .[9]گرماگذاری شد C۳۷°ساعت در دمای ۷۲شد و برای مدت  
مخمرهای  های استاندارد کاندیدای مورد استفاده شامل؛ نمونه

، ATCC9003کاندیدا گلابراتا، CBS 2747 کاندیدا آلبیکنس



ــــــــــــــــــــــــــــــ ــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ   M13RW01۳ نسیفاس یکوئیلولیآم لوسیباستوسط  دشدهیتول یدیپوپپتیل باتیترک یاثر ضدقارچـــــــــــــــــــ

Horizon of Medical Sciences                                                                                                                                        Volume 24, Issue 1, Winter 2018 

کاندیدا و  CBS94اندیدا تروپیکالیسک، CBS573 کاندیدا کروزئی
از دانشگاه علوم پزشکی تهران تهیه  ATCC90018 پاراپسیلوسیس
آگار  دکستروز های حاوی پوتیتو های قارچی در پلیت شدند. استرین

(PDA) )Scharlauساعت در دمای ۴۸مدت  کشت و به )اسپانیا ؛
°C۲۵ .گرماگذاری شدند  
باسیلوس آمیلولیکوئی کتری از با A منظور استخراج ایتورین به

که  PGYلیتر از محیط کشت  میلی۲۰، به M13-RW01 فاسینس
لیتر  میلی۲لیتری تهیه شده بود،  میلی۱۰۰در یک فلاسک 

 ۵/۰معادل  باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینس،سوسپانسیون باکتری 
فارلند تلقیح شد. این محیط در انکوباتور شیکردار با دمای  مک
°C۳۰  وrpm۱۵۰ لیتر از این  میلی۱۲ساعت، ۱۸نکوبه شد. بعد از ا

لیتر از محیط  میلی۱۰۰محیط با پیپت استریل و زیر هود لامینار به 
و  C۳۰°اضافه شد و در انکوباتور شیکردار در دمای  PGYکشت 

rpm۱۵۰  ساعت انکوبه شد. سپس محیط در شرایط ۷۲برای
ه در دقیق۴۰های فالکن تقسیم شد و برای  استریل در لوله

سانتریفیوژ شد.  C۵°و دمای  g×۱۶۰۰۰دار با دور  سانتریفیوژ یخچال
رویی توسط فیلتر سرنگی   رسوب حاصل دور ریخته شد و مایع

کردن  فیلتره حاصل با اضافه pHمیکرومتر فیلتر شد. ۲۲/۰
رسانده شد. برای این منظور هر  ۲مولار به ۶ (HCL)اسیدکلریدریک 

دادن  اسید به فیلتره اضافه و پس از تکانکمک سمپلر مقداری  بار به
گیری شد.  آن اندازه pHنمودن فیلتره،  منظور یکنواخت ظرف به
داری شد.  در یخچال نگه C۵°روز در دمای  مدت یک شبانه فیلتره به

های فالکن تقسیم و برای  سپس فیلتره حاوی رسوب در لوله
 g ×۱۶۰۰۰دور و C۵°دار در دمای  دقیقه توسط سانتریفیوژ یخچال۳۰

سانتریفیوژ شد. این بار مایع رویی دور ریخته شد. رسوب حاصل 
و  C۵°دقیقه در دمای ۱۰مدت  دوبار با آب مقطر دیونیزه استریل به

وشو داده شد. تمامی مراحل فوق  سانتریفیوژ و شست g×۱۶۰۰۰دور 
در شرایط استریل در زیر هود لامینار در مجاورت یخ خشک و کنار 

شده  گرم رسوب استخراج میلی۵/۰مقدار  .[20-18 ,4]ام شد شعله انج
لیتر محلول  میلی های ضدقارچی بود، در یک که حاوی متابولیت

دار برای  % حل شد و در دستگاه سانتریفیوژ یخچال۵۰متانولی 
سانتریفیوژ و سپس مایع  C۵°و در دمای  g×۱۶۰۰۰دقیقه با دور ۱۰

تر فیلتر شد. مایع فیلتره میکروم۲۲/۰رویی توسط فیلتر سرنگی 
لیتر عصاره متانولی حاوی خانواده ایتورین  میلی صورت یک نهایی به

  .[18]بود

شده بر پنج گونه  برای بررسی اثر آنتاگونیسم لیپوپپتید استخراج
سوسپانسیونی از قارچ مخمری  ،نژویژل دیفروش  کاندیدا به

دار فارلند تهیه شد و با کمک سمپلر مق مک۵/۰معادل با 
 PDAمیکرولیتر از این سوسپانسیون روی سطح محیط کشت ۲۰

های مخمری  اضافه شد و با کمک سوآپ استریل از هر یک از قارچ
سپس توسط  کشت متراکم داده شد. PDAدر تمام سطح پلیت 

، PDAهای حاوی محیط کشت  در مرکز پلیت پاستور استریل پیپت
ها با  ل چاهکمتر ایجاد شد و داخ میلی۶قطر  یک چاهک به

این  میکرولیتر عصاره متانولی حاوی لیپوپپتید پر شد. سپس۵۰
ساعت انکوبه شدند. این آزمون ۲۴مدت  به C۳۰°ها در دمای  پلیت

کاندیدا ، کاندیدا کروزئی، کاندیدا آلبیکنسبرای مخمرهای 
انجام شد.  کاندیدا پاراپسیلوسیس، کاندیدا گلابراتا، تروپیکالیس

 Aمیکرولیتر ایتورین ۵۰مثبت در یک چاهک عنوان شاهد  به
)Sigma-Aldrich, St Louis, MO(عنوان  و به ؛ ایالات متحده

% ریخته ۵۰میکرولیتر متانول ۵۰شاهد منفی در یک چاهک میزان 
  .[21]بار تکرار شدند شد. آزمایشات سه

  ا در ـه زایـکیل لولـبر تش شده یت استخراجـمنظور بررسی اثر متابول به

لیتر خون انسان تهیه و  میلی۵میزان ، کاندیدا آلبیکنس مخمر
دقیقه زمان داده شد ۱۰تا  ۵داخل لوله آزمایش ریخته شد. سپس 

منظور جداسازی سرم، لوله حاوی  تا خون درون لوله لخته شود. به
طور  سانتریفیوژ شد. به rpm۵۰۰۰دقیقه با دور ۱۰مدت  خون به

م به سه لوله استریل وارد شد؛ لیتر از سر میلی۵/۰جداگانه مقدار 
عنوان  % به۵۰میکرولیتر محلول متانولی ۵۰لوله اول حاوی سرم و 

 Aمیکرولیتر ایتورین ۵۰شاهد منفی، لوله دوم حاوی سرم و 
)Sigma-Aldrich, St Louis, MO(عنوان  به ؛ ایالات متحده

میکرولیتر متابولیت لیپوپپتیدی ۵۰شاهد مثبت و لوله سوم حاوی 
خوبی با  شده و سرم بود. محتویات هر لوله توسط شیکر به راجاستخ

ساعته ۲۴اندازه یک آنس از کشت خالص  هم مخلوط شد. سپس به
ساعت در ۵/۲مدت  ها به در سه لوله وارد و لوله کاندیدا آلبیکنس

کمک  دور در دقیقه انکوبه شدند. در نهایت به۱۸۰و  C۳۷°دمای 
ها روی لام استریل  شده لوله اختسمپلر یک قطره از محتویات یکنو
گذاری تشکیل لوله زایا در زیر  قرار داده شد و بعد از لامل

  .[19]بار تکرار شد میکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفت. آزمایش سه
 MFCو  )حداقل غلظت مهارکنندگی رشد( MICمنظور تعیین  به
روش  به های مخمری قارچ )حداقل غلظت کشندگی قارچ(

لیتر  میلی لوله استریل تهیه و به هر لوله یک ۹، نشویلاماکرود
ها مسدود شد و  دکستروز براث اضافه شد. درب لوله محیط سابورو
اتمسفر استریل ۱۵و فشار  C۱۲۱°دقیقه در ۲۰مدت  در اتوکلاو، به

ها  آمدن دمای لوله پس از پایینبرای تهیه استوک دارویی  شدند.
شده  انولی حاوی لیپوپپتید استخراجلیتر از عصاره مت میلی مقدار یک

افزوده شد، سپس لوله محتوی محیط کشت و  به لوله شماره یک
لیتر از  میلی متابولیت توسط ورتکس مخلوط شد. توسط سمپلر، یک

انتقال داده شد و این  ۲محتویات لوله شماره یک به لوله شماره 
ر از لیت میلی ادامه پیدا کرد. سپس یک ۸روند تا لوله شماره 
های  غلظتدور ریخته شد. به این ترتیب  ۸محتویات لوله شماره 

۲۵/۰ ،۱۲۵/۰ ،۰۶۲۵/۰ ،۰۳۱۲۵/۰ ،۰۱۵۶۲۵/۰ ،۰۰۷۸۱۲۵/۰ ،
 لیتر از متابولیت تهیه شد. گرم بر میلی میلی۰۰۱۹۵۳۱/۰و ۰۰۳۹۰۶۲/۰

عنوان کنترل منفی بود، یعنی هیچ ماده  به ۹لوله شماره 
های  یک از لوله هر در ادامه به سپتیکی به آن اضافه نشد. آنتی

میکرولیتر سوسپانسیون قارچ ۲۰های مختلف دارویی  حاوی رقت
لوله  دواز  آزموندر این فارلند اضافه شد.  مک۵/۰مخمری معادل با 

برای اطمینان از نداشتن اثر سوء حلال  .شداستفاده کنترل عنوان  به
 متابولیتدون ب متانولاز بیشترین غلظت  ،مزروی ارگانی متانولی

، ۲۵/۰های  غلظتخالص،  Aایتورین و از  کنترل منفیعنوان  هب
و  ۰۰۳۹۰۶۲/۰، ۰۰۷۸۱۲۵/۰، ۰۱۵۶۲۵/۰، ۰۳۱۲۵/۰، ۰۶۲۵/۰، ۱۲۵/۰

 عنوان کنترل مثبت لیتر تهیه و به گرم بر میلی میلی۰۰۱۹۵۳۱/۰
در داخل شیکر  C٣٠° ساعت در٢٤مدت  ها به لوله استفاده شد.

شدند. پس از  انکوبهدور در دقیقه ٢٠٠ انکوباتور با سرعت
ها بررسی شد. لوله قبل از اولین  کدورت لوله ساعته،٢٤انکوباسیون 

در نظر گرفته شد.  MICعنوان  ای که دارای رسوب بود به لوله
به  لیتر از این لوله و دو لوله قبل و دو لوله بعد از آن میلی یک

تلقیح و توسط  کشت پوتیتودکستروزآگارهای حاوی محیط  پلیت
ساعت ۲۴مدت  ها به کشت داده شد. پلیتپ استریل پخش و آسو

حداقل غلظت مهارکنندگی رشد داری شدند.  نگه C۳۰°در دمای 
(MIC) ندگی قارچ ـظت کشـل غلـو حداق(MFC) ین شد. این ـتعی  

  .[22]کار با سه تکرار انجام شد
  

  ها یافته

شده از شرکت  ریداریخ Aشده مشابه ایتورین  لیپوپپتید استخراج
کاندیدا گونه اثر آنتاگونیسمی علیه مخمرهای  سیگما هیچ

  ، دا کروزئیـکاندی، راتاـکاندیدا گلاب، یسـروپیکالـکاندیدا ت، آلبیکنس
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  ).۲و  ۱های  نداشت (شکل کاندیدا پاراپسیلوزیس
  

  
شده در  های استخراج رشد پنج گونه قارچ کاندیدا در برابر متابولیت )۱شکل 

  مقایسه با شاهد منفی (چاهک)

  

 
از  شده خالص خریداری Aرشد پنج گونه قارچ کاندیدا در برابر ایتورین ) ۲ شکل

  شرکت سیگما (چاهک)

  
ساعت ۵/۲قادر به تشکیل لوله زایا پس از  کاندیدا آلبیکنس

یا فاقد متابولیت  Aتورین ـاقد ایـانکوباسیون در سرم خون ف
پوپپتیدی ـیب لیـ)، اما ترک۳کل ـبود (شده از باکتری ـش راجـخـاست
  کاندیدا قارچکیل لوله زایا درـتش ،Aتورین ـشده مشابه ای خراجـاست

  
ساعت ٥/٢پس از  کاندیدا آلبیکنستشکیل لوله زایای قارچ  )٣شکل 

  انکوباسیون در سرم خون (شاهد)
  

). علاوه بر این، آثاری از ۵و  ۴های  را مهار کرد (شکل آلبیکنس
های مخمری کاندیدا توسط ترکیب  سطحی سلول تخریب

  ).۴شده دیده شد (شکل  استخراج

 

تیمارشده با  کاندیدا آلبیکنسعدم تشکیل لوله زایا و تخریب سطحی  )۴شکل 
  در سرم خون ساعت انکوباسیون۵/۲شده پس از  میکرولیتر لیپوپپتید استخراج۵۰

  

  
میکرولیتر ۵۰تیمارشده با  کاندیدا آلبیکنسعدم تشکیل لوله زایای  )۵شکل 

  ساعت انکوباسیون در سرم خون۵/۲پس از  Aایتورین 
  

منظور  های مخمری به گذاری برای قارچ با وجود نتایج منفی چاهک
های مخمری کاندیدا  برای قارچ MFCو  MICکنترل بیشتر، میزان 

های  ها و رقت آمده، رشد قارچ در تمامی لوله دست انجام شد. نتایج به
ها (مشابه لوله شاهد  طوری که در تمام لوله لیپوپپتید را نشان داد، به
دادن  ) رسوب مشاهده شد، که پس از تکانAمنفی فاقد ماده ایتورین 

آمده از تعیین مقدار  دست براساس نتایج به ها کدورت ایجاد شد. لوله
MFC د های لیپوپپتید استخراجی مهار رش یک از رقت در هیچ
  .مشاهده نشد های مخمری کاندیدا گونه

  

  بحث

هدف از انجام این تحقیق، استخراج و ارزیابی اثر ضدقارچی 

باسیلوس آمیلولیکوئی ترکیبات لیپوپپتیدی تولیدشده توسط 

کاندیدا بومی اصفهان علیه مخمرهای  M13RW01 فاسینس

 وسیسکاندیدا پاراپسیل، کاندیدا کروزئی، کاندیدا گلابراتا، آلبیکنس

  بود. کاندیدا تروپیکالیسو 

استرول  - فسفولیپید - مولکول ایتورین با تشکیل کمپلکس ایتورین

های قارچ را توسط تشکیل منافذ  نفوذپذیری لیپیدی غشای سلول

و سپس  های پتاسیم یونی افزایش داده و ابتدا باعث نشت یون

ایتورین،  .[25-23]دشو ترکیبات ماکرومولکولی ضروری سلول می

اسپورهای قارچ مخمری و کپکی را نیز نفوذپذیر کرده و لوله زایای 

ترکیب لیپوپپتیدی . [19 , 18]کند زنی را مهار می قارچ هنگام جوانه

(از خانواده  Dترکیب مشابه باسیلومایسین  مایکوسوبتیلین و

، توانایی مهار باسیلوس سوبتیلیسها) جداشده از  ایتورین

. در مطالعه [26 , 27]ا نشان داده استهای مختلف کاندیدا ر گونه
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باسیلوس شده از باکتری  حاضر ترکیبات لیپوپپتیدی استخراج

، فاقد توانایی مهار رشد پنج M13-RW01 آمیلولیکوئی فاسینس

با داشتن ترکیباتی  باسیلوس سوبتیلیسگونه قارچ کاندیدا بود. 

مایکوسوبتیلین و باسیلومایسین قادر است بر استرول نظیر 

  .[28]ها اثر کند فسفولیپید غشای سلول قارچ

شده بر  در این تحقیق برای اولین بار تاثیر لیپوپپتید استخراج

(پدیده رینولدز براد)  کاندیدا آلبیکنستشکیل لوله زایای قارچ 

های  بررسی شد. در سرم خالص انسان حاوی متابولیت

 و M13RW01 باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینسشده از  استخراج

، C۳۷°ساعت انکوباسیون در ۳بعد از  ،کاندیدا آلبیکنسمخمر 

کاندیدا تشکیل لوله زایا در این مخمر مهار شد. تلقیح مخمر 

به سرم انسان باعث تشکیل لوله زایا شد. طول لوله  آلبیکنس

برابر قطر سلول مادر، دیواره لوله موازی و در محل ۵/۲ایجادشده 

  ده نشد.ایجاد لوله زایا فرورفتگی مشاه

های مخاطی ابتدا  به بافت کاندیدا آلبیکنسدر هنگام تهاجم قارچ 

تر شده و ایجاد  تدریج لوله طویل از مخمر لوله زایا ایجاد شده، به

کند. میسلیوم قارچ توانایی اتصال به جدار مخاط را  میسلیوم می

های  لای سلول تواند از لابه روش ترانسلوکاسیون می داشته و به

 کاندیدا آلبیکنسبور و به بافت زیرین تهاجم کند. مخمر مخاطی ع

در مرحله میسلیال دارای مقدار بیشتری قند مانان است و این قند 

در چسبندگی قارچ به مخاط تاثیر دارد. ممانعت از ایجاد لوله زایا 

تواند چسبندگی قارچ را به مخاط کمتر کند. همچنین اتصال  می

ماری در بیماران بستری در بیمارستان مخمر به کاتتر خطر ایجاد بی

دهد. این امر امکان ایجاد بیوفیلم را برای قارچ فراهم  را افزایش می

های دفاعی بدن یا ماکروفاژها  . از طرفی هنگامی که سلول[1]کند می

کنند، مخمر با ایجاد میسلیوم با  های مخمری را بلع می سلول

و از دست سیستم ایمنی  انشعابات فراوان، ماکروفاژ را پاره کرده

  گریزد.  می

با توجه به نقش ایتورین در مهار ایجاد لوله زایا در این تحقیق، 

شود.  اهمیت آن برای پیشگیری از تهاجم قارچ مشخص می

، [23]و همکاران دانا ماگتشده توسط  براساس تحقیقات انجام

ه نشان داده شد ،[25]و همکاران تیمونو  [24]پیپوکسو  دانا ماگت

ها با تشکیل  است که ترکیبات لیپوپپتیدی از خانواده ایتورین

ارگوسترول نفوذپذیری لیپیدی  -فسفولیپید - کمپلکس ایتورین

را توسط تشکیل منافذ یونی افزایش داده و  های قارچ غشای سلول

ترکیبات ماکرومولکولی ضروری سلول  ها  باعث نشت یون

از ایجاد  Aبا مکانیزم مشابهی، ایتورین  شوند. احتمال دارد که می

جلوگیری نماید، هر چند تحقیقات  کاندیدا آلبیکنسلوله زایا در 

ای  هیچ مطالعه بیشتری برای اثبات این مورد ضروری است.

توسط ایتورین  کاندیدا آلبیکنستاکنون در زمینه مهار لوله زایا در 

 Aیر مهاری ایتورین تنها در یک مورد مطالعه، تاث انجام نشده است.

زنی  بر جوانه YM10-20 باسیلوس سوبتیلیسشده از  استخراج

  .[19]نشان داده شده است پنیسلیوم روکوفورتیاسپورهای قارچ 

و حداقل  (MIC) حداقل غلظت مهارکنندگی رشددر مطالعه حاضر 
بررسی شد. نتایج نشان داد هیچ یک  (MFC)غلظت کشندگی قارچ 

باسیلوس آمیلولیکوئی یپوپپتید استخراجی های مختلف ل از رقت
ای  قادر به مهار پنج گونه قارچ کاندیدا نبودند. مطالعه فاسینس

  های مختلف لیپوپپتید مایکوسوبتیلین (ترکیب تاثیر رقت
 باسیلوسشده از  ها) استخراج لیپوپپتیدی از خانواده ایتورین

و  کاندیدا آلبیکنسبرای  MICرا بررسی و میزان  سوبتیلیس
لیتر ذکر  میکروگرم بر میلی۱۶و  ۳۲ترتیب  را به کاندیدا گلابراتا

ترین فرم خانواده ایتورین بوده است  مایکوسوبتیلین، فعال .[26]کرد
های مختلف مخمر  گونه فسفولیپید و ارگوسترولشدت در برابر  و به

  . [29 , 26]فعال است
ایتــورین  های این مطالعه آن است کــه احتمــالاً  یتدیکی از محدو

 M13RW01 باسیلوس آمیلولیکــوئی فاســینستولیدشده توسط 
مورد استفاده در این مطالعــه از نــوع مایکوســوبتیلین نیســت. لــذا 

منظور اطلاع از فعالیــت ضــدقارچی ســایر ترکیبــات لیپوپپتیــدی  به
شــده از  شــود اثــر ترکیبــات اســتخراج خانواده ایتورین پیشنهاد مــی

هــای مخمــری مــورد  اســیلوس بــر قــارچهای دیگر ب ها و سویه گونه
بررسی قرار گیرد. همچنین فعالیت ضدقارچی ترکیبات لیپوپپتیدی 

هــای  بر سایر قــارچ M13RW01 باسیلوس آمیلولیکوئی فاسینس
 مخمری و کپکی بررسی شود. 

  

  گیری نتیجه

باسیلوس آمیلولیکوئی شده از  های لیپوپپتیدی استخراج متابولیت
گونه اثر مهاری یا کشندگی بر  هیچ ،M13RW01 سویه فاسینس

ایجاد لوله زایا  انواع مورد مطالعه قارچ مخمری کاندیدا ندارند، ولی
  کنند.  را مهار می کاندیدا آلبیکنستوسط مخمر 

 

دانیم که از سرکار  بدین وسیله بر خود لازم میتشکر و قدردانی: 
ی علت کمک برای تهیه و خریدار ، بهپور فاطمه خسروانیخانم 

از  A (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) استاندارد ایتورین
  شرکت سیگما در آلمان تشکر و قدردانی نماییم.

مقاله  نویسندگان توسط منافع تعارض گونه هیچتعارض منافع: 
  است. نشده بیان

مارنانی (نویسنده اول)، پژوهشگر  مهسا آقاعلی سهم نویسندگان:
%)؛ محبوبه مدنی ۵۰ری (اصلی/نگارنده مقدمه/تحلیلگر آما

  %)۵۰شناس/نگارنده بحث ( (نویسنده دوم)، روش

نامه کارشناسی ارشد با کد  این مطالعه استخراج از پایانمنابع مالی: 
مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان  ۱۷۲۳۰۵۰۷۹۳۱۰۳۹

 است.
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