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  مقاله اصيل پژوهشي

 هاي خاكزي عليه قارچي اكتينوميست ضد اثر بررسي
Microsporum gypseum در شرايط آزمايشگاهي  

  
  3بنجار ، غلامحسين شهيدي2اللهي موسوي سيد امين آيت، 1ناصركيخا

  
  چكيده

 كه درماتوفيت )Keratinophilic( دوست هاي كراتين از قارچ ،هاي جلدي انسان توسط گروهي هموژن عفونت :و هدف زمينه
)Dermatophyte( به عمومي بهداشت عمده مشكل يك عنوان به حاضر حال در ها عفونت اين. گردند ايجاد مي ،شوند ناميده مي 

قارچي شيميايي ممكن  درمان با داروهاي ضد ،هاي بيماريزا يوكاريوت هستند ي كه اين درماتوفيتاياز آنج .ندا شده شناخته رسميت
 هاي خاكزي بر عليه  قارچي اكتينوميست ضد با هدف تعيين اثر ،اين مطالعه. ثير قرار دهدأهاي بافت ميزبان را هم تحت ت ولاست سل

Microsporum gypseumگرفت انجام.  
از جنبه  ،كرمانشهرستان مختلف  مناطق هاي يزوله اكتينوميست خاكزي از خاكا 100 در اين مطالعه تجربي، :تحقيقروش 

هاي  ها و باكتري از مركز كلكسيون قارچ ،قارچ مورد مطالعه .مورد بررسي قرار گرفت ،Microsporum gypseum بر عليه ونيستيآنتاگ
مطالعات ميكروسكوپ الكتروني و بررسي خواص . تهيه گرديدصنعتي ايران  - هاي علمي وابسته به سازمان پژوهش ،صنعتي و عفوني

  .هاي ليپازي، پروتئازي، آميلازي و كيتينازي بر حسب پروتكل مربوطه انجام پذيرفت فعاليت: نندهاي فعال ما فيزيولوژيكي ايزوله
شرايط  در  Microsporum gypseumبيشترين اثر آنتاگونيستي را عليه ،Kn10 و Ks10، 115 اكتينوميست هاي ايزوله :ها يافته
هاي  تصاوير تهيه شده از ايزوله ،با بررسي ميكروسكوپ الكتروني .بودند چيقار ها فاقد اثر ضد و بقيه ايزوله نشان دادند يشگاهيآزما

  .ها و مورفولوژي زنجيره اسپور را نمايان ساخت اكتينوميست فعال، اشكال متنوع اسپورها، ميسليوم
توان  بنابراين مي ؛باشند قارچي مي خاكزي داراي اثرات ضد هاي كتينوميستكه ا دهد هاي اين پژوهش نشان مي يافته :گيري نتيجه

قارچي  به جاي داروهاي ضد، اين عوامل هاي زيستي حاصل از فرآوردهبا  انجام تحقيقات لازم،ز پس ا آينده اميدوار بود كه در
 نيبا استفاده از ارا  ها گونه درماتوفيتهاي درماتوفيتي ناشي از اين شيميايي كه عوارض جانبي زيادي دارند، بتوان عفونت

  .درمان نمود ها ستينومياكت
  قارچ هاي خاكزي، ميكروسپوروم جيپسئوم و ضد اكتينوميست :هاي كليدي واژه

  388 -376 ):4( 19 ؛1391. مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند

   28/09/1391 :پذيرش             11/04/1391: دريافت

                                                           
  كرمان، ايراندانشگاه علوم پزشكي ، دانشكده پزشكي افضلي پور، كيكارشناسي ارشد قارچ شناسي پزش دانش آموخته  1
  ، ايراندانشگاه علوم پزشكي كرمان ،افضلي پور دانشكده پزشكي ،شناسي پزشكي قارچ دانشيار، گروهنويسنده مسؤول،   2

  پزشكي شناسي شناسي و انگل گروه قارچ -پور دانشكده پزشكي افضلي -بهمن 22انتهاي بلوار  -كرمان: آدرس
   Aminayatollahi@kmu.ac.ir:پست الكترونيك  03413221676: تلفن   03413224618 :نمابر   09133418009: تلفن
  ، ايرانكرمان دانشگاه شهيد باهنر ،دانشكده كشاورزي ،پزشكي مهندسي گياه گروه ،استاد 3 
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  مقدمه
 هاي كراتين دوست هستند ها گروهي از قارچ درماتوفيت

سه دسته اپيدرموفايتون، ميكروسپوروم و ترايكوفايتون  كه در
 ،شده توسط آنهاهاي ايجاد ترين بيماري گيرند و شايع قرار مي
باشد  مي 4و كچلي سر 3، كچلي بدن2، كچلي ناخن1كچلي پا

ميكروسپوروم جيپسئوم يكي از عوامل كچلي در ايران به ). 1(
 را ايجاد سركچلي بدن و  ،اين ارگانيسم). 2(رود  شمار مي

مانند،  ملتهب، گاهي اوقات تاول عمدتاً ،ضايعات. كند مي
ميكروسپوروم جيپسئوم . باشند شفاف و با پيشرفت وسيع مي

همچنين ضايعات  ؛كند در مو ايجاد كچلي اكتوتريكس مي
اين  كند كه  مانندي در سر ايجاد مي چركي، كريون و فاووس

از ضايعات . ستعفونت در آمريكاي جنوبي شايع افرم از 
مانند پوست بدون موي بيمار مبتلا به ايدز،  فاووس

ميكروسپوروم جيپسئوم جدا گرديد كه به درمان با كتوكونازول 
مثبت  HIVهمچنين در گزارش ديگري در بيمار  ؛جواب نداد
اي بر روي سينه،  هاي نقره هاي بزرگ و پوسته با پلاك

 مورد از هفتاد ).4 ،3(هاي ميكروسپوروم جدا گرديد  گونه
تا  1960هاي  درماتوفيتوزيس انساني در برزيل طي سال

شده  گزارش با ميكروسپوروم جيپسئوم تشخيص و 1990
ميلادي شايع  1906قبل از سال  ،درماتوفيتوزيس). 5(است 

بوده كه در آن زمان با استفاده از تركيبات جيوه، گاهي 
ه موها در مواردي ك. شده است درمان مي ،گوگردي و يد

دادند، از اشعه  به سختي جواب مي ،شدند و به درمان درگير مي
 داروهاي .شد انگلي استفاده مي به همراه داروهاي ضد 5ايكس

، 6گريزئوفولويناغلب  ،مورد استفاده در درمان درماتوفيتوزيس
، 6( مي باشند و تركيبات آزوليها  آمين تربينافين از دسته آليل

قارچ خوراكي  يزئوفولوين تنها عامل ضدسال، گر 40حدود  ).7
با اين حال،  است؛ در دسترس براي درماتوفيتوزيس بوده

ن و عود مكرر بيماري را درمان ناقص و يا موارد مقاوم به درما
                                                           

1 Tinea pedis 
2 Tinea unguium 
3 Tinea corporis 
4 Tinea capitis 
5 X-Ray 
6 Griseofulvin 

چي براي نفوذ به بافت قار بودن داروهاي ضد ضعيفبه دليل 
. يماها شاهد بودهجلدي بدن و ضعف فارماكوكينتيك دارو

تهوع، اسهال، سردرد،  :انبي گريزئوفولوين شاملعوارض ج
در  ؛باشد بثورات جلدي و حساسيت در بعضي از بيماران مي

هاي كبدي و عصبي اتفاق  مسموميت نيز بعضي از افراد
هاي گرم  ها گروهي از باكتري ميستاكتينو). 9 ،8( افتد مي

جمله تركيبات  از .هستند 7اكتينوباكتريامثبت متعلق به شاخه 
ها،  بيوتيك آنتي: توان ها مي ترشحه توسط اكتينوميستم

، - كننده رشد گياهان عوامل تحريك-ها، آلكالوئيدها  ويتامين
 بيش از تقريباً. ها را نام برد دارنده آنزيمها و تركيبات باز آنزيم

استفاده  طور طبيعي توليد وه هايي كه ب بيوتيك آنتي درصد 85
 هاي مختلف توسط گونه عمدتاًها و  از اكتينوميست ،شوند مي

ميزان بروز . )10( اند جدا گشته 8استرپتومايسس
هاي اخير به ويژه در بيماران دچار  در سال ،درماتوفيتوزيس

در بيماران  همچنين است؛ ايمني افزايش يافته سيستم نقص
، پيوند اعضاء و ها لوسمي :شده از قبيلبا سيستم ايمني مهار

هاي قارچي  عفونت ،ات سيتوتوكسيكشده با تركيب درمان... 
هاي ساپروفيتي كه جزء  توسط قارچ كننده زندگيتهديد عمقي
نيز  شوند، هاي غير مضر براي افراد سالم محسوب مي قارچ
زا  هاي بيماري ي كه قارچياز آنجا .)11( تواند ايجاد شود مي

قارچي شيميايي  درمان با داروهاي ضد ،يوكاريوت هستند
ثير قرار أهاي بافت ميزبان را هم تحت ت لممكن است سلو

هاي  تشيوع عفون با توجه به افزايش ،و از طرفي) 12( دهد
ويژه در بيماران با ايمني هاي اخير به  دهه قارچي در

لازم و هنوز جديد، قارچي  كشف داروهاي ضد ،شده تضعيف
با در شرايط آزمايشگاهي ن مطالعه اي ).17(باشد  ضروري مي
 هاي خاكزي بر عليه قارچي اكتينوميست ضد اثر هدف تعيين

Microsporum gypseum  انجام گرفت.   
  

                                                           
7 Actinobacteria 
8 Streptomyces 
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  تحقيقروش 
  ها جداسازي و كشت اكتينوميستبرداري،  نمونه

هاي  خاكاز نمونه  20در اين مطالعه تجربي، تعداد 
انداز پارك مطهري،  طق سايهاشهرستان كرمان و خاك من

الزمان، از پنج نقطه  صاحبپارك سنگي، پارك نشاط و مسجد 
به اين ترتيب  ؛شد تهيه اوگر استفاده از بامختلف اين مناطق، 

  قاز عم  از سطح خاك،متر  سانتي 10كه پس از برداشتن 
، خاك برداشته كيلوگرم 5/0، به ميزان متري سانتي 10-20 

منطقه فوق، به طور جداگانه، مخلوط  4هاي  نمونه سپس ؛شد
خشك  ،روز در معرض هوا 10-7ه مدت و در دماي اتاق، ب

متري،  ميلي 8/0ها پس از عبور از الك با مش  اين نمونه. شد
به  .اتيلني نگهداري شدند هاي پلي در كيسه ،تا زمان آزمايش
آب  ml90 بانمونه خاك مورد نظر از گرم  10هنگام استفاده، 
) g130 دقيقه و 30(و روي شيكر دوار  مخلوطمقطر استريل 

دقيقه به حالت ساكن  10كه به مدت  پس از آن ؛داده شدقرار 
برداشته و به لوله آزمايش  ml1مقدار  ،از مايع رويي رها شد،

بدين ترتيب،  ؛اضافه شدآب مقطر استريل  ml9محتوي 
سپس به همين ترتيب، از طريق  ؛دست آمده ب 10-2غلظت

   ،10-3هاي  غلظتترقيق متوالي سوسپانسيون خاك، 
براي جداسازي و رشد  .دشتهيه  10-6 و 10- 5 ،4-10

آگار -گليسرين-ها، محيط كشت كازئين اكتينوميست
(CGA)1 تهيه اين محيط، تركيبات موجود  براي. استفاده شد

را با آب مقطر، به حجم نهايي يك ليتر رسانده و ) 1جدول (
محيط كشت  محلول در محدوده خنثي، pHپس از تنظيم 

 .دشدقيقه اتوكلاو  15به مدت  C121˚مورد نظر در دماي 
ه ب 10-6 و 10- 5، 10-4 ،10-3ي هاي متوال از رقت ml1سپس 
هر ( ريخته ،هاي استريل ديش پتريهر يك از در  ، آمده دست
 CGAاز محيط كشت  ml25-20 و مقدار )در سه تكرار رقت

و روي ميز كار گرديد  اضافهآن  هب) C45˚ در دماي تقريبي(
آرامي حركت داده شد تا سوسپانسيون خاك آزمايشگاه به 

در دماي  ها ليتاين پ. كاملاً با محيط كشت مخلوط شود
                                                           

1 Casein Glycerin Agar (CGA) 

˚C28 هاي  روز انكوباسيون، پرگنه 7-10پس از . شدند انكوبه
روي  ،ها ها و باكتري همچنين برخي قارچ و اكتينوميست

بر  2از هر پرگنه اكتينوميست، كشت خطي .ظاهر شدمحيط 
هاي خالص در  تهيه و نمونهجديد،  CGAروي محيط كشت 

مدت  لانينگهداري طو براي .انكوبه شدند C28˚دماي 
به اين  ؛تهيه شد 3هاي خالص، از آنها اسلنت اكتينوميست

به صورت  CGAترتيب كه درون لوله آزمايش، محيط كشت 
در  اكتينوميستكشت هر ايزوله از دار تهيه شد و پس  شيب

پس . انكوبه شدند C28˚دماي  ها در نمونه، يك لوله آزمايش
آلوده نبودن آنها، و اطمينان از هاي اكتينوميست  پرگنهاز رشد 
ميكروسپورم جيپسئوم  .منتقل شدند C4˚ها به دماي  اسلنت

(PTCC5057) هاي  ها و باكتري از مركز كلكسيون قارچ
-هاي علمي صنعتي و عفوني وابسته به سازمان پژوهش

 PDAمحيط  براي رشد اين قارچ،. صنعتي ايران، تهيه شد
مقدار  براي تهيه آن، استفاده شد كه Merkساخت شركت 

را به حجم يك ليتر رسانده و  PDAگرم از پودر آماده  39
دقيقه، در  20به مدت  C121˚پس از اتوكلاو در دماي 

  . شد ريختههاي استريل  ديش پتري
 CGAتركيبات محيط كشت  -1جدول

Amount  Ingredients 

3/0 gr  Casein 

2 gr  KNO3 

2 gr  NaCl 

2 gr  K2HPO4 

05/0 gr  MgSO4.7H2O 

02/0 gr  CaCO3 

01/0 gr  FeSO4.7H2O 

10 gr  Glycerol or 
Starch 

18 gr  Agar 

1 L  Distilled water 

2/7تا  7   pH 

  قارچي تعيين فعاليت ضد براي In Vitroهاي زيستي  آزمون
ممانعت از هاي اكتينوميست در  هايزولتعيين توانايي  براي

                                                           
2 Streak culture 
3 Slant 
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گذاري، روش كشت  مذكور، از سه روش ديسك قارچ رشد
  . و روش نشت چاهك استفاده شد متقابل
  آگار– روش ديسك به قارچي ضد آزمون و نهايي غربال
محيط  روي خطي صورت به اكتينومايست ايزوله هر 

در دماي  انكوبه شدنشده و بعد از  ، استريكCGAكشت 
هاي خطي  از كشت ،روز 6-4گراد به مدت  درجه سانتي 28
) بردار كرك(پنبه سوراخ كن  با چوب ،بودندخوب رشد كرده كه 

سپس شد؛ يك ديسك آگار پرگنه اكتينوميست برداشته 
كه حاوي كشت  PDAبر روي محيط  ،ها به دقت ديسك
ها  كنترل. انتقال داده شد ،بود ميكروسپوروم جيپسئوم قارچ

درجه  29ها در دماي  محيط. بود  CGAهايي از شامل ديسك
 شده و فعاليت ضد ت روز نگهداريگراد به مدت هف سانتي
 ،از رشد  ممانعت شعاع هالهگيري  به وسيله اندازه ،قارچي

  .بررسي شد

  خام ناخالصه تهيه ماد
قارچي و  پس از اينكه حداكثر بازدارندگي از رشد ماده ضد

، در )نقطه اوج منحني(مدت زمان لازم براي رسيدن به آن 
در  ، مجدداًي فعالها ايزولهشرايط كشت مايع تعيين شد، 

 شيكر ها، در فلاسك و هتلقيح شد ،CGمحيط كشت 
سپري پس از . قرار گرفتند) C˚28دماي و  g120( انكوباتور

محتويات  براي هر ايزوله، مذكور اختصاصي مدت زمانشدن 
توسط  ،به طور جداگانه ،هاي ارلن ماير هر يك از فلاسك

صاف متر  يسانت 5يك لايه پنبه به ضخامت و بوخنر قيف 
، -C˚20شدن در فريزر پس از منجمد ،شده مايع صاف .شدند

به ) -bar2و فشار  -C˚40دماي (توسط دستگاه فريزدراير 
انجام مراحل  آمده، براي پودر به دست. خشك شدروز  5مدت 
  .ري شدهدادر يخچال نگ ي،بعد

  :(MIC) 1از رشد تعيين حداقل غلظت بازدارنده
غلظت  ،لوله آزمايشيك در  ،MICبه منظور تعيين  

mg/ml20  و سولفوكسايد  متيل دي حلال دراز عصاره خام
                                                           

1 Minimum Inhibitory Concentration 

دقيقه  10آماده و به مدت  ،1:1، با نسبت حجمي متانول
، 5/2، 5، 10 :شاملت متوالي رقّ هفت سپس ؛شدورتكس 

از آن ليتر  گرم در ميلي ميلي 156/0 و 312/0، 625/0، 25/1
و  به روش چاهكبيوگرام  آزمون آنتي و تهيه شد

انجام مورد مطالعه قارچ  ، عليهخانه 96ميكرودايلوشن در پليت 
  .شد

  فانژيواستاتيك و  فانژيسايدبررسي فعاليت 
براي انجام اين آزمايش، آزمون زيستي به روش 

، از رشد پس از تشكيل هاله ممانعت. انجام شدگذاري  ديسك
از ت مانعهاله مناحيه از  ،متر هايي به قطر شش ميلي ديسك

محيط كشت هاي محتوي  ديش پتري بهبرداشته و رشد قارچ 
PDA  دهنده فعاليت  نشان ،رشد قارچ .گرديدمنتقل

دهنده فعاليت فانژيسايدي  نشان ،فانژيوستاتيك و عدم رشد آن
  .هاي فعال مي باشد ايزولههر كدام از 

هاي فعال  هاي مورفولوژيكي ايزوله تعيين ويژگي
  اكتينوميست
از  ،ظور بررسي مورفولوژي سطح اسپورهابه من

نحوه . استفاده گرديد 2ميكروسكوپ الكتروني نوع اسكنينگ
  :به روش زير بود ها سازي نمونه آماده

سپس  ؛هاي فعال تهيه شد از ايزوله ،ابتدا كشت استريك
از انكوباتور  ،هاي فعال روزه ايزوله 7هاي حاوي كشت  پتري

هايي به  بلوك اتاقك كشت، رديد و در محيط استريلخارج گ
نوار چسب دورو به روي يك متر ايجاد و به آرامي  ميلي 4قطر 

ها  و درب پتري ، داخل پتري استريل قرار داده شدهمين ابعاد
ها  هباز نگه داشته شد تا نمون نيمه ،به وسيله دستمال كاغذي

به انكوباتور منتقل  ،برداري خشك شوند و تا زمان عكس
 3زن برداري، نمونه ها در يك دستگاه سايه عكس قبل از. شدند
شدند و قشري  قرار دادهدقيقه  3-2به مدت  ،SC7620مدل 

داده قرار ها  بر روي نمونه ،آنگستروم 150از طلا به ضخامت 
تنظيم  torr1/0و  kv4 ،mA20-1اين دستگاه در . شد

                                                           
2 Scanning Electron Microscope (SEM) 
3 Sputter coater 
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ها توسط ميكروسكوپ الكتروني  نمونه ،زني پس از سايه. گرديد
بررسي شدند  kv20و ولتاژ  Lutz 100Aمدل اسكنينگ  نوع

   ).بود CamScan MV 2300مدل  ،ميكروسكوپ(
هاي  هاي خارج سلولي ايزوله بررسي توليد آنزيم

  فعالاكتينوميست 

   :آزمون فعاليت ليپازي
 0/1گرم كلرورسديم،  5گرم پپتون،  10محيطي شامل 
طر تهيه و ليتر آب مق 1گرم آگار و  15گرم كلروركلسيم، 

به صورت جداگانه  ،80ليتر تويين  ميلي 10. اتوكلاو شد
پس از . افزوده شد ،شدنحال سرد اتوكلاو و به محيط در
ديش ريخته شد و بعد از  در پتري ،اختلاط كامل، محيط

نبودن   ساعت و حصول اطمينان از آلوده 24شدن  سپري
روزه  7-5متر از كشت  ميلي 6محيط، ديسكي به قطر 

پس از گذشت . شدبه محيط مذكور منتقل ، هاي فعال زولهاي
چندين روز، هاله رسوبي در اطراف محل رشد باكتري ديده 

 .تويين است  دهنده هيدروليز د كه نشانش

  آزمون فعاليت پروتئازي
 2گرم كازئين،  3گرم گلوكز،  يكحاوي  محيط كشت

ه و ليتر آب مقطر تهي يكگرم آگار و  15گرم كلريد كلسيم، 
هاي استريل توزيع شد و  ديش در پتري سپس ؛اتوكلاو گرديد

از ايزوله هاي فعال ي يها ساعت، ديسك 24پس از گذشت 
پس . اكتينوميست، مشابه بخش قبل به اين محيط منتقل شد

روز، هيدروليز كازئين و خاصيت پروتئوليتيكي،  4-3از گذشت 
 .ت بودها قابل روي با تشكيل هاله شفاف در اطراف ديسك

  آزمون فعاليت آميلازي 
درصد نشاسته محلول  2/0به محيط كشت نوترينت آگار، 

. افزوده و پس از اتوكلاوكردن، در پتري ريخته شد
متري، از كشت  ميلي 6هاي  ها به صورت ديسك اكتينوميست

روز،  4-3پس از . روزه، به اين محيط منتقل شدند 5-7
) در يدورپتاسيم يد(هاي پتري با محلول لوگول  تشتك
در صورتي كه باكتري، نشاسته را هيدروليز . آميزي شدند رنگ

رنگ در اطراف محل رشد باكتري  اي بي كرده باشد، هاله
گرم يدور پتاسيم،  2تهيه محلول لوگول،  براي. شود ايجاد مي

اين . ليتر آب مقطر اضافه شد ميلي 300گرم يد به  1و 
به طور كامل حل شود،  محلول، چندين ساعت تا زماني كه

آميزي  آن به عنوان معرف براي رنگ نگهداري شد و سپس، از
   .دنشاسته استفاده گردي

  آزمون فعاليت كيتينازي
به  ،درصد آگار 5/1كيتين كلوئيدال و محيط حداقل 

 اكتينوميست داراي فعاليت ايزوله هاي فعالمنظور غربالگري 
به گراد  درجه سانتي 121در دماي سپس،  ؛كيتينازي، تهيه شد

پس از آن، محيط به  .دقيقه اتوكلاو شد 20مدت 
هاي  هاي استريل منتقل شد و پس از انجماد، ايزوله ديش پتري

شده كشت  اي روي محيط آماده به صورت نقطه ،اكتينوميست
به عنوان تنها منبع كربن استفاده  ،در اين محيط، كيتين. شد

ليت كيتينازي، از طريق هاي داراي فعا شد و لذا، ايزوله
هايشان  هيدروليز كيتين و تشكيل هاله شفاف در اطراف كلني

  .قابل تشخيص بودند

  تهيه كيتين كلوئيدال
با ) Sigmaتهيه شده از شركت (گرم پودر كيتين  20

)  Merckدرصد، 37(كلريدريك غليظ  اسيد ليتر ميلي 200
گراد  درجه سانتي 37ساعت در دماي  15مخلوط و به مدت 

ار قرار داده شد تا كيتين به طور كامل در اسيد روي شيكر دو
هم (سديم  به تدريج با استفاده از هيدروكسيد ؛ سپسحل شود

با  ،در اين مرحله. از حالت اسيدي خارج شد pH ،)حجم اسيد
. شود يرنگ كيتين تشكيل م نمودن سود، رسوب سفيد  اضافه

فاز رويي كه ، 5/8-8نمونه به محدوده  pHپس از رسيدن 
محتوي آب و نمك بود، دور ريخته شد و به رسوب، آب مقطر 

طي چند . نجام گرفتا g3000اضافه شد و سانتريفيوژ با دور 
مرحله متوالي شستشوي تشتك پتري با آب مقطر و سپس 

 اي كه همان كيتين كلوئيدال اي ژله سانتريفيوژ، نهايتاً ماده
به  نستتوا د كه ميش شكيلهاي آزمايش ت ، در ته لولهبود

كاتور، تا  طور مستقيم به محيط اضافه شود يا اينكه در دسي
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داري شود و در زمان لزوم به  شدن كامل، نگه زمان خشك
  .محيط اضافه شود

  
  ها يافته

  ها از خاك  جداسازي اكتينوميست
ايزوله  100كشت خاك، بيش از  10-6-10-2هاي  از رقت

اساس خصوصيات  برآمد كه  اكتينوميست خاكزي به دست
هر لذا از  ؛)1 شكل(بودند از يكديگر متمايز  ،مورفولوژيكي
   .ديش جداگانه، كشت خالص تهيه شد يك، در پتري

  
  
  
  
  
  

  
 : CGAنمونه خاك در محيط كشت 10-4پليت حاوي رقت  - 1شكل
ها مشخص  ها و باكتري هاي قارچ هاي اكتينوميست و برخي پرگنه پرگنه
  .باشد مي

  تهاي اكتينوميس قارچي ايزوله فعاليت ضدتعيين 
هاي خاكزي،  بررسي اثرات آنتاگونيستي اكتينوميست براي
شده، حاصل از  ايزوله اكتينوميست جداسازي 100بيش از 

مورد  In Vitroهاي  آزمون هاي خاك، طي كشت نمونه
ها، پس از  قارچي ايزوله فعاليت ضد. ندغربالگري قرار گرفت

با  ،بيوگرام در مقابل قارچ ميكروسپوروم جيپسئوم نتيآزمون آ
از بين  .هاله ممانعت از رشد ارزيابي گرديد شعاعگيري  اندازه
قارچي عليه قارچ  هاي اكتينوميست داراي فعاليت ضد ايزوله

 ،115 و Ks10 ،Kn10 هاي ميكروسپوروم جيپسئوم، ايزوله
  اهي، عليه قارچدر شرايط آزمايشگ اثر آنتاگونيستي را بيشترين

فاقد اثر  ها مورد نظر در اين تحقيق نشان دادند و بقيه ايزوله
  ).2 شكل)( 2 جدول( ضد قارچي بودند 

 Microsporumايزوله ها ي فعال داراي خاصيت ضد قارچ  -2دول ج

gypseum   گذاري هاله ممانعت از رشد به روش ديسك شعاعو  
Ks10  Kn10  115 ايزوله اكتينوميست فعال 

 (mm)هاله ممانعت از رشد  24 45 28

  

   
شده يستي و هاله ممانعت از رشد ايجادفعاليت آنتاگون - 2شكل
 Microsporum gypseum هاي اكتينوميست بر عليه  ايزوله توسط

 Kn10، (bو پايين ايزوله  115بالا ايزوله  )a  به روش ديسك آگار

  .Ks10ايزوله 

  رماده مؤث (MIC)شد تعيين حداقل غلظت بازدارنده از ر
MIC 115هاي اكتينوميست  ايزوله ،Kn10 وKs10   به

براي  mg/ml50و  mg/ml5/12، mg/ml50 :برابر باترتيب 
هاي ممانعت  هاله ضمناً ). 1نمودار (بود   M. gypseumقارچ

  .گيري شد از رشد توسط كوليس اندازه

هاي  لههاي مختلف عصاره خام ايزو ميزان ممانعت غلظت -1نمودار 
به روش نشت   Microsporum gypseumفعال اكتينوميست از رشد قارچ

درج شده راست نمودار ت هاي فعال اكتينوميست در سم شماره ايزوله .در آگار
  .است

a b
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  فانژيوستاتيك و فانژيسايد بررسي فعاليت
فانژيستاتيك  ونتايج حاصل از ارزيابي فعاليت فانژيسايد 

 كه خب حاكي از اين بودهاي اكتينوميست منت ايزوله
داراي فعاليت فانژيوستاتيك و  ،Ks10و  115هاي  ايزوله

 .Mقارچ فعاليت فانژيسيدي بر عليه داراي  Kn10ايزوله 
gypseum 3شكل( مي باشند(.  

  

  

  

  

  

هاي  بررسي فعاليت فانژيوستاتيك و فانژيسايدي ايزوله  -3شكل
 داراي Ks10و  115هاي  ايزوله :Microsporum gypseumفعال عليه 

  . فعاليت فانژيسايدي دارد Kn10فعاليت فانژيواستاتيك و ايزوله 

تهيه الكتروميكروگراف با ميكروسكوپ الكتروني از 
  اكتينوميست هاي فعال ايزوله

هاي اكتينوميست،  شده از ايزوله الكتروميكروگراف تهيه
ها و مورفولوژي زنجيره اسپور  اشكال متنوع اسپورها، ميسليوم

دهنده الكتروميكروگراف از  نشان 4شكل . را نمايان ساخت
با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني هاي اكتينوميست  ايزوله

  .اسكنينگ است
  هاي خارج سلولي بررسي توليد آنزيم

هاي خارج سلولي مختلف توسط  بررسي توليد آنزيم
دهنده توان بالاي آنها در  هاي اكتينوميست فعال، نشان ايزوله

  .ها بود توليد انواع اين آنزيم
  آزمون فعاليت ليپازي

با درجات مختلف، قادر به   Ks10و 115 هاي ايزوله 
تشكيل . توليد ليپازهاي خارج سلولي و هيدروليز توئين بودند

 ،ها هاي در حال رشد اكتينوميست هاله رسوبي در اطراف كلني

  .)5شكل(مبين اين امر بود 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   .الكتروميكروگراف تهيه شده با ميكروسكوپ الكتروني - 4شكل
a(  10.06، با بزرگنمايي 115ايزولهkv اسپورهاي گرد تا بيضي با آرايش ،

، 9.34kx، با بزرگنمايي Ks10  ايزوله )b .مانند و منشعب درختي شكل تسبيح
  يچي مارپاي از اسپورهاي بيضي شكل و  زنجيره

هاي اكتينوميست فعال و تشكيل  فعاليت ليپازي ايزوله -5شكل 
 Ks10ايزوله  )b. 115ايزوله ) a .ها هاله رسوبي در اطراف كلني

Kn10 115 

Ks10

a

b 
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  آزمون فعاليت پروتئازي
هاي اكتينوميست، با ظهور  فعاليت پروتئوليتيك ايزوله

هاي در حال رشد كه نشان دهنده  هاله شفاف در اطراف كلني
ها در هيدروليز سوبستراي كازئين بود،  يزولهتوان اين ا

، قادر  Ks10و 115هاي  ايزوله ،در اين مورد. مشخص گرديد
  ).6شكل(به توليد پروتئازهاي خارج سلولي بودند 

  
  
  
  
  

  
هاي اكتينوميست و به موجب  فعاليت پروتئوليتيك ايزوله - 6 شكل

 .ها آن، تشكيل هاله شفاف در اطراف كلني

  آميلازيآزمون فعاليت 

شده در اين آزمون،  هاي اكتينوميست بررسي از بين ايزوله
قادر به شكستن پليمر نشاسته بودند  Ks10و  115هاي  ايزوله

در  ،رنگ آميزي با معرف لوگول، ناحيه بي و پس از رنگ
  ).7شكل(ها ايجاد شد  اطراف كلني

طراف رنگ در ا نتايج آزمون هيدروليز نشاسته و ظهور هاله بي - 7شكل 
، كه بيانگر توانايي توليد آنزيم آميزي با معرف لوگول ها پس از رنگ كلني

هاي كشت ناشي از  شدن سطح محيط سياه(آميلاز توسط اين ايزوله ها است 
شدن پليمر نشاسته توسط  در صورت شكسته .باشد واكنش يد با نشاسته مي

  ).ن امر مي باشدكه مبين ايشود  ميرنگ ايجاد  ناحيه بي ،هاي فعال ايزوله
 a(  115ايزوله ،b ( Ks10   

  آزمون فعاليت كيتينازي
هاي اكتينوميست در محيط كشت  دادن كلنيبعد از قرار

هاي شفاف اطراف  حداقل كيتين آگار، از روز هفتم، هاله
دهنده تجزيه  نشان ،وجود هاله شفاف. ها پديدار شد كلني

عاليت كيتينازي كيتين كلوئيدال موجود در محيط و در نتيجه ف
نتايج حاصل از فعاليت كيتينازي ايزوله . باشد ها مي اين ايزوله

و دو ايزوله ديگر فاقد  نشان داده شده است 8شكل در  115
  .باشند فعاليت كيتينازي مي

 

 

 

 

 115ايزوله   تشكيل هاله شفاف در اطراف كلني - 8شكل 
 .كننده كيتين تجزيه

  

  بحث
هايي از  موديم تا ايزولهدر اين مطالعه، ما تلاش ن

هاي خاكزي را جداسازي نموده و از حيث  اكتينوميست
برخورداري از اثرات آنتاگونيستي عليه قارچ ميكروسپوروم 

 از عوامل مسبب درماتوفيتوزيس انسانييكي جيپسئوم كه 
نخست بيش از . مورد ارزيابي و غربالگري قرار دهيم را ،است
ت نمونه هاي خاك مناطق ايزوله اكتينوميست از كش 100

مختلف شهرستان كرمان شناسايي و جداسازي شد، در همين 
هاي  برداري از خاك با نمونه) 2012(موسوي و همكاران راستا 

شده از  هاي مختلف تهيه شهرستان همدان و با استفاده از رقت
و انكوباسيون در  SCA1هاي خاك و كشت در محيط  نمونه

بر اساس  ،پس از هفت روز گراد درجه سانتي 29دماي 
موفق به جداسازي  ،هاي ظاهري و رنگدانه كلني ويژگي

                                                           
1 Starch Casein Agar (SCA) 

Ks10

115 

115 
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) 2009(و همكاران  Deepika ).13(ها شدند  اكتينوميست
سازي ايزوله اكتينوميست را از خاك جدا 100توانستند تعداد 

استخراج  برايشده  هاي انجام با توجه به بررسي). 14(نمايند 
شناسايي و  براي پژوهش حاضر نيزها از خاك،  اكتينوميست

بوده محققين فوق توسط شده  سازي مشابه تحقيقات انجامجدا
آمده در  دسته هاي ب فراواني استرپتومايسس. مغايرتي ندارد

دست ه هاي ب اين پژوهش نسبت به فراواني استرپتومايسس
آمده در برخي مطالعات بيشتر و در برخي كمتر است كه 

به عواملي مانند درصد بالاي رطوبت خاك توان اين امر را  مي
هاي كشاورزي منطقه كه سطح وسيعي  و اسيديته بالاي خاك

اما در . از شهرستان را پوشش داده است، مرتبط دانست
نشان  ،دست آمده در اين بررسيه مقايسه با نتيجه نهايي ب

درصد از  3 ،آمده دسته هاي ب دهد كه از مجموع ايزوله مي
 داراي فعاليت ضد ،شده سازياتينوميست جدهاي اك ايزوله

ه با مطالعات مشابه كه براي ب ،قارچي بودند كه اين يافته
) درصد 10تا  3(قارچي  مؤثر ضد هاي آوردن سويه دست

به منظور  ،در غربال اوليه. باشد يكسان مي ،اند گزارش گرديده
ن قارچي از بي مناسب با اثر ضداكتينوميست هاي  يافتن ايزوله

شده، پس از كشت هفت روزه، آزمون  هاي جداسازي ايزوله
، Kn10هاي  و ايزولهشد زيستي به روش ديسك آگار انجام 

Ks10  عليه ميكروسپوروم جيپسئوم، بيشترين اثر  بر ،115و
آنتاگونيستي را در اين تحقيق نشان دادند و هاله ممانعت از 

قات اين در مقايسه نتايج تحقي. گيري شد رشد نيز اندازه
شهيدي بنجار و  كه مطالعه با تحقيقات قبل بايد گفت

ايزوله اكتينوميست توانستند  130از ميان  ،)2006(همكاران 
 1ايزوله را در غربال اوليه بر عليه فيتوفتورا دركسلري 12

و  Augustineپژوهش، مشابه اين  ). 15(جداسازي كنند 
اثبات كردند  ،داي كه انجام دادن در مطالعه) 2005(همكاران 

درماتوفيتي  ضدداراي اثر  2AK39كه استرپتومايسس راكي
له هاي ما نشان داد كه تنها سه ايزو يافتهMIC ). 16(باشد  مي

 شده، داراي تركيبات ضداز ميان بيش از صد ايزوله جدا
                                                           

1 Phytophthora dreschleri 
2 Streptomyces rochei AK39 

قارچي اين  فعاليت ضد. باشند قارچي بر عليه قارچ مذكور مي
هاي  ها براي بررسيوان بالقوه آنها، مبين اهميت و ت ايزوله

بيشتر، پيرامون كاربرد آنها به عنوان عوامل بيوكنترل قارچ 
بايد در نظر داشت كه  هرچند. است ميكروسپوروم جيپسئوم

هاي آزمايشگاهي، از جمله پژوهش حاضر،  تمامي غربالگري
تنها امكان انتخاب اوليه كانديدهاي مناسب بيوكنترل را 

بررسي  ،براي نخستين بار، در اين تحقيق .آورند فراهم مي
هاي خاكزي بر عليه  درماتوفيتي اكتينوميست اثرات ضد

ميكروسپوروم جيپسئوم از عوامل مسبب درماتوفيتوزيس 
هاي  بررسي ماده مؤثر ايزوله. است انجام گرفته ،انساني

زيرا  ؛با آزمون نشت چاهك انجام گرديد ،اكتينوميست فعال
هايي كه  ميكروبي نمونه خيص فعاليت ضدراه معمول در تش

ميزان فعاليتشان مشخص نيست، با كمك تست انتشار آگار 
يك روش فيزيكوشيميايي  ،از طرفي روش انتشار .باشد مي

وان انديكاتور تركيب به عن ،است كه در آن ميكروارگانيسم
حداقل غلظت بازدارنده از رشد ). 17(رود  مي فعال به كار

شده از ، براي متابوليت فعال ناخالص جدادهش گيري اندازه
طي مطالعه . بود mg/ml50-5/12هاي منتخب، بين  ايزوله
حداقل غلظت  ،)2002(و همكاران  Zakirشده توسط  انجام
هاي  شده از گونهيك متابوليت فعال جدا نده از رشدبازدار

 ،استرپتومايسس، عليه چهار باكتري گرم مثبت و گرم منفي
ي كه از آنجاي). 18(آمد  به دست mg/ml64-32بين

هاي بسيار  شده در اين تحقيق، در غلظت  هاي بررسي ايزوله
توان نتيجه  باشند، مي ر نيز قادر به كنترل قارچ ميت پايين

گرفت كه از نظر آنتاگونيستي، اثر بسيار خوبي در كنترل 
با بررسي ميكروسكوپ  .هاي مورد مطالعه دارند ارگانيسم
هاي اكتينوميست، تا  شده از ايزوله تصاوير تهيه ،الكتروني

ها و مورفولوژي  حدودي اشكال متنوع اسپورها، ميسليوم
به منظور كه در پژوهشي . زنجيره اسپور را نمايان ساخت

هاي مختلف استرپتومايسس توسط  بندي گونه شناسايي و رده
Locci )1989 ( با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني نوع

سطوح اسپورها در گونه استرپتومايسس  ،انجام شداسكنينگ 
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همچنين شكل . به صورت صاف گزارش گرديد ،1نيوئوس
با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني نوع  ،زنجيره اسپور

، 2هاي استرپتومايسس هيگروسكوپوس اسكنينگ در گونه
به  4و استرپتومايسس گريزئوس 3استرپتومايسس نيووسئوس

 7پذير تا انعطاف 6، حلقوي و راست5فنري :ترتيب به شكل
ها به طور  فعاليت ليتيك استرپتومايسس). 19(گزارش شد 

هاي هيدرولاز مانند كيتيناز و گلوكوناز  عمده در نتيجه آنزيم
ها  كيتين كه تركيب عمده ديواره سلولي قارچ ).20(است 

توانايي مهار ). 21(باشد  است، سوبستراي آنزيم كيتيناز مي
ها ممكن است مربوط به توليد  استرپتومايسس قارچ توسط

هاي  از خاك) 1389(بهارلوئي و همكاران ). 22(كيتيناز باشد 
ه بايزوله اكتينوميست خاكزي  110اد چند منطقه در استان تعد

، فعاليت كيتينازي ايزوله 18ز بين آنها تعداد دست آوردند كه ا
اره سلولي از آنجايي كه ديو ).23(قوي از خود نشان دادند 

است كه در  8قارچي، حاوي فيبرهاي كيتيني و گلوكاني
اند، پروتئازها نقش قابل  از پروتئين قرار گرفته 9ماتريكسي

مطالعه در ). 24(كنند  توجهي را در تجزيه اين ديواره ايفا مي
هاي اكتينوميست فعال، تست  درصد ايزوله 70بيش از  ،ما

 ،هاي مختلفي ا بررسيدر همين راست .پروتئاز مثبت داشتند
هاي  خارج سلولي را در بيوكنترل قارچ يدخالت پروتئازها

اند  نشان داده Trichoderma harzianumزا توسط  بيماري
)25.(  

  
  گيري نتيجه

كه  دهد نشان مي اين پژوهش هاي يافته
ي بر عليه قارچ داراي اثرات ضد ،هاي خاكزي استرپتومايسس

ست تا ا رو لازم اين از. دناشب ميدرماتوفيت مورد بررسي 

                                                           
1 Streptomyces niveus 
2 Streptomyces hygroscopicus 
3 Streptomyces vinaceus 
4 Streptomyces griseus 
5 Spiral 
6 Rectinacuilaperti 
7 Rectiflexibles 
8 Glucan 
9 Matrix 

تحقيقات فراتري مانند شناسايي گونه، شناسايي تركيبات فعال 
روي ر شيميايي تركيبات مؤثر، آزمايش از نظر تعيين ساختا

  هاي باليني  آزمايشگاهي و انجام بررسي حساس حيوانات
In Vivo دستيابي به عوامل شيميايي مؤثر در  براي

پذيرد تا پس از انجام آزمايشات انجام  ،هاي فعال ايزوله
 هاي درماتوفيتي عفونتاز آنها در درمان بتوان  ،تكميلي

از ادامه اين تحقيق، در نهايت  هدف. مند شد مربوطه بهره
هاي فعال  قارچي از استرپتومايسس هاي ضد تهيه فرآورده

است تا به صورت موضعي و يا سيستميك همچون ساير 
در مجموع تحقيق . ستفاده شودا) ها آزول(داروهاي رايج 

هاي اوليه در جهت اهداف فوق بوده و اميد  گام ،شده انجام
ز مدت اين مطالعه هاي آتي در پيشبرد اهداف درا يافته ،است

  . نمايند نقش مؤثري ايفا
  

  تقدير و تشكر
نامه دانشجويي  تحقيق حاضر بخشي از كار پايان

لوم پزشكي باشد كه توسط دانشگاه ع كارشناسي ارشد مي
  .كرمان حمايت گرديده است
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Abstract                   Original Article 
 
 

In Vitro Investigation of Antifungal Activities of 
Actinomycetes against Microsporum gypseum  

 
Naser Keikha1, Seyyed Amin Ayatollahi Mousavi2, Gholam Hosein Shahidi Bonjar3  

 

Background and Aim: Human cutaneous infections are caused by a homogeneous group of kreatinophilic 
fungi, called Dermatophytes. Such infections are accounted as a principle public health, at present. 
Microsporum gypseum a cause of baldness in Iran. Cases occur sporadically due to Microsporum gypseum in 
puppies and soil and is transmitted to humans. Since these pathogenic dermatophytes are eukaryotae, their 
chemical treatment with antifungal drugs may also affect host tissue cells. Thus, the present study aimed at 
determining antifungal effects of terrigenous actinomycetes agents on these pathogens. 

Materials and Methods: In this experimental study, 100 terrigenous actinomycetes isolates derived from 
soil of Kerman city were studied in order to assess their antifungal effect on microsporum gypseum.The 
fungi were obtained from Persian Type Culture Collection (PTCC) in the Iranian Research Organization for 
Science and Technology (IROST). Electron microscope studies and the physiological properties of these 
antagonists; such as, lipase activity, amylase, protease, and chitinase active isolates were performed 
according to the relevant protocols.  

Results: The present study showed that actinomycete isolates containing Ks10, Kn10, and 115 had the most 
antagonistic in vitro effect on Microsporum gypseum. Electron Microscope images revealed various forms of 
spores, mycelia, and spore chain morphology. 

Conclusion: The findings of the present research show that terrigenous actinomycetes have an antifungal 
effect upon Microsporum gypseum. So, one hopes that-in future-rather than administering antifungal 
chemicals that have side-effects, dermatophytic infections can be cured by applying these actinomycetes. 
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