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 ها مجله دنیای میکروب
 7531( تابستان 53سال یازدهم شماره دوم )پیاپی 

 715-731صفحات 

 اثرات ضدبیوفیلمی و ضد باکتریایی سویه های تولید کننده باکتریوسین
 باسیلوس سوبتلیس و اشریشیا کلی  
 2*، شکیبا درویش علیپور آستانه7محمدرضا سرجوقیان  

استادیار، گروه زیست فناوری میکروبی، 2 ،کارشناس ارشد، گروه زیست فناوری میکروبی، دانشکده بیوتکنولوژی، پردیس علوم و فناوری نوین، دانشگاه سمنان1
  دانشکده بیوتکنولوژی، پردیس علوم و فناوری نوین، دانشگاه سمنان.

 چکیده

، سبب شده است که ترکیبات پپتیددی تولیدد شدده  بیوتیک ی مقاوم به آنتی ها همراه گسترش باکتری  شیوع عفونت، به  سابقه و هدف:

هدای دارای توانایدی  ها( مورد توجه قرار گیرند. این مطالعه با هدف مقایسه اثر ضد میکروبی در باکتری ها )باکتریوسین توسط باکتری

 تولید باکتریوسین انجام شد.

های جدا شده از خاک نواحی مختلد  سدمنان )کلکدسیون میکروبدی داندشگاه سدمنان  فعالیت بازدارندگی باکتری  ها: مواد و روش 

(DDBCC  ،های بیوشیمیایی و مولکولی  های منتخب با آزمون در آگار بررسی گردید. سویه انتشار  به روش های شاخص  علیه باکتری

های منتخب با کمک غلظت اشباعی سدولفات آمونیدوم، اثدرات تخریدب بیدوفیله در هدر  شناسایی شدند. پس از تغلیظ باکتریوسین

 مطالعه و سپس به روش کروماتوگرافی لایه نازک تخلیص و فعالیت ضد میکروبی آنها بررسی شد.  باکتریوسین

و  اشریشیا کلدیدرصدی به  59دارای شباهت DDBCC51 و  DDBCC38های منتخب  نشان داد که سویهنتایج تعیین توالی   ها: یافته 

رشدد DDBCC38 و  DDBCC51های تغلیظ شدده   باکتریوسینبود.  باسیلوس سوبتلیسدرصدی به  59شباهت  DDBCC46سویه 

و  سدودوموناس ائروجینوسداه و بیدوفیله سداعت مهدار کدرد 92را پس از  کلبسیلا نمونیه، باسیلوس آنتراسیس، باسیلوس سرئوس

در  DDBCC46در مقابل باکتریوسدین سدویه  درصد تخریب کرد. 04، 1599درصد و  04 ، 12را به ترتیب  استافیلوکوکوس اورئوس

تخلیدص باکتریوسدین  تاثیری بر تخریب بیوفیله نشان ندداد.موثر بود. اما   ائروجینوساسودوموناس و  کلبسیلا نمونیهساعت علیه  22

DDBCC38  وDDBCC51 مدتر افااید   میلی 2  کلبسیلا نمونیده، با استفاده از کروماتوگرافی لایه نازک، قطر هاله عدم رشد را علیه

 متر کاه  داد. میلی 0قطر هاله را  DDBCC46داد. اما باکتریوسین 

با توجه به ویژگی های ضد بیوفیلمی و آنتاگونیسمی جدایه های مورد بررسی، انجام مطالعات تکمیلی به منظدور بهینده گیری:  نتیجه

 پیشنهاد می گردد. سازی شرایط تولید و شناسایی مولکولی  نوع باکتریوسین تولیدی

 .نمونیهکلبسیلا ، ائروجینوساسودوموناس  استافیلوکوکوس اورئوس،کروماتوگرافی لایه نازک،  باکتریوسین،واژگان کلیدی: 

 59آذر ماه پذیرش برای چاپ:   59مهر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مدکداتدبده: سدمدندان، دانشدگداه سدمدندان، دانشدکدده بدیدوتدکدندولدوژی.

 darvishalipour@semnan.ac.irپست الکترونیک:  42331933152تلفن:    

 م دمه     

شناسایی مواد ضد میکروبدی جدیدد، بدا توجده بده تندوع                                                         

های مقاوم به                های منتقله از  ری  غذا و گسترش باکتری                                       بیماری      

آنتی بیوتیک، در صنای  غذایی، پاشدکی، دامپاشدکی ضدروری                                                    

هدای       های میکروبدی  ید  وسدیعی از عملکرد                                 است. متابولیت             

های ضد باکتری، ویدروس و قدار  را                                  زیستی، هم ون فعالیت                   

شوند. بندابراین شناسدایی و جددا کدردن آنهدا دارای                                                شامل می       

های بدا دامنده اثدر گدسترده،                              بیوتیک        (. آنتی       1اهمیت می باشد )               

هدا، اندواع             مواد دفعی حاصل از متابولیدسه میکروبدی، لیاوزیه                                            

ها، بده          های پروت یدنی و باکتریوسدین                           متعددی از اگاوتوکدسین                    

 (.    2عنوان ترکیبات فعا  زیستی قلمداد می شوند )                                         
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ها در هدر دو زمینده                     در بین ترکیبات ضد میکروبی، باکتریوسین                                     

ها، پپتیدهایدی                 علمی و تجاری مورد توجه هستند. باکتریوسدین                                        

بسیار متنوع با سمیت کمتر و خاصیت آبدوسدتی یدا آبگریدای                                                     

غشا  سلولی را هدف قرار می دهند. مکانیسه عملکرد آن ها بر                                                         

روی سلو  باکتریایی بسیار متفاوت است. برخی از آنها بیوسنتا                                                           

کنند. اما بیشتر                   ها را مهار می               آنایه         پلیمرهای زیستی و یا فعالیت                          

 را        هدای غدشایی، پتاندسیل اندرژی سدلو                                آنها بدا ایجداد کانا                    

 (.      3کنند )        مختل می       

توانند  ی  فعالیت گسترده یا محدودی داشته                                            ها می       باکتریوسین          

  ید  فعالیدت گدسترده بده دلیدل                             های بدا          باشند. باکتریوسدین                 

 قابلیددت تجدداری شدددن گایندده بهددتری بددرای جایگاینددی                                            

هدای       ها هستند. از  رفی به دلیدل مقاومدت باکتری                                         آنتی بیوتیک           

 هایی        ، باکتریوسدین              فلور بددن بده  ید  وسدی  آندتی بیوتیدک                                

 (.  9و     0با  ی  محدود مورد نیاز هستند )                              

( و همکاران توانستند پپتید ضدد                               Chopraچوپرا )         2410در سا         

   3   سدویه      باسدیلوس سونورندسیس                   میکروبی جدیدی را از                     

( در یک محیدط دریدایی غربدا                            3                       )   

کنند که در خانواده هتروسیکلوآنتراسدین قدرار دارد. آنهدا ایدن                                                          

باکتریوسین را سنورسین نامیدند. این ترکیب علیه  ی  وسیعی                                                         

 (.  9از باکتری هایی گرم م بت و گرم منفی فعالیت داشت )                                                

نشان دادندد کده                 2410و همکاران در سا                     ( ullivan سالیوان )         

تکنیک متاژنومی از جمله روش هایی است کده مدی تواندد در                                                    

بررسی پتانسیل باکتریوسیژنیک میکروارگانیسه ها بده کدار رود.                                                          

این محققین مشخص کردند که هومولو  ژن هدای کدد کنندده                                                  

باکتریوسین در یک محیدط، بدسیار متندوع اسدت. بندابراین بدا                                                     

شناسایی این کلاسترها در یک محیط می تدوان  رفیدت تولیدد                                                    

 (.      2باکتریوسین را پیشگویی کرد )                           

تولید باکتریوسین                    2419( و همکاران در سا                      un in جانین  )        

گاارش کردند کده                  باسیلوس آمیلوفیکوس                  را از             Cجدید      

( و     a hur (. مداتور )           از یک نمونه مداهی جددا شدده بدود )                              

زیر مجموعه ای از خانواده باکتریوسین                                       2419همکاران در سا                 

 (.  5را مورد مطالعه قرار دادند که ساکتی بیوتیک نامیده شد )                                                     

در شدما  ایدران                 2412( و همکاران در سدا                     assan حسن )     

   2 1مطالعه ای بدر روی ژن هدای کدد کنندده باکتریوسدین در                                                

(. نتدایج آنهدا               14سویه های انتروکوک بیمارستانی انجام دادندد )                                          

درصد سویه های غربا  شده، باکتریوسیژنیک                                          2493نشان داد که             

هستند و اک ر سویه هدا تواندایی تولیدد چنددین باکتریوسدین را                                                        

دارند. به این دلیل فعالیت ضد باکتریایی بیشتری علیه بسیاری از                                                              

،    باکتری ها نشان دادند. این باکتریوسین هدا شدامل اینترسدین                                                       

 (.  14بود )        B  5  و اینترلیاین                  اینترلیاین          

ها، بدون تاثیر منفی بر روی مواد غدذایی بده عندوان                                                  باکتریوسین           

( نیا کاربرد داشدته و یدا در بخد                                 12و     11نگهدارنده غذایی )                 

بالینی و دامپاشکی به صورت یک ترکیب ضد میکروبی بده کدار                                                      

(.  اما از میان هدااران پپتیدد ضدد میکروبدی                                         10و     13روند )        می  

میکروبی  بیعی تعداد بسیار کمی از                                    ها پپتید ضد             سنتای و میلیون              

 (.    19اند )       کاربرد و استفاده بالینی یافته                                 آنها    

هدای معمدو  در  ید                     ها بدا آندتی بیوتیک                   تفاوت باکتریوسین                

کشندگی محدود آن، است. باکتریوسین به وسیله ریبوزوم سدنتا                                                        

ها قددرت زیداد                های بارز دیگدر باکتریوسدین                          شود. از ویژگی               می  

بیوتیدک          مهارکنندگی )در حد پیکومو ( است که آنها را بدر آنتی                                                 

 (.    10ارجحیت می دهد )               

ها در اندسان و سدمیت                      اثرات نامطلوب نسل جدید آنتی بیوتیک                                  

هدای جدایگاین مدورد بررسدی                          بالای آنها سبب شده کده روش                        

هدا و سدایر             ها در مقایسه بدا آندتی بیوتیک                             گیرد. باکتریوسین                  قرار    

های خوبدی            های درمانی قابلیت                   ترکیبات ضد میکروبی در استفاده                             

دارند. نسبت به هدف اخت اصی تر عمل می کنند و در بیعدت                                                     

 توان یافت.            های مختل  تولید کننده باکتریوسین را می                                        گونه    

با هدف مقایدسه اثدر ضدد میکروبدی در از این رو، این مطالعه                       

   های تولید کننده باکتریوسین انجام شد. باکتری

 مواد و رو  ها             

بدرای      های تولیدد کنندده باکتریوسدین:                               گری سدویه          غربدا      ال (      

در ایدن پدژوه ،               های تولید کنندده باکتریوسدین                              شناسایی سویه            

های خاک شهر و حومه سمنان،                             از نمونه            های غربا  شده                   باکتری      

( نگهدداری           DDBCCکه در کلکسیون میکروبی دانشگاه سمنان )                                     

سدودوموناس           شوند، برای سنج  فعالیت ضد میکروبی علیه                                          می  
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 اسدددتافیلوکوکوس اورئدددوس                       (،               ) ئروجینوسدددا           
،   (            ) ، اسددددترپتوکوکوس پددددایوژنا                        (          ) 

(        ) ، اشریشیا کلی               (            ) استرپتوکوکوس فیکالیس                      

 ، پروت ددوس ولگاریددس                   (            ) باسددیلوس سددوبتلیس                 ،   

 کلبدسیلا نمونیده               و     ( .sp           ) ، سالمونلا           (            )   

 قرار گرفتند.              و مقایسه          ( مورد بررسی                           ) 

هدا و صدفات بیوشدیمیایی،                         ویژگی     ب( شناسدایی بیوشدیمیایی:                        

هایی که دارای فعالیت ضد میکروبی بیشتر اسدت، مطابد                                                     سویه    

هدای       (، بررسی شدند. ایدن آزمون                        19دستورالعمل کتاب برگی )                      

بیوشیمیایی شامل اکدسیداز، کاتدالاز، تجایده سدیترات، تجایده                                                      

 و تولید اندو  می شدند.                              نشاسته، حرکت،             

های       شناسایی مولکولی هر یک از سدویه                              ( شناسایی مولکولی:                     

و به کمک آغازگرهای عمومی                                                                                                                      16          منتخب با تک یر ژن                   

     5  -          C    C C  -3  و      

  14     5 -C     CC      C  -3      نجددام گرفددت           ا 

میکرولیتر شدامل                  29ای پلی مراز در حجه                      زنجیره        (. واکن           12)   

   d   s     ،19میلی مدولار از                492،    1 بافر       میکرولیتر از              299

 میکرولیتر از هدر یدک از پرایمرهدا                                    Cl   ،299       میلی مولار از            

  1پلدی مدراز و               D       aواحد آندایه              1میلی مولار(،               492)   

در دسدتگاه              C الگو انجدام شدد. واکند                            Dنانوگرم از          

در    (     ، کره جنوبی                enso ues ) a c cler مد    ترموسایکلر )            

  C  50 ،    39      دقیقه در دمای               0شرایط دمایی واسرشت شدن اولیه                              

ثانیه،  اتد ا                  C  50   ،34  در دمای             چرخه شامل واسرشت شدن                    

  C 22  ثانیه،   ویل شدن در دمای                            94به مدت           C   9  در دمای       

به مددت          C 22  ثانیه و  ویل شدن نهایی در دمای                                  09به مدت        

ژ  آگداروز           بدر روی           C دقیقه انجام گرفت.  مح ولات                             9

یک درصد الکتروفورز شدند و در نهایت برای تعیین توالی بده                                                        

 ارسا  گردیدند.                کره جنوبی           شرکت بیونیر             

بدرای ایدن منظدور                    ت ثیر زمان بر میاان تولیدد باکتریوسدین:                                     د(    

های تولیدکننددده باکتریوسددین در محیددط بددرین هددارت                                               سددویه    

گذاری         گرمخانه         C 34 ( کشت و در            ، آلمان       اینفیوژن برا  )مرک                  

روز       9ساعت تا           22،    0های انکوباسیون                    شدند. سپس در زمان                 

  14به مددت          444        لیتر از مای  روماند کشت در                              میلی      14

 میکرون فیلتر                4909دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس روماند با صافی                                         

 و به منظدور کندتر  مجدددا  کدشت داده شدد. در نهایدت اثدر                                                   

آگار مورد             در      ضد میکروبی مای  رویی هر سویه با روش انتشار                                            

ارزیابی قرار گرفت تا زمان بهینه برای تولید باکتریوسدین بدرای                                                            

 (.   1هر سویه مشخص گردد )                   

لیتر روغن مای ، سط  آب با                             میلی      2با    ( آزمون بیوسورفکتانت:                       ه 

میکرولیدتر از                144لایه نازک از روغن پوشانده شدد. در ادامده                                       

مای  رویی صاف شده مربو  به هر سویه در سط  آب پوشیده                                                     

(. در این آزمون از نمونده آب بده                                15شده از روغن قرارگرفت )                      

 عنوان کنتر  م بت استفاده شد.                            

و( تغلیظ باکتریوسین با روش غلظت اشباعی آمونیوم سدولفات:                                                        
های منتخب تولید کننده در محیط برین هدارت                                           هر یک از سویه             

گذاری شددند.               اینفیوژن برا  کشت و در شرایط بهینه گرمخانه                                          

دقیقده         24بده مددت          rpm     444ها در شدرایط               در ادامه، کشت             

 روماند کشت پس از عبدور از کاغدذ                                 سانتریفیوژ شدند. محلو                         

درصد آمونیدوم سدولفات                     24و   94های       میکرون در غلظت                4909

(. پس از اتمدام                24) تغلیظ گردید               C 0  در دمای         )مرک، آلمان(              

  rpm      444دقیقه با دور              34مدت زمان لازم، هر نمونه به مدت                               

حدل     p     2سانتریفیوژ شد و رسوب حاصله در بافر تدریس بدا                                            

 کیلودالتددون              3گردیددد. بددرای حددذف نمددک از کیددسه دیددالیا                                    

 استفاده شد.           

هدای       ز( ت ثیر باکتریوسین بر تخدریدب بدیدوفدیدلده بداکدتدری                                           
تداثدیدر       استافیلوکوکوس ارئوس و سودوموناس ائروجیدندوسدا:                                             

باکتریوسین بر میاان تخریب بیوفیله به روش میکروتیتر مطالعده                                                           

سداعدت        2میکرولیتر از کشدت                    14شد. در این روش، ابتدا                       

سدودومدونداس           و   استافیدلدوکدوکدوس اورئدوس                      های       باکتری      
  1حاوی          Bمیکرولیتر محیط کشت مای                            204به      ائروجینوسا          

 روز در دمدای             2درصد گلوکا اضافه شد و سپس به مددت                                  

 C     32         گذاری گردید. پس از سدپدری شددن دوره                                    گرمخانه

انکوباسیون محتویات داخل چاهک خار  و پس از چدندد بدار                                                   

مدیدکدرولدیدتدر             294میلی مدولار(،               14شستشو با بافر تریس )                    

منتخب به صورت جداگانده                           باکتریوسین تغلیظ شده از هر سویه                               

  C    34 سداعدت در دمدای                3به هر چاهک اضافه شدد و                       
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گذاری گردید. در ادامه ماده ضد میکدروبدی از داخدل                                                 گرمخانه       

چاهک خار  و با بافر تریس چندین بار شستدشدو داده شدد.                                                   

  2میکرولیتر رن  کریستدا  ویدولده                               294سپس به هر چاهک                

دقیقه اضافه شد.  پس از شدسدتدشدوی هدر                                    9درصد به مدت             

  294دقیقه با اضدافده کدردن                       34چاهک با بافر تریس، پس از                          

گلاسیا ، با کمک دستگاه قرائت کندندده                                     اسید          استیک       میکرولیتر           

نانومتدر           052الایاا  میاان جذب نوری هر چاهک در  و  مو                                           

گیری شد. نمونه کنتر  م بت، چاهک بدون باکتریدوسدیدن                                                   اندازه      

درصد تخریب بیوفیله با استفاده از رابطه زیر محاسبده                                                     باشد.         می  

 (.    21شد )    
 

 Control OD492×100/(Control OD492-Treated OD492) =  درصد مهار         

 

 ( ارزیابی فعالیت باکتریوسین بده روش حدداقدل غدلدظدت                                                

 خدانده،         59در یدک مدیدکدروپدلدیدت                 :     بازدارنده         -مهارکننده         

استریل اضافه شد. سپدس بدا                             Bمیکرولیتر محیط کشت                      194

میکرولیتر نمونه باکتریوسین تغلیظ شده به اولدیدن                                                 194افاودن        

از باکتریوسین تغلیظ شده در هدر                                 192های       چاهک، سری رقت             

میکرولیتر از باکتدری شداخدص                            9چاهک تهیه گردید. در ادامه                           

 بدا کددورتدی مدعداد  ندیده مدک فدارلدندد                               کلبسیلا نمونیه               

   (C   ml 
ها تلقی  شد. در هر ردی  یدک                              ( به چاهک         199    14 

چاهک به عنوان کنتر  م بت )محیط کشت حاوی باکتریوسدیدن                                                    

تغلیظ شده( و یک چاهک به عنوان کنتر  منفی )محیط کشدت                                                    

حاوی باکتری شاخص( است. پس از ثبت میاان کدورت اولدیده                                                    

ها در         نانومتر، پلیت               924 توسط قرائت کننده الایاا  در  و  مو                                   

گذاری شدند. حداقدل                     ساعت گرمخانه              12به مدت          C  34     دمای    

غلظت مهارکننده و بازدارنده از رابطه زیر محاسبه گدردیدد. در                                                          

شماره آخرین چاهکی است که با بالاتدریدن رقدت                                           nاین رابطه           

 (.  22سبب مهار باکتری شاخص شده است )                              
 

  1    3   n   ml    
 

 (:     )   با کروماتوگدرافدی لایده ندازک                                باکتریوسین            تخلیص        (    

با کمک لوله موئین از باکتریوسین تغلیظ شدده سدویده هدای                                                    

)مرک، آلمان( بارگذاری و کاغذ در                                   C  منتخب بر روی کاغذ                   

(   04:14:24 رف حاوی حلا  بوتانو ، استیک اسید و آب )                                       

قرار گرفت. پس از رسیدن حلا  به انتهای کداغدذ آن را از                                                    

    کاغذ، با لامد                   محلو  خار  کرده و پس از خشک شدن                               

گذاری شد. هم نین با استفاده از مدحدلدو                                         ها علامت         محل لکه       

(     ها  اهر گردید. موقعیت هر لکه )میداان                                       ناین هیدرین لکه               

. در ادامه هر یدک از                     (   20و     23) محاسبه و با هه مقایسه گردید                             

  244های مورد نظر از روی کاغذ تراشیده و با حل کردن در                                                  لکه   

، میداان فدعدالدیدت                 p   2میلی مولار             14میکرولیتر بافر تریس                     

باکتریوسایدی آن ها علیه باکتری شاخص به روش انتشار مدورد                                                        

 ارزیابی قرار گرفت.                  

 ی( بررسی وزن مولکولدی باکتریوسدین بدا روش الکدتروفورز                                                 
وزن مولکولی باکتریوسین تخلیص شده، با                                        تعیین         :     -   

درصدد انجدام              D -        19 کمک الکتروفورز بر روی ژ                           

میکرولیتر باکتریوسین                        144 آمید        درصد آکریل            19در ژ        گرفت.       

مخلو  گردید. پدس                    5میکرولیتر سمپل بافر                       24تغلیظ شده با              

دقیقه بده داخدل                 9از حرارت دادن آن در دمای جوش به مدت                                     

  29بر روی ژ  انتقا  داده شد. الکدتروفورز بدا جریدان                                                 چاهک      

    5  آمپر انجام گرفت. در نهایت ژ  با رن  کوماسی بلو                                                  میلی    

 (.  29رن  آمیای شد )              

 ها    یافته     

هدای       بدا انجدام آزمون              ال ( ت ثیر زمان بر تولیدد باکتریوسدین:                                      

   DDBCC51و    DDBCC38 ،DDBCC46گری، سه سویه                غربا      

های       به عندوان سدویه هدای منتخدب شناسدایی شددند. سدویه                                          

DDBCC51      وDDBCC38      ساعت و در مدورد سدویه                        0در

DDBCC46   ،22                                          ساعت پس از رشد بهترین تاثیر ضد میکروبی

(. در مدورد            1را علیه سویه هدای شداخص دارا بدود )جددو                                       

اخت اصی بودن و تاثیر ضد میکروبدی هدر باکتریوسدین سدویه                                                    

DDBCC46        سدودوموناس ائروجینوسدا                    و     کلبسیلا نمونیه             علیه   ،

 باسدیلوس سدرئوس                 علیه      DDBCC51  DDBCC38های       سویه    
( بدا قطدر                      )     باسدیلوس آنتراسدیس                ( و              ) 

 میلی متر تاثیر ضد باکتریایی نشان داد.                                       13متوسط هاله برابر                  

  ب( شناسایی بیوشدیمیایی و مولکولدی سدویه هدای منتخدب                                              
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،   DDBCC46در شناسایی مورفولوژی مشخص گردید که سویه                                         

یک باکتری میله ای، گرم م بت، کاتالاز م بت، اکسیداز منفدی و                                                          

میلدده ای، گددرم منفددی،                      DDBCC51 و    DDBCC38های     سددویه    

اکسیداز منفی هستند. نتایج تعیین توالی در شناسدایی مولکولدی                                                          

ندشان داد             CB هه ردیفی در پایگاه                    ، با کمک                 ژن    

  59دارای شددباهت                DDBCC51 و   DDBCC38کدده سددویه         

دارای         DDBCC46و سدویه          اشریدشیاکلی            درصدی به بداکتری               

 است.        باسیلوس سوبتلیس               درصدی به            59شباهت       

نتایج مطالعده ندشان داد کده                               ( آزمون بررسی بیوسورفکتانت:                            

ماده ضد میکروبی تولید شده توسط هر یک از این سده سدویه،                                                      

بیوسورفکتانت نیستند. زیرا در سط  آب پوشیده شده از روغن                                                        

و در سط  روغن شناور بوده و قابلیت حل شدن در چربدی را                                                     

 نداشتند.          

   و   94تغلیظ باکتریوسدین در دو غلظدت                                 : د( تغلیظ باکتریوسین                   

درصد به روش آمونیوم سولفات انجام گرفت. نتدایج ندشان                                                     24

  DDBCC38درصد باکتریوسین سدویه                        24داد که غلظت اشباع                   

علیه بداکتری شداخص                    DDBCC51درصد سویه             94و  غلظت         

مدتر دارد.             میلی      19قطر هاله عدم رشددی برابدر                           کلبسیلا نمونیه             

متر افاای  قطر نسبت به مدای  رویدی دارای                                          میلی      3بنابراین  با              

در      DDBCC46باکتریوسین            در حالی که              عملکردی بهتری بود.                  

درصد سدولفات آمونیدوم علیده بداکتری                                   24و   94هر دو غلظت            

فعالیدت باکتریوسدایدی ندشان داد. در                                  نمونیه            کلبسیلا      شاخص      

 درصددد، عملکددرد ضددد باکتریددایی آن بددا قطددر                                       24غلظددت      

درصدد        94میلی متر تقریبا  مشابه مای  روماند و در غلظدت                                                15

متر کمدتر از مدای  روماندد بده                              میلی      19میاان فعالیت آن با قطر                        

 (.    1دست آمد )شکل              

نتایج بررسی فعالیت باکتریوسدین                               :            ه( نتایج  بررسی                 

بده روش          DDBCC38و      DDBCC51  ،DDBCC46های     سویه    

ندشان داد            حداقل غلظت مهار کننده و حداقل غلظت بازدارندده                                            

   DDBCC51 و  DDBCC46 هدای        که فعالیت بازدارندگی سویه                         

اما     بود.        u ml    999       و   u ml    93 به ترتیب            کلبسیلا نمونیه             علیه      

 علیدده        DDBCC38باکتریوسددین تولیددد شددده توسددط سددویه                                

 فعالیت مهار کنندگی رشد داشت.                                  کلبسیلا نمونیه             

بر روی تخریب بیدوفیله:                         منتخب     های       و( ت ثیر باکتریوسین سویه                        

بیدوفیله حاصدل از                   DDBCC38باکتریوسین تغلیظ شده سویه                           

و     سدددودوموناس ائروجینوسدددا                    هدددای       باکتری          روزه       2 رشدددد     

درصدد و سدویه               04  و   12را به ترتیب               استافیلوکوکوس اورئوس                    

DDBCC51            در      درصدد تخریدب کدرد.                 04و     1599به ترتیدب

تداثیری بدر             DDBCC46مقابل باکتریوسین تولید شده از سویه                                    

 تخریب بیوفیله نداشت.                    

مای  روماند کشت و                   :         -   ز( بررسی وزن مولکولی با                           

های منتخب بر روی ژ  آکریدل                             باکتریوسین تغلیظ شده از سویه                            

وزن       0و     1(. در چاهک شماره                  2  بررسی شد )شکل                 19آمید      

  29    ، در محددوده           DDBCC46  مولکولی مای  رویی کشت سویه                            

. کلبدسیلا نمونیدهبررسی نمونه های تغلیظ شده علیه باکتری شاخص :  1شکل 

 DDBCC38. ( سویه DDBCC46 ،3( سویه DDBCC51  ،2( سویه1

 باسیلوس آنتراسیس باسیلوس سوبتلیس باسیلوس سرئوس سودوموناس آئروجنوسا کلبسیلاپنومونیه زمان )ساعت( شماره سویه

DDBCC46 22  mm29  mm1    - - - 

DDBCC51 0  - - mm 12 - 14 mm 

DDBCC38 22 - -  mm 12 - 14 mm 

DDBCC46 0  - - - - - 

DDBCC51 22 - - mm 14 - - 

DDBCC 38 0  - - mm 12 14 mm 12 mm 

 ساعت. 22و   0 های نتایج بررسی زمان تولید باکتریوسین به روش انتشار در آگار در زمان: 1  جدو 
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کیلو دالتون دارای چندین باند بود. اما در محدوده وزندی                                                        24تا    

کیلو دالتون غلظت بیشتری از باند پروت یدنی مدشاهده شدد.                                                       34

، وزن مولکولدی               2در چاهک شدماره                 DDBCC51باکتریوسین            

کیلو دالتدون داشدت. در صدورتی کده باکتریوسدین                                            34حدود      

DDBCC38               34( وزن مولکولی آن بید  از                         11)چاهک شماره  

 کیلو دالتون بود.                  

های تغلیظ شده با کرومداتوگرافی لایده                                      ( تخلیص باکتریوسین                   
 DDBCC51های     تغلیددظ شددده سددویه                باکتریوسددین          نددازک:       

DDBCC38   وDDBCC46                                به روش کروماتوگرافی لایده ندازک

از    مشاهده شدده              لکه       3برای        مورد بررسی قرار گرفت. میاان                             

  492و     493،   499به ترتیب برابر                  DDBCC38باکتریوسین سویه                 

سدانتی متدر               492و     499به ترتیب             DDBCC46سانتی متر، سویه               

   493و     499برابددر         DDBCC51و بددرای باکتریوسددین سددویه                        

سانتی متر بود. با توجه به اینکه هر نمونده باکتریوسدین تقریبدا                                                              

بدود. بررسدی فعالیدت                     C  دارای چندین لکه بر روی کاغدذ                             

  3ها با روش انتشار در آگار در شکل                                   ضدمیکروبی هریک از لکه                     

،    DBCC38های تغلیدظ شدده               نشان داده شده است. باکتریوسین                             

DDBCC51                              کلبسیلا نمونیده             برخلاف مای  روماند کشت، رشد  

تغلیظ شدده             DDBCC38باکتریوسین                  ( 3را محدود کرد )شکل                   

،   19قطر هاله عدم رشد برابر بدا                             C  درصد بر روی کاغذ                    24

  این باکتریوسدین                  94میلی متر را به وجود آورد. تغلیظ                                   5و     14

کلبدسیلا        لکه بود که تنها یک لکه آن علیه بداکتری                                         3نیا دارای           

    میلدی مدتر ایجداد کدرد. هدر دو لکده                               10قطر هاله برابر                نمونیه      

 ، اثددر       C  بددر روی کاغددذ               DDBCC46باکتریوسددین سددویه                 

نشان        کلبسیلا نمونیه             میلی متر علیه                 19ضدمیکروبی با قطر هاله                       

دارای         DDBCC51  سدویه        94دادند. باکتریوسین تغلیظ شدده                             

 میلی متر بود.                 12و     19قطر هاله برابر با                   

های        ( مقایسه فعالیت باکتریوسین تغلیظ شده هر یک از سویه                                                   

تخلیددص       و سددولفات آمددونیه:                       مددورد مطالعدده بدده روش                    

بددا کمددک          24و     94باکتریوسددین تغلیددظ شددده در غلظددت                              

کروماتوگرافی لایه نازک نشان داد که باکتریوسدین تولیدد شدده                                                        

پدس از تخلیدص قطدر                   DDBCC51 و     DDBCC38های       سویه    

مدتر افااید               میلدی        2    کلبدسیلا نمونیده             هاله عدم رشد آن علیه                      

پددس از         DDBCC46یابددد. باکتریوسددین حاصددل از سددویه                                 می  

متر قطر هالده                میلی      0تخلیص با کمک کروماتوگرافی لایه نازک                                    

 (.  1کاه  داد )نمودار                    کلبسیلا نمونیه             را علیه         
 

 بح    

آنتی بیوتیدک و عددم تواندایی در                                های مقاوم به                افاای  پاتوژن             

    ، دلایلی هستند که باکتریوسدین                            های جدید            ساخت آنتی بیوتیک                

بیوتیک مطر  مدی کندد.                       را به عنوان یک جایگاین مناسب آنتی                                 

     - D .بده کمدک منتخدب های وزن مولکولدی سدویهتعیین :  2شکل 

   94در غلظدت اشدباع   DDBCC46( باکتریوسدین تغلیدظ شدده1چاهک 

 ،  94در غلظت اشدباع  DDBCC51( باکتریوسین 2سولفات آمونیوم، چاهک 

 ، چاهک 24در غلظت اشباع   DDBCC46( باکتریوسین تغلیظ شده0چاهک 

  DDBCC38 ( باکتریوسین تغلیظ شدده2، چاهک DDBCC51( مای  رویی 9

 DDBCC51( باکتریوسدین تغلیدظ شدده   ، چاهدک 94در غلظت اشدباع 

در غلظدت  DDBCC38( باکتریوسین تغلیدظ شدده 5 ، چاهک 24درغلظت 

( بده ترتیدب 12و  11( مارکر پروت ینی، چاهک های 14 ،  چاهک 24اشباع 

  DDBCC46. و DDBCC38مای  رویی کشت 

بده روش انتدشار از  C  های  بررسی باکتریوسین خالص شده از لکه :3شکل 

: باکتریوسدین سدویه 1. الد ( کلبدسیلا نمونیدهدیسک علیه باکتری شداخص 

DDBCC51 ،2باکتریوسین سویه :DDBCC46  )سدویه  : 1، بDDBCC51 ،2 :

باکتریوسدین  DDBCC46 ،0( باکتریوسدین سدویه DDBCC51 ،3باکتریوسین 

 است.   DDBCC38لکه مربو  به باکتریوسین  3،  ( هر DDBCC46سویه 
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های       در ایددن پدددژوه  فعالیدددت ضدددد میکروبدددی جدایدده                                        

،   از باندک میکروبدی داندشگاه سدمنان                               باکتریوسدین               تولیدکنندده           

روی گستره محدودی از باکتری های بیماریاای گرم م بددت و                                                      

باسیلوس سوبتلیس، باسیلوس آنتراسیس، باسدیلوس                                            گرم منفی            

های گرم منفدی از                   سرئوس، استافیلوکوکوس اورئوس و باکتری                                    
کلی، کلبسیلا نمونیده و                        قبیل سودوموناس ائروجینوسا، اشریشیا                                    

آگدار مدورد بررسدی                   به روش انتشار در                    سالمونلا تیفی موریوم                   

 قرار گرفت.          

های       منتخب ندشان داد کده سدویه                       های     سویه      شناسایی مولکولی               

DDBCC38   و DDBCC51       درصدددی بدده بدداکتری                   59شددباهت

درصددی بده            59شدباهت         DDBCC46و سدویه        اشریشیا کلی             

دارد. در برخدی از خ وصدیت بیولدوژی،                                  باسیلوس سوبتلیس                 

هه متفاوت هدستند.                    از   DDBCC51 و    DDBCC38باکتریوسین          

 های یکسانی باشند.                     بنابراین نمی توانند جدایه                         

که در بین باکتری های شاخص گدرم                                 نتایج این مطالعه نشان داد                         

کلبسیلا        های منتخب، علیه                   منفی، باکتریوسین تولید شده از سویه                                  

فعالیت ضدد میکروبدی دارد.                           سودوموناس ائروجینوسا                    و     نمونیه      

بنابراین این پژوه ، با گاارش مربدو  بده عددددم فعالیدددت                                                      

هدا در برابدر بداکتری هدای گددرم                                   ضددد میکروبددی باکتریوسین                         

 (.  22و     29منفدی، مشابهت ندارد )                     

های مختلفددی بددر روی اثدددر مهددداری برخدددی از                                          بررسددی     

ها بر روی باکتری های گرم منفی انجام گرفته است.                                                  باکتریوسین          

  میکدسا      پانی باسدیلوس پلدی                از این میان می توان به باکتریوسین                                   

 کمپیلوبددداکتر ژژوندددی                   کددده رشدددد            B3 5    سدددویه      

کده موجدب مهدار                B 5-1-1 ( و یا سدویه              2) را مهار می کند                

   3      سددودوموناس فلورسددنس                   و       1  اشریشیا کلدی               رشد   

 (، اشاره کرد.               25می شود )        

سویه        9 با بررسی            2440( و همکاران در سا                     manda اماندا )        

های       رصد سدویه        د     99 9با روش انتشار از دیسک نشان دادند که                                     

های شداخص )بیدشتر                   غربا  شده، حداقل علیه یکدی از سدویه                                 

لیدستریا         و     باسدیلوس سدرئوس             های گرم م بت شدامل                     باکتری        

 (.    34اثر مهاری دارند )                   ( مونوسایتوژنا            

ندشان دادندد کده                 2412( و همکداران در سدا                     helar شلار )     

  -   سدویه        باسدیلوس آتروفیدوس                باکتریوسین جدا شدده از                       

های گدرم م بدت و                  توانایی مهار رشد باکتری                         (              )   

 باسدیلوس مگداتریوم                      باسدیلوس سدرئوس،              گرم منفی از جملده                  
 فورمیددددددس       باسددددددیلوس لیکددددددنی             ،   (              ) 

   سدالمونلا تیفدی موریدوم                   ،   اشریدشیا کلدی           ،   (                 )   

 را      (         ) آسدددپرژیلوس ندددایجر                 و   (                   ) 

 (.    31) دارد      

در مطالعه حاضر، نتایج تولید ترکیب ضد میکروبی در محددوده                                                        

روز نددشان داد کدده بیددشترین تولیددد                                 9سدداعت تددا           12زمددانی       

و      DDBCC38، سداعت       0در      DDBCC46باکتریوسین سویه                 

DDBCC51    22                             .گادبدن         ساعت، پس از کدشت بداکتری اسدت 

   ( had ane )                          بیدشترین تولیدد                 2413و همکاران  نیا در سدا

را    (               )  1   سدویه        باسیلوس کلوسی             باکتریوسین از               

 های منتخب با روش آمونیوم سولفات. تغلیظ باکتریوسین با کمک کروماتوگرافی لایه نازک در مقایسه با باکتریوسین تغلیظ شده سویه : 1نمودار 
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ساعت پدس از انکوباسدیون بده همدراه                                  22درجه،         34در دمای         

 (.     1تکانه گاارش کردند )                   

و   (      apnali  توسدط سدواپنیل                2412ای کده در سدا                 مطالعه      

انجام گرفت، دمای                      -  باسیلوس آتروفیوس                همکاران بر روی                

درجه سلیسیوس بدون تکانده گداارش                                 04تولید باکتریوسین را                     

(. تغلیظ باکتریوسین در این پژوه ، با کمک آمونیوم                                                  31نمود )      

باکتریوسددین تغلیددظ شددده سددویه                           سددولفات انجددام گرفددت.                    

DDBCC38                 رصد و سدویه            د     24در غلظت اشباعDDBCC51  

متر افاای  قطر نسبت بده ماید                                میلی      3درصد با           94در غلظت         

  بود.        کلبسیلا نمونیه             روماند دارای عملکردی بهتری علیه باکتری                                        

  24و     94در هدر دو غلظدت                 DDBCC46سدویه        در حالی که          

دارای         کلبدسیلا نمونیده             درصد سولفات آمونیوم علیده بداکتری                                 

درصدد، عملکدرد                24اما در غلظدت                 فعالیت باکتریوسایدی بود.                        

میلی متر تقریبدا  مدشابه ماید                                15ضد باکتریایی آن با قطر برابر                              

بالا بار سطحی بیدشتری                         آمونیوم سولفات در غلظت                      روماند بود.             

را جذب می کند. در نتیجده کند  پروت ین9پدروت ین بیدشتر از                                                      

کن  پروت ین با حلا  مدی شدود. البتده در روش ترسدیب بدا                                                  

آمونیوم سولفات باید توجه داشت که در یک مولاریتده معیدن،                                                      

قدرت یونی املا  دو  رفیتی بیشتر از یک  رفیدتی اسدت. بده                                                     

 ور کلی هر چه غلظت نمک بیشتر شود قابلیت حدل پروت یدن                                                    

 گردد.         در محلو  به دلیل افاای  قدرت یونی، کمتر می                                          

( و همکدداران تغلیددظ                   in   an گیند  وان )            2419در سدا         

 لوکونوسدتوک کارنوسدوم                     )باکتریوسین جدا شدده از                          Bلکوسین      

تعلد         d  های کدلاس           ( که به دسته باکتریوسین                                  )   

 (.  32درصددد انجددام دادندد )                    04دارد را بدا آمونیدوم سددولفات                           

یدک      032توریدسین           2443( و همکاران در سا                     hern آهین )      

 باسدددیلوس تورنجیندددسیس                    باکتریوسدددین جددددا شدددده از                       

  4 را در غلظت اشباعی آمونیوم سدولفات                                    (                 )   

( و همکداران در                amoun (. کامون )          33درصد تخلیص کردند )                  

باسدیلوس         تولیدی توسدط               4 توانستند باکتریوسین                       2449سا      
 درصددد سددولفات آمونیددوم رسددوب                            94را در       تورنجینددسیس            

 (.    30دهند )      

یکی از مشکلات جدی در مراکا درمدانی، ایجداد مقاومدت در                                                   

ها به دلیدل تدشکیل بیدوفیله توسدط                                 برابر  یفی از آنتی بیوتیک                         

اسددتافیلوکوکوس               و     سددودوموناس ائروجینوسددا                    هددای       باکتری      

های تغلیدظ شدده                 است. در این پژوه ، باکتریوسدین                               اورئوس      

DDBCC51   ، DDBCC38 ،           سدددودوموناس           روز       2بیدددوفیله

سداعت        0را در مددت             استافیلوکوکوس اورئوس                    و     ائروجینوسا          

شدود       ساعت تشکیل می               20تخریب نمود. اگرچه بیوفیله پس از                                 

اما بافت سستی دارد.  در حالی که این بیوفیله مقاومت بیشتری                                                           

نسبت به عوامل محیطی داشته و تخریب این ساختار در بیوفیله                                                         

 بسیار حائا اهمیت است.                       

  2411( و همکاران در سا                      l- a h hur مطالعه المسکوری )                 

سدودومدونداس           بر روی تخریب بیوفیله تشکیل شده تدوسدط                                     
در سوند ادراری نشان داد که باکتریوسین خدالدص                                              ائروجینوسا          

  34، (                 )   لاکتوباسیلوس اسیددوفدیدلدوس                          شده از      

( و     Chopra. چدوپدرا )         (   39می کند )          درصد بیوفیله را تخریب                       

  ml     94  نشدان دادندد کده                 2419همکاران نیا در سدا                     

ساعت می تواند بدیدوفدیدلده                         0در مدت           3    سونورنسیس         

 (.    9را تخریب کند )              استافیلوکوکوس اورئوس                      حاصل از باکتری                

در این پژوه ، تخلیص باکتریوسدین تغلیدظ شدده بدا کمدک                                                 

کروماتوگرافی لایه نازک نشان داد که بدا تخلیدص باکتریوسدین                                                       

DDBCC38     وDDBCC51   ،2      متر قطر هالده رشدد علیده                         میلی

افدداای  داشددت. امددا در باکتریوسددین سددویه                                       کلبددسیلا نمونیدده             

DDBCC46                                            پس از تخلیص با کمک کروماتوگرافی لایه ندازک

متر قطر هاله عددم رشدد کداه  یافدت. بندابراین، بده                                                  میلی      0

ترکیبات ضد باکتریایی دیگری که به وسیله این بداکتری تولیدد                                                         

شود، مرتبط است. به  وری که وجود چندین لکه در کاغدذ                                                     می  

 کروماتوگرافی این مساله را تایید می کند.                                         

سدویه        0مدای  روماندد کدشت                   2412در سدا           ( up a گوپتا )       

کده خاصدیت ضدد میکروبدی داشدتند را بدا کمدک                                      باسیلوس         

(   Bis as(. بیواس )          39کروماتوگرافی لایه نازک تخلیص نمود )                                  

لاکتوباسدیلوس             لنتی بیوتیک تخلیص شده از                            2419نیا در سا             
را با این روش مجددا  تخلیص کرد. لنتی بیوتیک تخلیص شدده                                                       

 (.  20ای تاثیر بیشتری نشان داد )                            علیه پاتوژن های روده                    
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  یری        نتیجه     

بداسدیدلدوس         و     اشریشیا کدلدی           در این پژوه  باکتری های                           

از بین سویه های بانک میکروبی دانشگداه سدمدندان                                              سوبتلیس       

ها،       توانایی تولید باکتریوسین را داشتند. بیشترین تولید این سویه                                                          

  2سداعدت در            22و      0درجه سلیسیوس و زمان                       34    در دمای         

p                         کلبسیلا نموندیده، بداسدیدلدوس                        به صورت اخت اصی علیه

 نشان داده شد.               باسیلوس آنتراسیس                  و   سوبتلیس         

با آمونیوم سولفات                     باسیلوس سوبتلیس                 باکتریوسین تغلیظ شده                      

درصدد(         94)در غلظت            اشریشیاکلی          درصد( و               24)در غلظت          

 عملکرد بدهدتدری داشدت. هدمد دندیدن                             کلبسیلا نمونیه             علیه      

 باکتریوسین حاصل، قادر به تخدریدب بدیدوفدیدلده تشدکدیدل                                              

اسدتدافدیدلدوکدوکدوس               و     سودوموناس ائروجینوسا                    شده توسط          

 بود.        اورئوس      

با کدمدک          24و     94تخلیص باکتریوسین تغلیظ شده در غلظت                                    

کروماتوگرافی لایه نازک، موجب  افاای  قطر هاله عدم رشدد                                                      

بداسدیدلدوس         و کاه   قطر هاله عددم رشدد                          کلبسیلا نمونیه                 
با توجه به پتانسیل  ضد بیوفیلدمدی و ضدد گردید.        سوبتلیس         

میکروبی سویه های مورد بررسی، انجام مطالعات تکمیلدی بده 

منظور بهینه سازی شرایط تولید و شناسایی مدولدکدولدی ندوع 

 پیشنهاد می گردد. باکتریوسین تولیدی

 تشکر و قدردانی              

این مقاله مرتبط با  نتایج  حاصل از  ر  پدژوهشدی شدمداره                                                     

بود که توسط دانشگاه سمنان هاینه شده اسدت.                                            29995093092

 نویسندگان این مقاله از معاونت پژوهشی دانشدگداه سدمدندان                                                    

 کما  امتنان را دارند.                     
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Abstract 

   k       & O j          he prevalence o  in ec ion  alon   i h  he spread o  an i io ic-resis an  

 ac eria has caused  he an i ac erial pep ide   ac eriocins   o  e considered.  he purpose o   his s ud  

 as  o compare  he an i ac erial e  ec  o   ac eriocin-producin   ac eria.  

          &           he inhi i or  ac ivi   o   ac eria isola ed  rom di  eren  re ions o   

 emnan soil  Dash  Deser  ( emnan  niversi   Bac erial Cul ure Collec ion; DDBCC   as  

s udied a ains   he indica ors    a ar di  usion me hod. Candida e s rains  ere iden i ied     

 iochemical and molecular  es s. Concen ra in   he selec ed  ac eriocins    ammonium sul a e  

sa ura ion   he e  ec s o   io ilm des ruc ion  ere s udied.  hen  usin  a  hin la er chroma o raph   he 

selec ed  ac eriocins  ere puri ied and  heir an imicro ial ac ivi    as con irmed. 

          he 16s r    se uencin  resul s sho ed  8% similari   o  DDBCC38 and DDBCC51  

isola es  o         and  6% similari   o   he DDBCC46 isola e  o                  . Concen ra ed 

DDBCC51 and DDBCC38  ac eriocins inhi i ed  he  ro  h o  Bacillus cereus                      

and                      a  er 5  hours.                        and                        

 io ilms  ere des ruc ed    DDBCC51 and DDBCC38  ac eriocins 1 . % and 4 . %  and 1 .6% and 

4 %  respec ivel .  n con ras   concen ra ed DDBCC46  ac eriocin  as e  ec ive on              

and               in    hours  u  had no e  ec  on  io ilm des ruc ion.  he puri ica ion o  DDBCC38 

and DDBCC51  ac eriocins     hin la er chroma o raph  resul ed in   mm increasin  o  inhi i ion 

zone diame er a ains               .  o ever  puri ied DDBCC46  ac eriocin reduced i     4 mm.  

            Considerin   he an i- io ilm and an a onis ic proper ies o   he respec ive isola es   ur her 

s udies  or op imiza ion o   he produc ion condi ions and molecular iden i ica ion o   he produced  

 ac eriocin are proposed. 

   w      Bac eriocin   hin-la er chroma o raph                                       
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