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  مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
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   در كشتH46A سوش Cارزيابي پتانسيل توليد استرپتوكيناز از استرپتوكوك گروه 

  بسته و بررسي دوز كشنده هگزيل ريزور سينول 

  1*محمد باباشمسي، 2سيدمحمدحسين رضويان، 1ژاد مقدم رضا نمحمد

  

    هاد دانشگاهي ابن سينا زيستي جعلوم عضو هيأت علمي پژوهشكده نانوتكنولوژي زيستي پژوهشگاه فناوري هاي نوين  - 1

  استاديار گروه بيوشيمي دانشگاه آزاد واحد قم  - 2

   عضو پژوهشكده آنتي بادي منوكلونال پژوهشگاه فناوري هاي نوين علوم زيستي جها دانشگاهي ابن سينا - 3

  
  

  23/2/88: ، پذيرش30/11/87:  ، اصلاح25/10/87 :دريافت

  

  خلاصه

، درمـان لختـه هـاي ايجـاد شـده در            سكته قلبي  بسياري از بيماريها از جمله         عنوان فعال كننده ميكروبي پلاسمينوژن پلاسمائي در درمان        استرپتوكيناز به  :سابقه و هدف  

 Batch(شت بـسته  توليـد اسـترپتوكيناز در ك ـ  اين مطالعـه بـه منظـور    لذا . اربرد داردكالتهاب هاي مقاوم به آنتي بيوتيك و ، پروستات مجاري مصنوعي هنگام دياليز كليه

Culture ( انجام شدسازي باكتري  ميزان دوز كشنده هگزيل ريزورسينول جهت غيرفعال، همچنين و بررسي فاكتورهاي موثر بر توليد آن.  

رشـد صـعودي و ميـزان توليـد         ميزان رشـد بـاكتري، مرحلـه        . ستفاده شد پربازده از نظر توليد استرپتوكيناز ا      H46Aدر اين مطالعه از سوش استرپتوكوكي      :مواد و روشها  

 ارزيـابي   S2251سنجي بـا سوبـستراي         نانومتر و رنگ   600در طول موج     ساعت،   4در فواصل زماني    سنجي    به روش كدورت  % 10و  % 1در دو وضعيت تلقيح     استرپتوكيناز  

  .رزيابي قرار گرفتبا طراحي يك فرمانتور، فاكتورهاي موثر بر رشد باكتري و توليد استرپتوكيناز مورد اهمچنين . شد

 به بعد سرعت رشد باكتريها كاهش يافته و بـه مرحلـه سـكون وارد شـد و ايـن           م سلولها به صورت تصاعدي رشد كردند و از ساعت چهار          ، ساعت اول كشت   4در   :يافته ها 

 محـيط كـشت ميـزان توليـد     pHگلوكز بهمراه كنترل همزمـان  در شروع كشت و افزودن %) 10(با استفاده از مقدار مايع تلقيح مناسب   . وضعيت تا ساعت هشتم ادامه يافت     

  .  ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر بدست آمد2 ضمناً غلظت كشنده موثر ماده هگزيل ريزورسينول بر اين باكتري. يافت برابر ميزان شرايط عادي افزايش 3استرپتوكيناز تا 

بنابراين ايجاد شرايطي . رود  و دما، همزمان با توليد آن مقداري نيز از بين ميpHالاي استرپتوكيناز  به تغييرات بدليل حساسيت بنتايج مطالعه نشان داد كه  :نتيجه گيري

 را در مدت زمان كوتاهتري وارد مرحله رشد صعودي كند و سرعت رشد اين مرحله را افزايش دهد در افزايش برآيند توليد استرپتوكيناز H46Aكه سوش استرپتوكوكي 

 .باشد ميموثر 

  

  .، كشت بسته، هگزيل ريزورسينولH46Aاسترپتوكيناز، استرپتوكوك  :واژه هاي كليدي  

  

                                                           
  :مسئول مقاله *

  e-mail: babashamsi@avicenna.ac.ir                                                            دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، پژوهشكده اين سينا تهران،: آدرس

  مقدمه 

 مي باشد   ترين عوامل ترمبوليتيك باليني     استرپتوكيناز يكي از شناخته شده    

در درمان سكته  و  شده   توليد   C و خصوصاً    A  ،Gتوسط استرپتوكوكهاي گروه    كه  

د كـه اسـترپتوكيناز     ن ـمطالعات نشان مي ده   ). 1(ر مي گيرد    قلبي مورد استفاده قرا   

  و فعال) uPA(امتياز كمتري نسبت به ساير داروهاي ترمبولايتيك مثل يوروكيناز    

البتـه از اسـترپتوكيناز عـلاوه بـر         ). 1-5(نـدارد    )tPA( كننده پلاسمينوژن بافتي    

  د شـده در  جهت درمان لختـه هـاي ايجـا    ) AMI(درمان انفاركتوس ميوكارد حاد     

  

 ،هاي مقـاوم بـه آنتـي بيوتيـك          مجاري مصنوعي هنگام دياليز كليه، درمان التهاب      

  زخمهـا نيـز اسـتفاده      شستـشوي   پروستات، درمان آنژين صدري شديد و ناپايدار و         

روشـهاي نـسبتاً    با استفاده از    توليد مقادير زياد    بدليل امكان   استرپتوكيناز  . مي شود 

بودن قيمت تمام شده     تر  ، ساده بودن تخليص، ارزان    كوتاه در يك كشت باكتريايي    

  ، طولاني تر بودن نيمـه عمـر نـسبت بـه           )1(آن نسبت به داروههاي فيزيولوژيك      

t-PA) 30-15    و قابل دسترس بودن آن براي اقـشار مختلـف          )  دقيقه 3 دقيقه به



 

  1388 آبان -هرم / 4شماره / ، دوره يازدهم بابل مجله دانشگاه علوم پزشكي                                                                                                                                     14  

  و همكارانرضا نژاد مقدم حمدم؛  سوشCارزيابي پتانسيل توليد استرپتوكيناز استرپتوكوك گروه 

 

در ليست داروهاي ضروري سازمان جهاني بهداشـت        بطور قابل توجه اي     هنوز هم   

)WHO(ــرار دا ــكي از    ). 6(د ر ق ــتفاده در پزش ــورد اس ــاري م ــترپتوكيناز تج اس

بواسـطه اهميـت تجـاري آن       . شـود    ترشح و توليـد مـي      Cهاي گروه     استرپتوكوك

تنها  و باشد  دسترسي به اطلاعات مربوط به تخمير صنعتي استرپتوكيناز مشكل مي         

  ). 7-10(باشد  منابع اندكي در اين ارتباط موجود مي

ــاكتري   ايــنهــدف از  اســترپتوكوكوس مطالعــه بررســي شــرايط رشــد ب

 جهت توليد بهبنـه اسـترپتوكيناز خـارج سـلولي     equisimillis H46Aسوش

، همچنـين  )Batch Culture(صرفه با استفاده از روش كشت بسته ه ب  مقرون

ماده هگزيل ريزور )  Bactericidal Effect(اثر و ميزان دوز كشندگي تعيين 

  .مي باشدمذكور سينول بر باكتري 

  

  

  مواد و روشها

بـار    براي اولـين  اين مطالعه   در   :تهيه، تكثير و نگهداري سوش باكتريايي     

پـر بـازده از نظـر توليـد      ( equisimilis H46Aدر ايران سوش استرپتوكوك

ايـن سـوش در     . تهيـه شـد   به روش زير    در غالب يك ويال ليوفليزه      ) استرپتوكيناز

 گرم پپتـون بافـت      20 گرم عصاره قلب،     500 حاوي   در محيط مايع  استريل  شرايط  

 گرم  5/2 گرم فسفات دي سديم و       4/0 گرم كلريد سديم،     2 گرم گلوكز،    2حيواني،  

 گـرم كلريـد     5 گرم پپتـون سـويا،       5 گرم كازئين پانكراتين،     5/14كربنات سديم و    

بـراي  ( ميلي ليتر خـون گوسـفندي اسـتريل          5 گرم فاكتورهاي رشد و      5/1سديم،  

 ساعت انكوباسـيون در     24در حجم كلي يك ليتر كشت و پس از          ) ده هموليز مشاه

محيط بالا به انضمام    (دار    هاي حاوي محيط جامد شيب      به لوله درجه سانتيگراد    37

g/Li14 هاي يكـسان و   پاساژ داده شد و پس از انكوباسيون و مشاهده كلني         )  آگار

و داخل كرايو ويالهاي يك      درصد گليسرول    40عدم آلودگي، در محيط مايع حاوي       

در هـر دور آزمـايش      . ذخيره شد درجه سانتيگراد    -70ليتري توزيع و در دماي      ميلي

شـده و مـورد       ويالها از فريزر خارج و به تدريج به دماي اتاق رسـانده              يكي از كرايو  

  . گرفت استفاده قرار 

 ـ  :S2251با اسـتفاده از      اندازه گيري ميزان فعاليت استرپتوكيناز     ن اي

بـا انـدكي تغييـرات بمنظـور        ) 11( و همكارانش    Kulisekتست بر اساس روش     

 ميكروليتـر از كـشت   10ميـزان   . قابل اجرا شدن در ميكروپليت الايـزا انجـام شـد          

)  ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر       2/0(وليتر از پلاسمينوژن    ر ميك 30باكتريايي را  با   

جهـت تـشكيل   جـه سـانتيگراد   در 37  دقيقـه در دمـاي  15مخلوط كرده به مدت    

 ميكروليتـر   60كمپلكس استرپتوكيناز پلاسمينوژن انكوبه شد سپس بـه آن مقـدار            

ــزاي   ــستراي رنگ  S2251) D-Vel-Leu-Lys-P-Nitroanilideسوب

dihydro chloride) (5اضافه شـد و بـراي   )  ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر

وبـه شـد وجـود اسـترپتوكيناز و         انكدرجـه سـانتيگراد      37 دقيقه ديگر در دماي      10

 P-nitroتوليــد  تــشكيل كمــپلكس بــا پلاســمينوژن بــا هيــدروليز سوبــسترا و

anilide   ميكروليتـر اسـيد     10جهت توقف واكنش به مخلوط نهـايي        .   تأييد شد 

اضافه شد و شدت رنگ ايجاد شـده در طـول مـوج         ) Stoping(  نرمال 4استيك  

  . قرائت گرديدريدر توسط دستگاه الايزانانومتر  405

يك كلني از كـشت      :equisimillis استرپتوكوكوس تعيين مراحل رشد  

محيط مايع  ميلي ليتر    5هاي ذخيره شده در كرايوويال را به          جامد حاصل از باكتري   

 1 درجـه سـانتيگراد       37 پـس از انكوباسـيون شـبانه در دمـاي            ،جديد تلقيح كرده  

 ميلـي    500مـايع جديـد درون ارلـن        محـيط   ميلي ليتـر     100ليتر از آن را به        ميلي

 rpmو عمـل شـيكينگ بـا دور         درجه سـانتيگراد     37 در دماي    شد و  تلقيح   يليتر

 ساعت ميزان كدورت كشت در طول موج         4 انكوبه گرديد و در فواصل زماني        250

 براساس نمـودار رشـد بـاكتري اسـترپتوكوكوس سـوش            .محاسبه شد نانومتر   600

Equisimillis H46A ساعته فاصله زماني براي دو برابر شدن 24 در كشت 

-60=60استفاده از فرمول   با(Generation Time, GT)سلولهاي باكتري 

120 GT= → )2/0=OD( t – )4/0OD=( t GT=        محاسبه شد و در آزمايش هـاي

  . بعدي فواصل نمونه گيري بر همين اساس برنامه ريزي شد

 500در دو ارلـن      :)inoculum(تعيين ميزان مناسب مايع تلقيح اوليـه      

ليتر محيط كـشت دو مقـدار متفـاوت از كـشت شـبانه                 ميلي 100ليتري واجد     ميلي

تلقـيح شـد و در   ميلـي ليتـر    10و ديگري   ميلي ليتر    1مقدار  ه  استرپتوكوك يكي ب  

 انكوبـه شـد و در       rpm 250و عمل شـيكينگ بـا دور        درجه سانتيگراد    37دماي  

محاسـبه  نـانومتر   600رت كشت در طول مـوج       ساعت ميزان كدو   1فواصل زماني   

% 10و % 1وسيله تغييرات الگوي رشد بـاكتري در دو وضـعيت تلقـيح         بدين. گرديد

   .بررسي شد

براي اينكـه بتـوانيم بطـور        : بر ميزان توليد استرپتوكيناز    pHتاثير

همزمان چند عامل موثر بر رشد باكتري و توليد استرپتوكيناز را مورد بررسـي قـرار                

اين دسـتگاه شـامل يـك بـالون دو          ). 1 شكل(اي طراحي شد      يم فرمنتور ساده  ده

دارد، مـي   هيدروكـسيدسديم   ليتري كه سه شير ورودي براي ورود گلـوكز، گـاز و             

 متـر و    pHهمچنين دو محفظه براي ورود محور دستگاه همزن و الكتـرود            باشد،  

ت شـامل   شونده هـاي محـيط كـش        اضافه. يك شير خروجي براي آن طراحي شد      

هاي پريستالتيك جداگانه      هر كدام توسط پمپ    ، نرمال 5هيدروكسيدسديم  گلوكز و   

از كشت شبانه باكتريايي    ميلي ليتر    10در اين آزمايش    . شدند  به فرمنتور اضافه مي   

 37 ساعت شيك در دمـاي       4-5پس از    محيط جديد تلقيح و   ميلي ليتر    100را  به    

 6/0 نـانومتر بـه      600در طـول مـوج      شت  وقتي ميزان كدورت ك ـ   درجه سانتيگراد   

طي %). 10تلقيح  ( ليتر محيط جديد موجود در فرمنتور تلقيح كرديم          1 آنرا به    .رسيد

 از نقطـه  pH محيط همواره كنترل شد و به محض كاهش      pHزمان انكوباسيون   

 محيط همچنان ثابـت     pHبه محيط افزوده گرديد تا      هيدروكسيدسديم  ، مقداري   7

  . باقي بماند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

فرمنتور طراحي شده براي انجام آزمايشات بهينه سازي . 1شكل 

  توليد استرپتوكيناز
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Evaluation of Streptokinase Production…; M.R. Nejadmoghaddam , et al  

 

 
streptococcus equisimilis در كشت 24 ساعته نمودار1: نمودار رشد باكتري 
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 بـر ميـزان محـصول       pHتاثير افـزودن گلـوكز و تنظـيم همزمـان           

ميلـي ليتـر     100از كشت شـبانه باكتريـايي را  بـه           ميلي ليتر    10 :استرپتوكيناز

درجــه  37دمــاي  ســاعت شــيك در 4-5پــس از  محـيط جديــد تلقــيح كــرديم و 

 رسـيد آنـرا   6/0 نانومتر به 600وقتي ميزان كدورت كشت در طول موج       سانتيگراد  

از  و پـس     %)10تلقـيح   (  ليتر محيط جديد موجـود در فرمنتـور تلقـيح كـرديم            1به  

 محيط نيز تنـزل     pHشود و     ساعت چهارم كشت كه سرعت رشد باكتري كند مي        

 pHحـيط اضـافه شـد و همزمـان      ز بـه م   كگلـو % 40 قطره قطره محلول     ،يابد  مي

  .  تنظيم شد7 نرمال در نقطه 5هيدروكسيدسديم با استفاده از محلول نيز محيط 

هـاي مهـم در       يكي از فرآيند   :تعيين بهترين غلظت اثر ماده باكتري كش      

سازي ميكروب مورد اسـتفاده در انتهـاي عمـل تخميـر              تخمير ميكروبي، غيرفعال  

مثـل  (دسـتي تخميـر       هـاي پـايين     ت فرآينـد  محلول تخميري جه ـ  طوريكه   ب ،است

بـار از      براي اين منظور در تحقيق حاضر بـراي اولـين         . قابل استفاده باشد  ) تخليص

  اســترپتوكوكوسريزورســينول جهــت از بــين بــردن كــش هگزيــل مــاده بــاكتري

equisimilis  ميلـي ليتـر از نمونـه        5كار بطـور جداگانـه        براي اين .  استفاده شد 

 لوله استريل اضافه كرديم و به هر        5را به   ) در انتهاي تخمير  (ر  كشت باكتري مذكو  

ــه مقــادير متفــاوت       100ميكروليتــر از محلــول   10 و 25 و 50 و 75و 100لول

  سـپس مقـدار   . هگزيـل ريزورسـينول اضـافه شـد       ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر        

طرز تهيه آن    (هاي حاوي محيط جامد     ها را در پليت      ميكروليتر نمونه از اين لوله     10

درجـه   37كشت داده، بمدت يك شب در دمـاي         )  توضيح داده شد   2-1در قسمت   

 در يكـي از     equisimilis  اسـترپتوكوكوس  بـاكتري . انكوبـه كـرديم   سانتيگراد  

عـدم  كـه   ريزورسينول كلني توليد نكرد       هاي تهيه شده از ماده سمي هگزيل        غلظت

حـداقل  ،  هاي كشت اشـاره شـده       در يكي از نمونه   ) وضعيت عدم رشد  (ايجاد كلني   

ــين  ) Bacteriocidal( غلظــت كــشندگي ــل ريزورســينول در از ب ــاده هگزي   م

توليـد   رشد باكتري رشد صعودي ميـزان     و  ميزان   .در نظر گرفته شد   بردن باكتري   

 سـاعت ارزيـابي     4در فواصل زمـاني     % 10و  % 1استرپتوكيناز در دو وضعيت تلقيح      

  . شد

  

  

  ها يافته

فـاز  (انـد      سلولها به صورت تصاعدي رشد يافته      ،اول كشت در چهار ساعت    

و  از ساعت چهارم به بعد سرعت رشد باكتري كاهش يافتـه و بـه                ) رشد لگاريتمي 

 اين وضعيت تا ساعت     ،)فاز شروع سكون  ( مرحله سكون شد  وارد  اصطلاح باكتري   

اد ايـي شـدند كـه تعـد         باكتريهـا وارد مرحلـه    ساعت  ، بعد از اين     شتهشتم ادامه دا  

مرحلـه  ( هايي هستند كه در حال مرگنـد        هاي زنده تقريباً برابر با تعداد سلول        سلول

  .  )1نمودار  ()سكون

با استفاده از اين نمودار و استفاده از فرمول ذكر شـده در قـسمت مـواد و                   

 دقيقه بدست   60 زمان دو برابر شدن سلولهاي باكتري        ،GTروشها براي محاسبه    

) اپتـيمم (نقطـه اوج    نـانومتر    600در طول مـوج    =6/0OD  1مطابق نمودار    .آمد

در نتيجه همـواره ايـن زمـان از         . رشد را نشان مي دهد    ) لگاريتمي(مرحله صعودي   

رشد باكتري مناسبترين زمان جهت تلقيح محيط كشت بـه محـيط كـشت جديـد                

براي شروع عمليـات    ) inoculum( بطوريكه مي توان مايع تلقيح       ،باشد  ديگر مي 

 از رشد رساند و سپس به محـيط جديـد تلقـيح             ODبعدي را ابتدا به اين    كشتهاي  

نـشان  %  10و  %  1مقايسه نمودار رشد باكتري در دو وضعيت شـروع تلقـيح             .كرد

ها به مرحله رشد      كه افزايش ميزان مايع تلقيح اوليه باعث ورود سريعتر باكتري         داد  

% 1بت بـه تلقـيح   نـس ) Lag phase( صعودي و كوتاهتر شدن فاز تأخيري رشد

ميزان رشد حداكثر باكتري در انتهاي مرحلـه رشـد          % 1در وضعيت تلقيح    . شود  مي

 نـانومتر   600صعودي بر حسب محاسبه توربيديتي محـيط كـشت در طـول مـوج               

  . افزايش يافته است7/0تا مقدار %  10 و در وضعيت تلقيح 3/0حدود 

ط كـشت طـي فـاز        محـي  pHشرايط كنترل    ميزان توليد استرپتوكيناز در   

 و شتاي دا  افزايش قابل توجهpHلگاريتمي رشد در مقايسه با شرايط عدم تنظيم     

حداكثر ميزان استرپتوكيناز توليـدي در شـرايط        . يافت  افزايش    U/L2650000تا  

باشد و از مقدار آن تـا سـاعت دهـم              مربوط به ساعت ششم كشت مي      pHتنظيم  

 pHه محيط كـشت و تنظـيم همزمـان          افزودن گلوكز ب  . شود  كشت نيزكاسته نمي  

 شد، حداكثر ميـزان     U/L6000000موجب افزايش بازده توليد استرپتوكيناز تا        نيز

باشد ولي با ادامه كشت از ميزان         اين افزايش نيز مربوط به ساعت ششم كشت مي        

  ). 1جدول (شود  آن كاسته مي

 طول  مقايسه ميزان تراكم سلولي كه بر اساس توربيديتي محيط كشت در          

  افـزايش اسـترپتوكيناز در وضـعيت      داد   نـانومنر محاسـبه گرديـد نـشان          600موج  

 با افزايش تراكم سـلولي نيـز همـراه          pHل افزودن گلوكز و تنظيم همزمان        آ ايده

از مـاده    ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر         2 هاي كمتر از      غلظتهمچنين  . باشد  مي

 equisimilisاسترپتوكوكوسسمي هگزيل ريزورسينول اثر كشندگي بر باكتري        

از مـاده سـمي هگزيـل        ميلي گرم به ازاي هر ميلي ليتر         2نداشت بنابراين غلظت    

 بعنوان كمترين غلظـت مـورد نيـاز بـراي غيرفعـال كـردن بـاكتري                 ،ريزورسينول

  .گرديدگزارش  equisimilisاسترپتوكوكوس 
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   در سه U/L نانومتر و همچنين ميزان فعاليت استرپتوكيناز بر حسب 600در طول موج ) كدورت(مقايسه تغييرات تراكم سلولي . 1 جدول

  .pH وحالت افزودن گلوكز و تنظيم همزمان 7در نقطه   pHمايع تلقيح و تنظيم % 10، %1شرايط 

  

 t0 t2 t4 t6 t8 t10 زمان

 67/0 6/0 4/0 2/0 1/0  0,03  % 1 تلقيح تراكم سلولي هنگام مايع

 7/0 68/0 65/0 6/0 3/0 1/0 %10تراكم سلولي هنگام مايع تلقيح 

 pH 1/0 4/0 64/0 56/0 54/0 54/0و  تنظيم % 10تراكم سلولي هنگام مايع تلقيح 

 925/0 925/0 925/0 89/0 56/0 1/0  و گلوكزpHتنظيم % 10تراكم سلولي هنگام مايع تلقيح 

 1900000 2250000 1100000 370000 300000 874  %10مايع تلقيح  هنگام *يزان استرپتوكينازم

 1900000 2100000 2400000 2250000 750000 300000 %10مايع تلقيح ميزان استرپتوكيناز هنگام 

 pH 300000 1050000 2250000 2650000 2650000 2650000ميزان استرپتوكيناز هنگام مايع تلقيح و تنظيم 

 4500000 5600000 6000000 5600000 2250000 300000  و گلوكزpH، تنظيم inoculum 10%ميزان استرپتوكيناز هنگام 

  

  

  بحث و نتيجه گيري

در چهار سـاعت اول كـشت،       نشان داد كه     مقدماتي    نتايج حاصل از كشت   

آل    ايـده   ولي به مرور با كـاهش شـرايط         ها  به صورت تصاعدي رشد يافته        باكتري

مطالعـات ميكروبيولـوژي    . مـي شـود    ، از ميزان رشد آنهـا كاسـته         pHفضا، غذا و    

هـاي مـورد اسـتفاده در         صنعتي مقدار مناسب مايع اوليه تلقيح براي كشت باكتري        

دهد مقـدار مـايع       مطالعه ما نشان مي   ). 10 (ند درصد گزارش كرد   1/0-3صنعت را   

. شـود  ترپتوكيناز در انتهـاي كـشت مـي    موجب افزايش برآيند توليد اس ـ    % 10تلقيح  

بطوريكه افـزايش   . دليل اين امر به كاهش زمان فاز تأخير رشد ارتباط دارد          احتمالا  

دهـد و   ها را به فاز صعودي رشـد كـاهش مـي            مايع تلقيح اوليه، زمان ورود باكتري     

دهـد كـاهش      ها را در مرحله فاز لگاريتمي افزايش مي         تكثير باكتري  سرعت رشد و  

توانـد در     ، مـي  )كـاهش فـاز تـأخير رشـد       ( دستيابي به رشد حـداكثر بـاكتري         زمان

. ودجلوگيري از تخريب استرپتوكيناز در طول مـدت كـشت بـسيار مـوثر واقـع ش ـ                

گـزارش مطالعـات    ). 1(استرپتوكيناز متابوليتي ناپايدار و بسيار حساس به دما است          

 و  5/6 و   7هـاي    pHرفته   بر توليد استرپتوكيناز انجام گ     pHقبلي كه با هدف اثر      

، )8و9( انـد    بهينه جهت افزايش برآيند توليد استرپتوكيناز گزارش كرده        pHرا   3/6

 بـراي افـزايش برآينـد توليـد     pH بهتـرين نقطـه   7 برابـر بـا    pHدر اين مطالعه    

شود بـاكتري از محتويـات         باعث مي  pHتنظيم  احتمالا  . دشاسترپتوكيناز گزارش   

تري استفاده كند كـه نتيجـه آن افـزايش برآينـد توليـد                محيط كشت به نحو بهينه    

  . شده استU/L000/650/2استرپتوكيناز تا ميزان 

برآيند همزمان افزودن گلوكز بـه      همچنين نشان داد كه     اين مطالعه   نتايج  

  افزايش استحصال استرپتوكيناز تـا ميـزان         ،pHعنوان منبع انرژي در كنار تنظيم       

U/L6000000    برابـر بيـشتر از گزارشـات قبلـي          3ست كه حـدود      را باعث شده ا   

  

  

از نكات جالب در اين تحقيق طراحي و ساخت يك دستگاه فرمـانتور             ). 9(باشد    مي

هـاي مكـرر      اين دستگاه سهم بسزائي در دقت نتايج بدسـت آمـده در كـشت             . بود

بعلت قيمت تمام شده نسبتاً مناسب استرپتوكيناز نسبت به ديگـر داروهـاي             . داشت

هنـوز  ) 1 (انرينوليتيك و قابل دسترس بودن آن براي قشرهاي مختلـف بيمـار         فيب

قـرار  ) WHO(هم اين دارو در ليست داروهاي ضروري سازمان جهاني بهداشـت   

بواسطه اهميت تجاري استرپتوكيناز دسترسـي بـه اطلاعـات مربـوط بـه            ). 6(دارد  

كاهش لعه حاكي از    نتايج اين مطا  ). 7(باشد    تخمير صنعتي استرپتوكيناز مشكل مي    

زمان فاز تأخيري رشد بـاكتري و افـزايش سـرعت رشـد در فـاز صـعودي كـشت                    

 بوده و به هر ميـزان كـه در          pHاسترپتوكيناز پروتئيني حساس به دما و       . باشد مي

 اسيدي يا بازي قـرار گيـرد بـه همـان ميـزان دچـار تخريـب و زوال                    pHشرايط  

شد به منزله كاهش زمـان دسـتيابي        كاهش زمان مربوط به فاز تأخيري ر      . شود  مي

سازي شرايطي همچون مايع تلقـيح اوليـه،          باشد، بنابراين بهينه    به رشد حداكثر مي   

 و يا اضافه كردن گلوكز كه بتواند باعث كاهش زمان مربـوط بـه فـاز                 pHتنظيم  

تأخيري يا كاهش سرعت تخريب استرپتوكيناز توليدي در طول مدت كـشت شـود       

تري   ري از حداقل محتويات درون محيط كشت به نحو بهينه         باكتكه  شود    سبب مي 

  . نتيجه آن افزايش برآيند توليد استرپتوكيناز خواهد بودواستفاده كند 

  

  

  تقدير و تشكر 

هـاي معنـوي و مـالي رياسـت محتـرم پژوهـشگاه               وسيله از حمايـت     بدين

آخونـدي  آقاي دكتر   و  سينا     ابن -هاي نوين علوم پزشكي جهاد دانشگاهي       آوري  فن

  .گردد تشكر و قدرداني مي
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Streptokinase (SK) is a microbial plasminogen-activator that is used in the 

treatments, especially at Acute ischemic stroke, declotting of dialysis shunts and inflammatory antibiotic-resistant 

prostatitis. The aim of this study was production of streptokinase in batch culture system and evaluation of some 

effective factors on SK production. Moreover, the effect of Hexyl Resorcinol as a bactericidal material on 

Streptococcus equisimillis H46A is determined. 

METHODS: We used Streptococcus equisimillis strain H46A. The log phase of bacterial growth and streptokinase 

production for two inoculation conditions, 1% and 10% were determined at an interval of 4 hours by turbidity test at 

600nm and colorimetric assay using S2251 chromogenic substrate, respectively. Moreover, effective factors on 

bacterial growth and streptokinase yield were evaluated by using a manual fermentor designed in our laboratory. 

FINDINGS: Bacterial cells proliferated logarithmically in the first four hours and after that, the rate of proliferation 

decreased. It means bacterial cells are being entered to the stationary phase, this condition extended to the 8th hour. 

Streptokinase production increases up to 3-fold with use of 10% inoculum, adding glucose and adjusting pH 

simultaneously. In addition, Hexyl Resorcinol bactericide effective dose is reported to be 2 mg/ml. 

CONCLUSION: Because of high sensitivity of streptokinase to pH and temperature change, some produced 

streptokinase is degraded at the same time. Therefore, conditions that decrease lag phase period and increase the 

growth rate of logarithmic phase, results in higher SK yield. 
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