
  

              و همکاران مائده پاسیار                     614

 
  620تا  614 ،9، شماره 74، دوره 1395 آذری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

  

  
هاي تولیدي سویه بومی آدنوکارسینوماي پستان با استفاده از متابولیت سلولی مهار انتخابی رشد رده

  در آزمایشگاه UW4سودوموناس 

  

  

  1مائده پاسیار

  *2لیلا روحی

  1زادهزهرا بم

  3سید حسین حجازي
  

 ه،یپا معلو دانشکده ،میکروبیولوژي گروه -1

 شهرکرد، کرد،شهر واحد ،یاسلام آزاد دانشگاه

  .رانیا

 دانشکده ،کوینیت-مرکز تحقیقات سلولی -2

 ،شهرکرد واحد ،یاسلام آزاد دانشگاه ه،یپا معلو

  .رانیا شهرکرد،

هاي پوستی و سالک، رکز تحقیقات بیماريم -3

شناسی، دانشکده پزشکی، گروه انگل و قارچ

  دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایران.
  

  

  

  

  
 رحمتیه، دانشگاه آزاد، شهرکردئول: نویسنده مس*

واحد شهرکرد، دانشکده علوم پایه، مرکز  ،اسلامی

  03833361000: لفنت        تکوینی-تحقیقات سلولی

E-mail: lrouhi59@gmail.com 

  

 نافتیــ و بــوده ســرطان درمــان بــراي مناســب هايروش از یکی سرطانی هايسلول که مهار رشد درآنجایی از :زمینه و هدف

 گــردد. امــروزه در خصــوصمی محســوبپژوهشــی  اولویــت مهارکننــده تکثیــر، ترکیبــات ویژهبه جدید ترکیبات ضدسرطان

 ایــن درین بنــابرا هایی وجــود دارد،باشند، گزارشهاي سرطان موثر میسودوموناس که علیه سلول هاي تولیدي جنسمتابولیت

  .دشجداسازي و اثرات ضدمیکروبی و ضدسرطانی آن بررسی  UW4 سودوموناسهاي تولیدي سویه بومی متابولیت مطالعه

اه آزاد اســلامی تکوینی دانشــگ-در مرکز تحقیقات سلولی 1394صورت تجربی در اردیبهشت مطالعه به :روش بررسی

 زعیلــه برخــی ا UW4 ســودوموناسســویه بــومی ي تولیدي هامتابولیتمیکروبی ضدواحد شهرکرد انجام شد. فعالیت 

هاي مختلــف با غلظت HU-02و  SKBR3هاي سرطانی، سلولبراي بررسی فعالیت ضد انجام شد. زاهاي بیماريباکتري

ســنجی ها بــا روش رنگسلول يساعت تیمار شدند. میزان بقا 72و  48، 24براي مدت زمان  mg/ml 20 و 15، 10، 5

MTS .مورد بررسی قرار گرفت  

اســتافیلوکوکوس میکروبی علیــه هــاي ضــد، قادر بــه تولیــد متابولیتUW4 سودوموناسکه  آمده نشان داددستهنتایج ب ها:یافته

پیــدا  کــاهش هاولسل زیستی توان زمان، و دوز به وابسته صورتغلظت به افزایش است. تیمار با متابولیت نشان داد با اورئوس

در  ).>01/0P( بــود هاســلول تیمــار از پــس اعتس 72 زمان در و mg/ml 20 غلظت به مربوط تأثیر که بیشترین طوريکرد. به

  ).=24/0P(هاي فیبروبلاست نرمال نداشت داري بر سلولاهاي مختلف تاثیر معنها در غلظتکه متابولیتحالی

هــا و درمــان فونتتواند براي از بین بردن عمی UW4سودوموناس تولید شده توسط  ترکیبات فعال زیستیگیري: نتیجه

  کار برده شود.به SK-BR3سرطان پستان 

  .توان زیستی، فعالیت ضد میکروبی ، متابولیت، سرطان پستان،UW4 سودوموناس :لیديک لماتک

 

  
 تشکیل سلول، شدن چروکیده همانند هاییویژگی آپوپتوز با

 شناخته DNAشدن کروموزومی  قطعهقطعه اجسام آپوپتوتیک و

 1دارد. بدن هومئوستازي حفظ و جنینی رشد در میمه نقش شود،می

 سرطانهمچون  هابیماري از بسیاري آپوپتوز، علت فرآیند در کاستی

 سرطانی هايسلول در القاي آپوپتوز رسدمی نظربه بنابراین 2است.

   هايتلاش اخیر هايسال در 3باشد. درمان سرطان براي مناسب روشی

  
 که طبیعی هايفرآورده از ویژهبه جدید، ترکیبات یافتن براي فراوانی

هاي سلول در آپوپتوز القاي طریق از را خود سرطانیخاصیت ضد

 از این برخی 4است. گرفته صورت کنند،می اعمال مختلف سرطانی

پلاتین و سیس (Etoposide) اتوپوزاید ،(Taxol)تاکسول  همانند مواد

(Cisplatin)، بالینی داراي کاربردهاي و آیندمی دستهب گیاهان از 

 دارند وجود نیز مختلفی سرطانضد ترکیبات این، بر افزون 5باشند.می

محصولات طبیعی، ترکیبات  7و6شوند.ها تولید میباکتري توسط که

شیمیایی و یا مواد تولیدشده توسط یک موجود زنده و یا پیدا شده در 

  مقدمه
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طبیعت هستند که فعالیت دارویی یا بیولوژیکی دارند. موجودات زنده 

هاي اولیه براي کنند. متابولیته و ثانویه میتولید چندین متابولیت اولی

هاي ثانویه که، متابولیتباشند درحالیعملکرد ارگانیسم ضروري می

سادگی کننده داشته و یا بهممکن است نقش مهمی براي خود تولید

  د باشند.یمواد زا

هاي ثانویه ممکن است براي انسان خواص با این حال متابولیت

عنوان مواد ها را بهتوان آند. در بسیاري از موارد میسودمندي داشته باشن

 هاي باکتریایی، التهابسرطان، بیماري مانندهاي انسان خطرناك علیه بیماري

هاي دیگر استفاده کرد. با این وجود، به تعدادي از و بسیاري از بیماري

شده میکروبی توجه دلیل دارا بودن فعالیت ضدهاي ثانویه بهاین متابولیت

ها بیوتیکها که به آنتیاست. تولید مواد فعال زیستی مانند باکتریوسین

عنوان ها دارند. بهبیوتیکند، چندین مزیت را در مقایسه با آنتیهست شبیه

 8نسبت صفر است.بههاي حیوانی ها بر روي بافت، سمیت باکتریوسیننمونه

ها توسط میکروارگانیسمها بیوتیکآنتی ویژههاي ثانویه و بهسنتز متابولیت

  9داراي اهمیت اقتصادي و علمی فراوانی است.

معمول شامل غربالگري و طور بهمیکروبی فرآیند تولید مواد ضد

 سازيها، آزمایشات و تغییر بهینهجداسازي تعداد وسیعی از میکروارگانیسم

 هاي جدا شده از خاك و سایرباشد. میکروارگانیسمشرایط تولید می

میکروبی طبیعی ان منبع مفیدي از ترکیبات ضدعنوهاي طبیعی، بهمکان

 میکروبیها و ترکیبات ضدبیوتیکهمواره، نیاز به آنتی 10آیند.حساب میبه

 هايعنوان مشکلی مهم ادامه خواهد داشت زیرا هنگامی که تعداد باکتريبه

ها هر دو در حال افزایش است، مقاوم و توزیع جغرافیایی این ارگانیسم

گردد. روبی یک نگرانی در حال رشد محسوب میمیکمقاومت ضد

 اي جهت شناساییدنبال برنامههمین دلیل، بنیادهاي سلامت در جهان بهبه

  11میکروبی هستند.ترکیبات طبیعی با فعالیت ضد

 از درمانیشیمی ترکیبات از ريبسیا که دهدمی نشان اخیر هايیافته

 از گردند.می سرطانی هايسلول مرگ به منجر آپوپتوز القاي طریق

 سرطانی هايسلول حذف مناسبی براي روش آپوپتوز القاي کهآنجایی

 آپوپتوزي هايمکانیسم در نقص سرطانی داراي هايسلولبیشتر  و است

 در آپوپتوز القاي باعث دبتوان که ترکیباتی بنابراین یافتن باشندمی خود

 محسوب پژوهشی هاياولویت از یکی گردد هاي سرطانیسلول

  12گردد.می

، مهار رشد رده سرطانی پژوهشهدف از انجام این  بنابراین

SKBR3 هاي نوماي پستان انسان با استفاده از متابولیتآدنوکارسی  

  د.ودر شرایط آزمایشگاهی ب UW4 سودوموناستولیدي سویه بومی 

  

  
در  1394تا مرداد  1394صورت تجربی از اردیبهشت مطالعه به

تکوینی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد -مرکز تحقیقات سلولی

 سودوموناساز سوش بومی گرم منفی  پژوهش کنونیر انجام شد. د

UW4 منظور، طی شده از خاك، استفاده گردید. بدینجداسازي

ي خاك از مناطق مختلف استان اصفهان نمونه 70 پیشینهاي پژوهش

آوري گردید و به گیاه جمع يکنار ریشه cm 15 تا 10از عمق 

مورد نظر انتقال  هايآزمایشگاه جهت جداسازي و شناسایی باکتري

 13داده شد.

 24میکروبی تولیدي از کشت منظور جداسازي متابولیت ضدبه

 g 12000 دور ها در، استفاده و کشتTSBي باکتري در محیط ساعته

ها از سوپرناتانت دقیقه سانتریفیوژ شدند، سپس سلول 10مدت به

سی فعالیت ها جهت بررجداسازي شد و از سوپرناتانت سلول

  .سرطانی استفاده گردیدمیکروبی و ضدضد

به قطر  هاییهایی (چاهکبا استفاده از پیپت پاستور استریل چاهک

mm 5دنبال آن ) بر روي محیط کشت مولر هینتون آگار ایجاد شد. به

باسیلوس سرئوس ، (PTCC 1399)اشرشیاکلی  هايهر کدام از باکتري

(PTCC 1154)  اورئوس  استافیلوکوکوسو(PTCC 1189) به ml 3 

 يکدورتی معادل کدورت لوله تا شدند اضافه Broth BHI محیط کشت

دست آید، سپس بر روي محیط کشت جامد مولر فارلند بهمک 5/0

اي کشت داده صورت سفرهي سوآپ استریل و بهوسیلههینتون آگار به

  شدند.

ضافه و در از هر سوپرناتانت به یک چاهک ا µl 100 در ادامه

از  پسانکوبه شدند.  C 37 ساعت در دماي 24مدت ها بهنهایت پلیت

 بود یا نبودها و ي عدم رشد براي باکتريساعت، قطر هاله 24گذشت 

 .گیري شدهمتري اندازکش میلیمیکروبی با استفاده از خطضد فعالیت

 ml 15 هایی که داراي هاله عدم رشد بودند را درون لوله فالکوننمونه

دقیقه قرار داده  10مدت به rpm 12000 ریخته درون سانتریفیوژ با دور

از خود باکتري جدا شود.  UW4 سودوموناسشد تا سوپرناتانت باکتري 

هاي لیوفیلیزه ریخته، و از سوپرناتانت را درون ویال ml 2 سپس مقدار

ها درون ساعت ویال 24از مدت  پسقرار داده و  - 20درون فریزر 

  بررسیروش 
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دستگاه فریز درایر، قرار داده شد و سوپرناتانت ابتدا فریز و سپس 

 - C 20 ها تا زمان استفاده در دماينهایت نمونهدر خشک گردید و 

و فیبروبلاست نرمال  SKBR3هاي رده سرطانی سلول نگهداري شدند.

HU-02 ر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه شد و در محیط یاز مرکز ملی ذخا

 ,Dulbecco's modified Eaglea s medium, DMEM (Gibcoکشت 

Life Technologies, Inc., New York, USA)  در حضورFoetal bovine serum 

(FBS) 10% (Gibco, Life Technologies, Inc., New York, USA) ،

IU/ml 100 5سیلین/استرپتومایسین در انکوباتور با پنی% CO2 رطوبت ،

  اده شدند.کشت د C 37 و دماي 98%

، یک MTS (Promega Corporation, Madison, WI, USA)کیت 

وسیله آنزیم میتوکندریایی ه، بMTS يآزمونی کمی و رنگی است. احیا

دهد. جهت هاي زنده رخ میسوکسینات دهیدروژناز و تنها در سلول

سلول کشت  5×310اي خانه 96هاي پلیت بررسی در هر یک از چاهک

ساعت محیط رویی با محیط جدید حاوي  24 داده شد و پس از

) IVو  I ،II ،III(گروه  mg/ml 20 و 15، 10، 5هاي مختلف غلظت

ساعت در شرایط کشت نگهداري  24، 48، 72ها براي جایگزین و سلول

 ردیف عنوان کنترل استفاده شد. در هرهاي بدون تیمار بهشدند. از سلول

 چاهک یک متابولیت هاي مختلفغلظت کنار در پلیت هر هايچاهک از

 ازپس  که فاقد سلول بودند. شد، گرفته نظر در کنترل تیمار عنوانبه

به هر چاهک  µl 20 میزانبه MTSمورد نظر، محلول  هايزمان گذشت

 ساعت در انکوباتور انکوبه شدند. میزان چهارمدت اضافه گردید و به

. شد تعیین nm 492 موج طول در الایزا ریدر دستگاه توسط تولیدي رنگ

 SD ±صورت میانگینها بهتمامی مراحل آزمایش سه بار تکرار شد و داده

طرفه یک واریانس ها از روش آنالیزبیان شدند. جهت تجزیه و تحلیل داده

ANOVA ،SPSS software, version 14 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA) 

  بود. >05/0P هار آزموندااها سطح معناستفاده گردید. در تمام بررسی

  

  
 Well diffusion assayآمده در این مرحله بر اساس روشدستهنتایج ب

(WDA)  سودوموناسنشان داد که جدایه UW4 قادر به تولید متابولیت ،

 بوده است (PTCC 1189) استافیلوکوکوس اورئوسمیکروبی علیه ضد

 يزاهاي بیماريهاي حاوي باکتريپلیتدر ). 1)، (شکل 1(جدول 

 ، هاله عدم رشد مشاهده نشد.باسیلوس سرئوسو  اشرشیاکلی

  
  UW4 (mm) سودوموناسهاي تولیدي سویه بومی میکروبی متابولیتاثر ضد :1 جدول

  (mm) هاي تولیديقطر هاله عدم رشد متابولیت هاي میکروبیسویه

  11  استافیلوکوکوس اورئوس

  - *  سرئوس باسیلوس

  -  کلی اشرشیا

  عدم حساسیت *

  

  

  

  
  

) نمایــان نشــدن B، استافیلوکوکوس آرئوس) هاله عدم رشد در پلیت حاوي باکتري UW4       Aسودوموناس میکروبی متابولیت تولیدي سویه بومی فعالیت ضد: 1شکل 

  باسیلوس سرئوسپلیت حاوي باکتري  رشد در) نمایان نشدن هاله عدم C، اشرشیاکلیهاله عدم رشد در پلیت حاوي باکتري 

  هایافته

 
  

A 

 
B 
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  ساعت انکوباسیون 72در مدت زمان  SKBR3هاي بر رده سلول UW4سودوموناس هاي مختلف متابولیت سویه بومی تاثیر غلظت: 2شکل 

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  ساعت انکوباسیون 72دت زمان در م HU-02هاي بر رده سلول UW4سودوموناس هاي مختلف متابولیت سویه بومی تاثیر غلظت: 3شکل 
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بــر  UW4ســودوموناس هاي مختلف متابولیت سویه بومی تاثیر غلظت: 1نمودار 

  ساعت انکوباسیون 24در مدت زمان  HU-02و  SKBR-3هاي توان زیستی رده

* 05/0P< دار نسبت به گروه کنترلااختلاف معن  

  

  

  

  
بــر  UW4ســودوموناس ه بومی هاي مختلف متابولیت سویتاثیر غلظت :2نمودار 

  ساعت انکوباسیون 48در مدت زمان  HU-02و  SKBR-3هاي توان زیستی رده

* 05/0P< دار نسبت به گروه کنترلااختلاف معن  

  
هاي دهنده کاهش تعداد سلولمشاهدات میکروسکوپی نشان

SKBR3 باشد صورت وابسته به غلظت و زمان میتیمار شده به

توجهی را تفاوت قابل HU-02هاي ه سلولک). در صورتی2(شکل 

  ).3نسبت به کنترل نشان ندادند (شکل 

بر  HU-02و  SKBR3هاي مختلف متابولیت در رده تاثیر غلظت

 گیري شد.ساعت پس از تیمار اندازه 24، 48، 72سلولی  يمیزان بقا

 SKBR3ها توان زیستی رده هساعته، در همه گرو 24در تیمار 

  نسبت  IVو  II ،IIIدا کرد که گروه ـه به دوز کاهش پیصورت وابستبه

  

  

  

  

  

  

  

  

بــر  UW4ســودوموناس هاي مختلف متابولیت سویه بومی تاثیر غلظت :3نمودار 

  ساعت انکوباسیون 72در مدت زمان  HU-02و  SKBR-3هاي توان زیستی رده

* 01/0P< دار نسبت به گروه کنترلااختلاف معن  

  
 48). در تیمار 1 نمودار( )>05/0P( ر بودندداابه گروه کنترل معن

صورت وابسته به دوز کاهش پیدا ها میزان بقا، بهساعته، در همه گروه

 )>05/0P( دار بوداکرد که این اختلاف نسبت به گروه کنترل معن

صورت ها میزان بقا، بهساعته، در همه گروه 72در تیمار  ).2نمودار (

ها نسبت به گروه کنترل که همه گروه وابسته به دوز کاهش پیدا کرد

 HU-02هاي که سلول). در حالی3نمودار () >01/0P( دار بودندامعن

  .)=24/0P( داري را نسبت به گروه کنترل نشان نداداتفاوت معن

  

  
هاي گونه از  حاصل هايمتابولیت رشدي مهار اثرات تاکنون

 مورد سرطانی هايسلول مختلف هايرده در هاباکتري مختلف

 متابولیت استرپتوکوردین که ،نمونه عنواناست. به گرفته قرار بررسی

آمده باعث دستهب KORDI-3238باکتري استرپتومایسس گونه  از

 MDA-MB-231 مانندمهار رشد در چندین رده سلول انسانی 

وستات) (سرطان پر PC-3(سرطان کلون)،  HTC-15(سرطان پستان)، 

و  Phonnok 14(لوسمی میلوییدي مزمن) شده است. 562Kو 

 يها در القاهاي میکروبیال و نقش آنهمکاران، به بررسی متابولیت

هاي سرطانی پرداختند و تأثیر آپوپتوز و بررسی آن بر روي سلول

هاي رده از سلول چهار عصاره میکروبی را بر فعالیت تکثیري 394

که در ارزیابی کردند. نتیجه این MTTسرطانی را با استفاده از روش 

  بحث
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 UW4        619هاي تولیدي سویه بومی سودوموناس با استفاده از متابولیت SKBR3مهار رشد رده                    
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 December;74(9):614-20 

ها تغییرات مورفولوژیک سلول مانند چروك خوردن اثر این عصاره

سلول، از دست دادن تماس سطحی و از دست دادن تورم سلولی در 

تواند یمار شده مشاهده شده است، که میهاي سرطانی تتمام سلول

و  Siaoبعدي هاي پژوهشدر  15باشد. پژوهش کنونیتأییدي بر نتیجه 

باکتري  10 سویه لاکتوباسیلوس بومی و دو همکاران به بررسی

ها نشان بررسیدیگر پرداختند. نتایج این  (LAB)لاکتیک اسید 

سرطان و هاي ضدهاي لاکتوباسیل بومی فعالیتدهد که سویهمی

ها LABهاي تخمیري بعضی از اکسیداتیو قوي دارند. فرآوردهآنتی

، اثر مهاري روي بیفیدیو باکتریومو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مانند

  16هاي سرطان پستان داشتند.رشد سلول

Zhao Jianfeng  و همکاران، به بررسی ساختمان شیمیایی و

شده از هاي رامنولیپید تهیههاي بیولوژیکال سورفاکتانتفعالیت

هاي ثانویه که از عنوان متابولیتبه m14808 سودوموناس آئروژینوزا

سوبستراهاي هیدروفولیک و  شده و با استفاده از کشت آبگوشت جدا

هاي گیاهی یا هاي کربوهیدراته، روغنهیدروکربن انندم هیدروفوبیک،

طور وسیعی مورد مطالعه شود، بههاي غذایی تهیه میضایعات زباله

شده رامنولیپید اثر مهاري اند که در مطالعات یافتقرار داده

و  MCF-7هاي سرطان پستان انسانی سلولتوجهی روي رشد قابل

 اثرات، این به توجه با 17ست.داشته ا 6/36cرده سلولی حشرات 

کاهش توان  احتمالی هايمکانیسم شناسایی جهت در مطالعات بیشتر

 در این UW4 سودوموناسسویه بومی  هايمتابولیت زیستی توسط

 .رسدمی نظربه ضروري سلولی رده

 در ند آپوپتوزفرآی در آمده وجودبه نقایص به توجه با کلی، طوربه

 ها،سلول این ی دریدارو مقاومت وجود نیز و سرطانی هايسلول

 هايمتابولیت همانند جدید مهارکننده رشد سلولی ترکیبات شناسایی

 زمینه در بیشتر مطالعات براي تواندمی UW4 سودوموناسسویه بومی 

 این از آمدهدستنتایج به بر اساس .باشد کنندهکمک سرطان درمان

 سودوموناسسویه بومی  هايکه متابولیت گرفت نتیجه توانمی رسیبر

UW4 است.  توموري ضد خاصیت داراي  

 نامه کارشناسی ارشد تحت عنواناین مقاله حاصل پایان سپاسگزاري:

بر میزان تکثیر  UW4 سودوموناستاثیر متابولیت تولیدي سویه بومی "

 "SK-(BR-3)نسان و آپوپتوز رده سلولی آدنوکارسینوماي پستان ا

به کد  1394مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد در سال 

  باشد.می 13330503941014
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Background: Breast cancer is a malignant proliferation of epithelial cells that lining the 

ducts or lobules of the breast. It is the second common cancer, after lung cancer in 

women. Since growth inhibition is an important strategy in cancer treatment, many at-

tempts are in program to find new apoptotic inducer agents. Today there is some reports 

about effect of metabolites of Pseudomonas on cancer cells, hence, metabolites of 

Pseudomonas sp. UW4, were isolated and anti-cancer and anti-microbial activity of 

these metabolites was studied. 

Methods: This experimental study was performed in cellular and developmental biolo-

gy of Shahrekord Islamic Azad University from April 2015 to August 2015. Anti-

microbial activity of metabolites of Pseudomonas sp. UW4 was tested against a patho-

genic bacteria, including Escherichia coli, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus. 

For anti-cancer activity, in this study SKBR3 cells and normal fibroblast cells (HU-02) 

were cultured in DMEM medium with 10% fetal bovine serum (FBS). The cells were 

treated by various concentrations of these metabolites 5, 10, 15 and 20 mg/ml for 24, 48 

and 72 h. Cell viability was assessed by MTS assay. Cells were seeded at 5×103 

cells/ml in 96 well plates and incubated for 24 hr. Then metabolites of bacteria were 

added, after indicated times MTS (20 µl) was added and the absorbance was measured 

at 492 nm using ELISA plate reader. 

Results: Pseudomonas sp. UW4 was able to produce antimicrobial metabolites against 

Staphylococcus aureus. Metabolites decreases the viability of SKBR3 cell line in a time 

and dose dependent manner, so that the most effective concentration of this substance 

was 20 mg/ml and 72 h after treatment (P< 0.01). While Pseudomonas sp. UW4 in var-

ious concentrations had no significant effect on normal fibroblast cells (P= 0.24). 

Conclusion: Bioactive compounds produced by of Pseudomonas sp. UW4 could be 

used for elimination of infections and treatment of breast cancer SK-BR3. 

 
Keywords: anti-microbial activity, breast cancer, cell survival, metabolite, Pseudomo-
nas, viability. 
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