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شمار میکروارگانیسم  شده وعوامل بیماریزاي مقاوم  ظهوربیوتیکها و مواد ضد میکروبی باعث   کاربرد وسیع آنتی: زمینه و هدف
ش میکروارگانیسم هاي مقاوم به آنتی بیوتیک هاي رایج ، که پیدایهاي مقاوم به آنتی بیوتیک ها افزایش چشمگیري یافته است

بررسی اثرات ضد میکروبی باکتري جدا شده از پوست قورباغه  هدف ما در این مطالعه .امروزي  یکی از مشکلات جدي میباشد
  .و شناسایی بیوشیمیائی و فیلوژنتیکی آن میباشد) Hyla savignyi(درختی معمولی

 
چهار در مجموع  برداري از پوست قورباغه در شرایط استریل و کشت باکتریها در محیط نوترینت براث، بعد ازنمونه  :روش بررسی

 .، که یکی از آنها براي مطالعات بعدي انتخاب شدشناساییخاصیت ضد میکروبی   باباکتري 
   

 
 آنالیز.  یت ضد میکروبی میباشدنتایج این مطالعه نشان داد که باکتري هاي روي سطح پوست قورباغه داراي فعال: یافته ها
باکتري هاي جنس باسیلوس نشان داد، که با  انجام تست  را با آن شباهت srDNA16قطعه با استفاده از  این باکتري، فیلوژنتیکی

وع، اما تولید ماده ضد میکروبی این باکتري از فاز لگاریتمی شر. داشت Bacillus subtilis هاي بیوشیمیائی بیشترین شباهت را با 
قطبی است و در طیف وسیعی از دما پایدار و  ماده ضد میکروبی. بیشترین آن در اواخر فاز لگاریتمی یا اوایل فاز سکون میباشد

  .حساس میباشد  pHاما این ماده به تغییرات . داراي فعالیت ضد میکروبی میباشد
  

میکروارگانیسم هاي استاندارد آزمایشگاهی، شناسایی ماده  باتوجه اثرات چشمگیر ماده ضد میکروبی و مهار رشد  :نتیجه گیري
  .ضد میکروبی میتواند موثر واقع شود

  
  ، خالص سازي  Hyla savignyiقورباغه  ماده ضد میکروبی، :واژه هاي کلیدي

 
  

  
  

  
  

  دانشگاه آزاد اسلامی فناوري میکروبی زیست  مجله علمی
  1 - 8صفحه ، دوره یکم، شماره سوم، 1388زمستان
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی
 

 .......جدا شده از سطح پوست قورباغهباکتري ضد میکروبی ارزیابی اثر 

 مقدمه
جانوران نیز همچون گیاهان  در برابر هجوم میکروارگانیسم 

ید هاي ضد میکروبی از خود هاي پاتوژن  با تولید و ترشح پپت
پپتید هاي ضد میکروبی یکی از اجزاي دفاعی . دفاع میکنند

دوزیستان داراي . ضروري بر علیه پاتوژن هاي مهاجم میباشد
منبع غنی از ترکیبات  ضد میکروبی در غدد پوستیشان با 

باشد که بسیار شبیه نوروپپتید ها و  اثرات چشمگیر می
است و به عنوان یکی از اجزاي  هورمون ها در پستانداران

بدن مرطوب این  .)1(ان میباشندآناصلی سیستم دفاعی 
ولی  . قورباغه محل مناسبی براي رشد  قارچها و  باکتریها است

پوست آنها تا حد زیادي از رشد چنین  از مواد مترشحه
در ایران تاکنون  .)3و2(کندهایی جلوگیري میمیکروارگانیسم

باکتري هاي داراي خاصیت ضد میکروبی از  در مورد جداسازي 
اولین پپتیدهایی   .پوست قورباغه درختی گزارش  نشده است

 دار آفریقایی با فعالیت ضدمیکروبی در پوست قورباغه چنگال
Xenopus laevis پپتید از پوست  200بیش از . بوده است

 هستند،هاي مختلف هایی که متعلق به خانوادهقورباغه
اند که بخاطر مکانیسم غیراختصاصیشان، دهجداسازي ش

هاي معمولی بیوتیکها نسبت به آنها در مقایسه با آنتیپاتوژن
 Hylidae  خانواده پپتیدهاي  .)3(شوندکمتر مقاوم می

 شامل .باشندمی پاتیکآمفی خاصیت با  α مارپیچ  داراي
 19( فیلوکسین -S، )آمینواسید B  )34-28هاي درماسپتین

 هیلاکه از ) آمینواسید 32( درماتوکسین و )واسیدآمین
گرمسیري آمریکاي شمالی ایزوله  نواحی و آمریکاي جنوبی

، )آمینواسید 24-37(ها شامل گاگواین پپتیدهاي .)1( شدند
 30-34( 2بروینین و) آمینواسید 17-24( 1 بروینین

 33( 2 راناتورین و )آمینواسید 25( 1 راناتورین ،)آمینواسید
 46( 1 اسکولنتین ،)آمینواسید20(ها، رانالکسین)آمینواسید
-37( هاروگوزینو ) آمینواسید 37( 2اسکولنتینو ) آمینواسید

اروپایی، آسیایی و  رانا هاي خانوادهکه از گونه) آمینواسید 33
زیر خانواده پپتیدي دیگر  .)3( اندآمریکاي شمالی ایزوله شده

 10-13( هاتمپورینبه نام  از پپتیدهاي بسیار کوچک
آمریکاي  راناباشند از ترمینال می Cکه فاقد حلقه ) آمینواسید

ه باکتري هاي که بر علی اندشمالی و اروپایی ایزوله شده
لبیکانس آ ، گرم منفی و نیز مخمر کاندیدااستاندارد گرم مثبت

درماتوکسین بیشتر بر علیه باکتري هاي  .)3و1(موثر است 
درماسپتین  .)1( نسبت به گرم منفی تاثیر داردگرم مثبت 

باعث اثر بر روي غشا باکتري هاي گرم مثبت، گرم منفی، قارچ 
  . کند ها ومخمر ها اثر باکتریوسایدي را اعمال می

   روش بررسی
از  دو نمونه از قورباغه: نمونه برداري و جداسازي باکتري 

 تیارياستان چهارمحال و بخ برکه هاي شهرستان لردگان
عد در شرایط استریل، ب .به آزمایشگاه منتقل شدند انتخاب شد

-استفاده از لوپ از قسمت آنها با آب مقطر با از شستن پوست
برداري انجام نمونه) تمام سطح بدن(هاي مختلف پوست 

بعد از انکوبه  . هاي نوترینت براث تلقیح شدگرفت و به محیط
حیط کشت نوترینت ساعت در م 24کردن باکتریها به مدت 

سازي هاي تک از روش رقتبراي بدست آوردن کلنیبراث 
-میلی 5/4لوله که حاوي  10بدین منظور  .استفاده شد سریال

بود برداشته، از محیط ) نمک% 8/0(لیتر سرم فیزیولوژي 
از محیط   μl500کشت نوترینت براث با استفاده از سمپلر، 

و به درون لوله شماره یک برداشته   نوترینت براث حاوي نمونه
میکرولیتر به درون لوله شماره دو  500ریخته، از لوله یک 

- 10تا  10- 1سازي از رقت(ریخته، به همین ترتیب ادامه داده 

میکرو لیتر از هر لوله با رقت  100، در مرحله بعد )10
 حاوي محیط نوترینت مشخص برداشته و در مرکز هر پلیت

اي دریگالسکی ستفاده از لوله شیشهریخته، آن را با ا آگار
هایی که از لحاظ تمام کلنیساعت  24پخش کرده، پس از 

ظاهري متفاوت بودند را به صورت جداگانه به محیط کشت 
 4شدند که در نهایت موفق به جداسازي نوترینت براث تلقیح 

که در این مطالعه . باکتري داراي فعالیت ضد میکروبی شدیم
   ). 4(باکتریها بررسی هاي بیشتر انجام شد  یکی از تنها روي

به منظور شناسایی دقیق باکتري ، از  :شناسائی باکتري
روشهاي مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و فیلوژنتیکی استفاده 

  . گشت
با استفاده از پرایمر   PCRعمل :واکنش زنجیره اي پلیمراز

 -'AGAGTTTGATCCTGGCTC-3´) forward (5 هاي
 -´GCCTAAGGAGGT GATCCA-3´) Reverse (5 و 

براي مدت  ºC 94برنامه دمائی براي تکثیر آن دماي. انجام شد
 -مرحله تکثیر شامل الف، )واسرشت شدن ابتدایی(دقیقه 5

 اتصال -ثانیه ب 40به مدت  Cº 94دماي :  واسرشت شدن
دماي  :طویل شدن - ثانیه ج 40به مدت  C°55دماي: پرایمرها

C° 72 که   طویل شدن نهاییقه و در نهایت به مدت یک دقی
  .دقیقه اعمال شد 10به مدت  Cº 72در دماي

جهت شناسایی  :توالی یابی و آنالیز فیلوژنتیکی
باکتري تا حد امکان به صورت  DNAابتدا   فیلوژنتیکی

ژنومی با استفاده از  DNAاستخراج . خالص استخراج گردید
محصول شرکت   High pure PCR Productکیت
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 و همکاران هاوري علائی

Roche و به منظور تعیین غلظت . آلمان انجام شدDNA  و
در دو طول موج  DNAنیز بررسی میزان خلوص آن، جذب 

  . نانومتر اندازه گیري شد 280و  260
   PCRمحصولاتالکتروفورز روي ژل،  و  PCRانجام بعد از 
قطعات تکثیر شده و خالص شده با ژل بازیابی شده و  روياز

و به روش اتوماتیک  DNA Sequencerاستفاده از یک 
SEQLAB,Germany)( براساسChainTermination 

Method توسط شرکت تکاپوزیست و با  ،)5(روش سنگر
میزان  تعیین براي .روش تمام اتوماتیک تعیین توالی شد

هاي اطلاعاتی هایی در بانککاوشقرابت با باکتریهاي دیگر 
EMBL/GenBank )6(، از  انجام شد و با استفاده

BLAST )(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
  .جستجوهاي همولوژي به عمل آمد

 براي بررسی و سنجش :ارزیابی فعالیت ضد میکروبی 
در  ، باکتري هاروش دیسک دیفیوژنبا  فعالیت ضد میکروبی

ساعت  48-24در محیط کشت نوترینت براث  C°30انکوباتور
 .ندانکوبه شدساعت در محیط کشت سنتتیک  144-72و 

به مدت  g×10000  استفاده از سانتریفیوژ با را سلولها سپس
از مایع روئی  ml2به مقدار  ودقیقه رسوب داده،   20

 6.6حاصله بر روي کاغذهاي بلانک با قطر ) سوپرناتانت(
 سپس .متر ریخته  و آنها را گذاشته تا خشک شوندمیلی

( مک فارلند 0.5 ،) 3جدول(ازمیکروارگانیسم هاي استاندارد 
cell/ml 108 ×1 ( را به  آنهاتهیه کرده با استفاده از سواپ

کشت داده، و مولر هینتون آگار رويروش کشت چمنی بر 
قرار داده و به  آندیسک حاوي ماده ضد میکروبی را بر روي 

دم رشد اندازه و آنگاه هاله ع ساعت انکوبه شدند 24مدت 
  ).7( گیري شد

جهت استخراج و خالص سازي  :استخراج و خالص سازي
نسبی ونیز تعیین قطبیت ماده ضد میکروبی از حلال هاي آلی 
کلروفرم، اتیل استات، استفاده شد که ابتدا بیوماس سلولی با 
سانتریفیوژ رسوب داده و مایع روئی آن چندین بار با حلال 

شد و در نهایت از دو فاز آبی و فاز هاي آلی شستشو داده 
  ).8( حلال تست آنتی بیوگرام انجام شد

براي  :تعیین قطبی یا غیر قطبی بودن ماده ضد میکروبی 
به مایع روئی  تست قطبی و غیرقطبی بودن ماده ضد میکروبی

-10(حجمی، چندین بار  4/1، به میزان حاصل از سانتریفوژ
بار بعد از هم زدن، فاز کلروفرم اضافه شد و هر ) بار 12

کلروفرمی جدا شد و سپس از لایه کلروفرمی و لایه آبی به 

روش دیسک دیفیوژن تست ضد میکروبی بر روي  
  .)7(میکروارگانیسم هاي اندیکاتور صورت پذیرفت 

 pHاثر دما و  :بر روي فعالیت ضد میکروبی pHاثر دما و 
 6در  شد کهبر روي فعالیت ضد میکروبی به این صورت انجام 

مایع ) لیترمیلی 2(دار به حجم مساوي لوله آزمایش درپیچ
دماي  6روئی حاوي ماده ضدمیکروبی ریخته، سپس در 

گراد به درجه سانتی 100و  80، 70، 60، 50، 40مختلف 
دار لوله آزمایش درپیچ 7ساعت و از طرفی دیگر  در 2مدت 

حاوي ماده مایع روئی ) لیترمیلی 2(دیگر به حجم مساوي 
 pH 4 ،5 ،6 ،7 ،8 ،9 ،10ضدمیکروبی ریخته، و به ترتیب در 

-محیط pHبه مدت دو ساعت قرار داده شد پس از دو ساعت 
نهایت تست ضد تنظیم کرده و در 7 بر روي ها را مجدداً

 .) 9( و هاله عدم رشد اندازه گیري شدمیکروبی انجام گرفت 

  
  : یافته ها

 :ماده ضد میکروبی  مشخصات باکتري تولید کننه
اندازه بر روي و  خصوصیات ظاهري کلنی از لحاظ رنگ، فرم

 شد تست هاي بیوشیمیائی  انجام مولر هینتون آگار و محیط 
  .است آمده 1نتایج آن در جدول  که

و مشاهده باند بر روي آگارز   16S rDNA  تکثیر قطعه  
تید جفت نوکلئو 1600نتیجه تکثیر یک قطعه  داراي  :  1%

  .نشان داده شده است 1-بود در شکل 
   :توالیفیلوژنتیکی  نتایج آنالیز 

بعد از ویرایش  ،  PCRحاصل از 16S rDNA توالی قطعه  
که این  نوکلئوتید بود 1449توالی نوکلئوتیدي بدست آمده 

مورد بررسی قرار  NCBIدر   Blastتوالی به کمک نرم افزار 
یکی آن شباهت باکتري مورد که نتایج آنالیز فیلوژنت ،گرفت

نشان  پنج باکتري مختلف از جنس باسیلوس   بامطالعه ما را 
ا ب بیوشیمیائی شباهت این باکتريانجام تست هاي  با که ،داد

   .بود بیشتر باسیلوس سوبتیلیس
تست تعیین ( ارزیابی فعالیت ضد میکروبی نتایج

  :با استفاده از روش دیسک دیفیوژن )حساسیت
میکروبی حاصل از این باکتري وسیع الطیف میباشد  ماده ضد 
برداري و کشت در محیط پس از انجام نمونه طوري که به

 درجه 30در دماي  ساعت 48-24نوترینت براث به مدت 
 بابه روش دیسک دیفیوژن   بیوگرامآنتی تست، گرادسانتی

هاي بر روي میکروارگانیسم استفاده از سوپرناتانت حاصل
اثر  .ه استآمد 2جدول  آن درنتایج  انجام شد که رداستاندا
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 .......جدا شده از سطح پوست قورباغهباکتري ضد میکروبی ارزیابی اثر 

مخمر کاندیدا  ،ین ماده بر روي باسیلوس سوبتیلیسا
 اشریشیاکلیو نیز باکتري  نایجر قارچ آسپرژیلوس آلبیکانس،

در واقع میتوان گفت اثر آن بر روي . متفاوت میباشد
 . از بقیه بیشتر بود سوبتیلیس و نیز باسیلوس آلبیکانسکاندیدا

اشریشیاکلی میکروبی بر روي اثرات ماده ضد به عنوان مثال 
همچنین در این شکل ارتباط بین  .)2شکل( در زیر آمده است

نشان ) هاله عدم رشد(رشد باکتري و تولید ماده ضد میکروبی 
   .داده شده است

  :اثر دما بر روي فعالیت ماده ضد میکروبی
کروبی در برابر دما، به منظور  پایداري و  فعالیت  ماده ضدمی 

ساعت  2به مدت  گراددرجه سانتی 50-100درجه حرارتهاي 

که نشان داد که افزایش دما  میتواند تاحدودي روي شد انجام
فعالیت ماده ضد میکروبی تاثیر بگذارد که با اندازه گیري هاله 

  .)الف – 3شکل(عدم رشد میتوان به این نتیجه رسید 
   :ده ضد میکروبیبر روي فعالیت ما pHاثر  
هاي مختلف  pHو فعالیت ماده ضد میکروبی در  پایداري 

ضد  فعالیت قلیائیهاي اسیدي و pHدر که نشان داد 
تست ماده ضد میکروبی  روي ( رود میکروبی از بین می

و تنها در ) باکتري هاي استاندارد هاله عدم رشد مشاهده نشد
7pH= 8 ونیز pH=  د هاله عدم ایجا(ضد میکروبی  فعالیت

 .)ب –3شکل( وجود دارد) رشد روي باکتري هاي استاندارد
 

  
  با فعالیت  ضد میکروبی تست هاي بیوشیمیائی و مورفولوژیکی باکتري- 1جدول شماره 

مورفولوژي کلنی بر روي پلیت مولر 
  هینتون آگار

بزرگ،لزج،آبدار،چسپنده،صاف وشیري 
  (+)مثبت  هیدرولیز نشاسته  رنگ

  (+)مثبت  ) MR(متیل رد  باسیل  کوپیشکل میکروس
  )- (منفی  ) VP(وکس پروسکوئر  (+)مثبت  رنگ آمیزي گرم

  (+)مثبت  رشد در محیط مانیتول سالت آگار  )- (منفی  رشد در شرایط بی هوازي
  (+)مثبت  همولیز خون گوسفند  (+)مثبت  حرکت
  )- (منفی  نیتریفیکاسیون  (+)مثبت  کاتالاز
  )- (منفی  سیوندنیتریفیکا  )- (منفی  اکسیداز

  (+)مثبت  تاسیون گلوکزنفرما  )- (منفی H2Sتولید 
  )- (منفی  فرمانتاسیون لاکتوز  (+)مثبت  تولید اندول

  )- (منفی  فرمانتاسیون ساکارز  (+)مثبت  اسپور

رشد در غلظتهاي مختلف   (+)مثبت  کپسول
  (+)مثبت  %)6،%4.5،%3.5(نمک
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 و همکاران هاوري علائی

                                                        
 
 
 
 

  
  )  PCRحاصل از  S rDNA16باند  قطعه ( - 1شکل 

  
  

                                                             

  
  بر روي اشریشیاکلی) هاله عدم رشد (نمودار ارتباط رشد باکتري با تولید ماده ضد میکروبی  - 2شکل

  
  

 M S N 

16s rDNA  
 

M: ladder mix 
S: 1600bp DNA 
fragment 
N: negative control 

 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


     6  
 

  مجله علمی زیست فناوري میکروبی
 

 .......جدا شده از سطح پوست قورباغهباکتري ضد میکروبی ارزیابی اثر 

بر روي میکروارگانیسمهاي اندیکاتور با استفاده از روش  ISB1میکروبی تولید شده توسط باکتري اثر ماده ضد  -2 شمارهجدول 
  ساعت 24به مدت  C30°دیسک دیفیوژن بر روي محیط کشت مولر هینتون آگار در دماي 

  
  تو                 هاله عدم رشدسویه هاي میکروبی اندیکا  سویه هاي میکروبی اندیکاتور                                هاله عدم رشد

         ++                                  465ATCCباسیلوس سوبتیلیس 
                  +                  25923ATCCاستافیلوکوکوس اورئوس 

                   +                             25922ATCCاشریشیاکلی 
     +                        ATCC 85327ینوزا سودوموناس آئروج

        ++                   10231ATCCکاندیدا آلبیکنس 
        ++      آسپرژیلوس نایجر                                    

  )≥ mm 10(، هاله عدم رشد ضعیف )≤ mm 10(هاله عدم رشد قوي ) ++(
  
  

         
  )ب)                                                                              الف                             

 )جهت  ارزیابی فعالیت ماده ضد میکروبی() ب( pH و) الف(بر حسب دما نمودار هاله عدم رشد   -  3شکل 
  
  

  : بحث
ثانویه و به خصوص آنتی بیوتیکها توسط  سنتز متابولیت هاي

میکروارگانیسم ها داراي اهمیت اقتصادي و علمی فراوانی 
، در بیشتر موارد توسط توانایی ما در تولید این ترکیبات. است

فرآیند تخمیر تاثیر شگرفی را بر روي زمینه هاي پزشکی 
ثابت شده است که گونه هاي مختلف  .)10( گذاشته است
در به تولید ماده خارج سلولی با فعالیت ضد باسیلوس قا
که بسیاري از آنها به عنوان نگه دارنده در  .دنباش میکروبی می

  .)11( صنایع غذایی و نیز بر علیه پاتوژن ها کاربرد دارند
بررسی مشخصات  باکتري ایزوله شده نشان داد که این 

باکتري  .با باسیلوس سوبتیلیس شباهت زیادي دارد باکتري
در این پژوهش از پوست قورباغه، فعالیت ضد   جدا شده

میکروبی آن در اوایل فاز لگاریتمی شروع و در اواخر فاز 
  ماده ضد . رسد لگاریتمی یا اوایل فاز سکون به حداکثر می

  

  
  

بررسی ها نشان داد . باشد میکروبی قطبی و وسیع الطیف می
ضد  براي داشتن حداکثر فعالیت pHکه  دماي بهینه و 

از آنجائی که  .باشد  می   =7pHو  C 30°میکروبی به ترتیب
یکی از مهمترین اجزا محیط کشت براي رشد باکتري و تولید 

لذا منابع ).  13و  12(باشد  ماده ضد میکروبی منبع کربن می
تري سیترات  نشاسته، همچون استات سدیم ، کربن مختلف 

یم استات نشان داد سد وتست شد  ملاس و گلوکز سدیم،
مناسبی براي رشد باکتري و تولید بیشترین ماده ضد منبع 

از دیگر ویژگیهاي این ماده ضد میکروبی . باشد میکروبی می
 یلوکوکوستاثیر آن بر روي باکتري هاي بیماریزا همچون استاف

اوره ئوس و سودوموناس آئروژینوزا و پایداري آن در دماهاي 
با توجه به واکنش   .اشدب می pHبالا و حساس به تغییرات 

مشاهده  نیزبه نین هیدرین و   TLCروي کاغذ  مثبت  ماده
 SDS-PAGE(باند پروتئینی با استفاده از الکتروفورز عمودي 

متشکل از چند  احتمالا این ماده مولکولهاي کوچک پپتیدي )
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 و همکاران هاوري علائی

نتایج این پژوهش  نشان داد که ماده  ).14(باشد  اسید آمینه
باشد چرا که نتیجه شستشوي مایع  میضد میکروبی قطبی 

بعد از چندین ) کلروفرم، اتیل استات(روئی با حلالهاي آلی 
مرتبه و انجام دیسک گذاري از فاز آبی و آلی نشان داد که 
تنها در  فاز آبی هاله عدم رشد مشاهده شد و فاز کلروفرمی 

  .هاله عدم رشد مشاهده نشد
این اده ضد میکروبی بر اساس مقایسه انجام شده خصوصیات م

با دیگر آنتی بیوتیکهاي که  توسط باکتري هاي جنس  مطالعه
باسیلوس  تولید میشود، نشان میدهد که این ماده  نمیتواند 
  باکتریوسین باشد  چرا که محصول ما وسیع الطیف است

مبنی بر اینکه ماده  2008در سال  و همکاران  طبق گفته آبادا
علاوه بر تاثیر بر روي باکتري هاي ضد میکروبی تولید شده، 

گرم منفی و گرم مثبت، بر روي قارچ نیز اثر ضد میکروبی 
 .)4( داشته باشد از نوع آنتی بیوتیکهاي وسیع الطیف است

 باکتریوسین از پپتید هاي مترشحه از جنس باسیلوس می
و از طرفی بر روي  باشد اما این پپتید وسع الطیف نیست،

و استافیلوکوکوس بی تاثیر  ، سودوموناسکلییاکتري اشریشیا
آنتی بیوتیکهاي پپتیدي به طور معمول وزن آنها بین  .میباشد
و تعداد اندکی از آنها توسط . دالتون میباشد  2000- 3000

آنزیم هاي از منبع میکروبی و نیز آنزیم هاي از منابع دیگر 
 آنتی بیوتیکهاي پپتیدي ممکن است داراي. هیدرولیز میشوند

آمینواسیدهاي غیر معمول و نیز داراي اسیدهاي  مشتقات
اسیدهاي هیدروکسی و  قندهاي آمینه، پیریمیدین، چرب،

 ماده ضد میکروبیبعضی از خصوصیات  .)15( آمین ها باشد
تولید شده توسط سویه اي شبیه پپتید ضد قارچی  این بررسی

ازجمله محدوده جذب ماده  ،باشد باسیلوس سوبتیلیس می از
نانومتر  300- 250بین  UV-SPECTRUMر دستگاه د

. این از مشخصه هاي جذب پیوند هاي پپتیدي است میباشد و
پیوند  ،پیک هاي مربوط) IR )Infra Red و نیز آنالیز طیف 

اما پپتید ضد قارچی در طیف . هاي پپتیدي را نشان میدهد
داراي فعالیت ضد میکروبی است در صورتی   pHوسیعی از 
از  ش هاي اسیدي و قلیائی فعالیت pHدر  این مطالعه که ماده
و نیز  ماده استخراج شده با متانول در نتایج ما  .رود بین می

هاله عدم رشد نشان داد در صورتیکه پپتید ضد قارچی هاله 
در ضمن خصوصیات باکتري تولید ). 16(عدم رشد نشان نداد 

ت بالاي وجود اسپور، رشد در غلظ( کننده پپتید ضد قارچی
در محیط کشت نوترینت براث و تست متیل رد  %)7تا(نمک 

از شباهت هاي قابل توجه با ) منفی وکس پروسکوئرمثبت و 
و همکارانش در  Korenblum ).16(بود این مطالعهباکتري 

پپتید هاي مترشحه از سه باکتري جنس  ،2005سال 
تا  هبررسی کردند که نتایج نشان داد که این سه ماد باسیلوس

  pHدرجه سانتیگراد و نیز در محدوده وسیعی از  100دماي 
مورد بررسی در داراي فعالیت ضد میکروبی هستند اما ماده 

با وجود پایداري در دماهاي مختلف،  به تغییرات این مطالعه 
pH طبق گفته ). 17(باشد  حساس می Balbna  و همکارانش

که منحصرا بر روي تواند باسیتراسین باشد چرا  این ماده نمی
این از طرفی محصول  کند باکتري هاي گرم مثبت عمل می

باسیتراسین به  ،نهمچنی ).18(باشد وسیع الطیف می بررسی
pH  هاي قلیائی حساس و درpH  هاي اسیدي ونیز به فرم

فعالیت ضد میکروبی آن از بین باشد و  آلدئید مقاوم می
 BLS    (bacteriocin –like substance) .)18(نمیرود 

مترشحه از باکتریهاي جنس باسیلوس  که یک  نوع پپتید
 pHدرجه سانتیگراد و نیز به  100تا دماي بالا  میباشد،

اما فعالیت آن در حضور آنزیم هاي  .مقاوم میباشد10-3بین
و نیز از سویه هاي استاندارد تست شده  پروتئاز از بین میرود

سیلوس سوبتیلیس تاثیر تنها بر روي با  BLS ،در این تحقیق
باسیلین یک آنتی بیوتیک پپتیدي جدا شده از  ).19( دارد

داراي فعالیت   =pH 2باشد  که  در  باسیلوس سوبتیلیس می
ضد میکروبی است واحتمال اینکه ماده ما باسیلین باشد رد 

با سوبتیلیزین  این بررسیماده رسد  به نظر می ).20(شود  می
باشد  ه از باسیلوس سوبتیلیس میکه یک لیپوپپتید مترشح

نیز متفاوت باشد چرا که سوبتیلیزین بر روي میکروارگانیسم 
هاي استاندارد همچون اشریشیاکلی، باسیلوس سوبتیلیس، 

در مورد ). 21( باشد سودوموناس آئروژینوزا بدون تاثیر می
درماتوکسین و درماسپتین پپتید هاي ضد میکروبی جدا شده 

میتوان گفت وجه تشابه درماسپپتین با پپتید  از خانواده هیلا
باشند و بر  در این است که هر دو وسیع الطیف می این مطالعه

علیه قارچها، مخمر، باکتري هاي گرم مثبت و گرم منفی موثر 
  ). 1و3(ونیز اینکه هر دو ساختار پپتیدي دارند . باشد می
  

  نتیجه گیري
شده از پوست یافت ماده  کهنشان می دهدمطالعه نتایج 
با مواد ضد میکروبی باکتري هاي جنس باسیلوس  قورباغه

به عنوان مثال خراب شدن در  ،شباهت خیلی زیادي ندارد
pH  و اثرات آن بر روي میکروارگانیسم هاي اسیدي و قلیائی

متفاوت همچون باکتري هاي گرم مثبت، گرم منفی، مخمر ها 
ماده ضد میکروبی  باتوجه به اثرات آنتاگونیستی  .و قارچها

حاصل از این باکتري بر علیه باکتري هاي گرم مثبت، گرم 
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 .......جدا شده از سطح پوست قورباغهباکتري ضد میکروبی ارزیابی اثر 

مطالعه بیشتر روي این باکتري و  ،منفی، قارچ ها و مخمرها
  . تواند مفید واقع شود شناسایی ماده ضد میکروبی آن می

  
  

  تشکر و قدردانی 
بدینوسیله از آقایان  مهندس خسرو ملا جعفري و مهندس 

ضا محترم هیئت علمی دانشکده علوم زیستی جواد فخاري اع
  شگاه شهید بهشتی قدر دانی میگردددان
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