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   چکیده

  خاك را در بر  گرم مثبت و رشته اي هستند که بخش اعظم میکروارگانیسم هاي اکتینومیسیت ها باکتري هایی: هدف  زمینه و
در  .کنند تولید می اکتینو میسیت هارا  تیک هاي  شناخته شدهکل آنتی بیو از سه چهارم ،انجام یافته بر اساس مطالعات. دنمی گیر

  .شد استفاده 16SrDNAژن   از آنهافعالیت ضدباکتریایی ونیز شناسایی براي همین راستا غربالگري 
 و بررسی سویه خواص آنتی باکتریائی از جهت مناطق مختلف استان آذربایجانشرقیشناسایی آکتینومیسیت هاي  هدف این مطالعه

  .می باشد  16SrDNA هاي فعال با استفاده از ژن
  

به  غربالگري اولیهجمع آوري شده  استان آذربایجانشرقی جدا سازي شد،  هاي نمونه خاك از اکتینومیست ایزوله هاي :  روش بررسی
در مقابل ) Disk Diffusion Method(روش انتشار در اگاربا  غربالگري ثانویهو درمحیط کشت اگار (Bilayer) روش تست دولایه

 E. coli ATCC 1399, B. cereus ATCC 1431, Y. enterocolitica  ATCC35669, S. aureus   : میکروارگانیسم هاي آزمایشی

ATCC 29213    ابتدا، جهت شناسایی مولکولی .شدندنجام ا، DNA  ژن   ،استخراج شد و سپس باکتري هاي منتخبژنومیک از تمام
16SrDNA  هاي مذکـــور با تکنیک ایزولهPCR شرکت  توسطوتکثیرMacrogene  برنامه  از نتایج حاصل با استفاده .توالی یابی شد

  .وایزوله هاي مذکور شناسایی شدند آنالیز شدههاي بیوانفورماتیک 
    

ایزوله در  12و لگري اولیهدرغربا ایزوله 44جدا شدند، ایزوله اکتینومیست 310نمونه خاك جمع آوري شده  ،   110 از:  یافته ها
به  درصد97با  C91  ایزولهداد که  یابی نشان توالی .توالی یابی شدند ایزوله 16SrDNA ،5ژن  ،  ندغربالگري ثانویه انتخاب شد
Streptomyces sampsonii ، G41  به  درصد 96باStreptomyces mediolani، F51 درصد به 82با Streptomyces lividans و 

E45درصدبه  98باStreptomyces albogriseolus  ،شباهت دارد.  
  

جدیدي در نمونه خاك هاي استان آذر بایجان شرقی وجود دارد که   ایزوله هايدهد ی این تحقیق نشان منتایج :  نتیجه گیري 
   .توانایی تولید مواد آنتی باکتریایی جدیدي دارند

    
  16SrDNA ژن خاك، ،لباکتریا ضد ماده ن،باکتري پاتوژ ،اکتینومیسیت :ي کلیدي واژه ها

  

  دانشگاه آزاد اسلامی فناوري میکروبی زیست مجله علمی 
  15 -23صفحه ، سوم دوره یکم، شماره، 1388زمستان 
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی
 

 .......مولد موادضد باکتریایی اکتینومیسیت هايمولکولی  شناسایی

  مقدمه
 ،بصورت آزاد هستند که ها پروکاریوت هائی اکتینومیسیت

می  و برند وگاها همزیست با گیاهان بسر می ساپروفیت
خاك، آب،  از آن جمله توان آنها را درهمه اکوسیستم ها

مشاهده کرد اما محیط رسوبات دریائی و نیز آب هاي گرم 
ر و جمعیت بزرگی از فلو ی آنها خاك بوده زیست اصل

از نظر رده بندي  .)2و1(را تشکیل می دهند آن طبیعی
 :مانند این باکتري ها داراي جنس هاي مهمی

استرپتومایسس است که در  و ، نوکاردیا میکرومونوسپورا
بین اینها جنس استرپتومایسس به دلیل داشتن جمعیت 

زیادي برخوردار  درصدي اکتینومیسیت ها ازاهمیت 60
   .)3(است

بزرگترین ژنوم را در بین باکتري هـا دارا   اکتینومیسیت ها
 ، بسیار بالاست این ژنوم طـولانی  C+Gهستند که درصد

بسته بـه نیـاز خـاص     و توسط هزاران عامل نسخه برداري
توانـائی تولیـد    به این دلیل هـم ،  و موجود، بیان می شود

نتی بیوتیک ها آکه .ا دارندر ي ثانویهاز متابولیت ها یانواع
حدود  ،بر اساس مطالعات از جمله این متابولیت ها هستند

 درصد کل آنتی بیوتیک هاي شناخته شده متعلـق بـه  70
   .)3(این باکتري هاست

طبقـه  شناسایی وبراي در حال حاضر رایج ترین روش ها  
مورفولوژیک  ویژگی هاي  ، استفاده ازبندي این باکتري ها

ونیز مقایسه توالی ژن هاي مختلف آنهاست میایی بیوشی و
بدلیل حفظ ترادف  16SrDNAژن  که در بین این ژن ها،

در طول تکامل جهت شناسایی باکتري ها بسـیار مناسـب   
  ). 5و4(است

بـه  مطالعات  زمینهجایگاه برجسته اي دراکتینومیسیت ها 
غربال گري جهت تولید مواد آنتـی بیـوتیکی، ضـد     منظور

که سالانه ده  و متابولیت هاي غذائی و غیره دارندسرطانی 
غذایی وصنعتی  ها ماده مفید در زمینه دارویی، کشاورزي،

از این باکتري ها جداسـازي وبـه بـازار مصـرف ارائـه مـی       
که البته اولـین قـدم در راسـتاي ایـن امـر مهـم،       ) 6(شود

ي وشناسایی سویه هاي مستعد وفعال این گروه از زجداسا
   .ستباکتري ها

کشور ما نیزمطالعات در زمینه جداسـازي و شناسـایی   در 
ــا   ــیت ه ــده    اکتینومیس ــزارش ش ــف گ ــاطق مختل از من

بررسی این منابع وداده ها نشان می دهد کـه  . )8و7(است
 تاکنون مطالعه جامعی در این زمینه انجـام نگرفتـه اسـت   

این مسئله زمانی بیشتر اهمیت پیدا می کنـد کـه بـدانیم    

ي متنوع ترین اقلیم ها در بـین کشـور هـاي    کشور ما دارا
اکتینومیســیت تـوان سـویه هـاي    ی منطقـه اسـت کـه م ـ   

قدرتمندي در زمینه تولید متابولیت هاي ثانویه بویژه آنتی 
بیوتیک ها ، درآن شناسایی وجداسازي کرد با عنایـت بـه   
این موضوع لازم بود مطالعه جامع ودقیقی در ایـن راسـتا   

 تحقیــق حاضــر  در  ظــور بــه همــین من   انجــام شــود 
 مناطق مختلف استان آذربایجانشـرقی اکتینومیسیت هاي 

وسـویه هـاي    شدهبررسی  خواص آنتی باکتریائی از جهت
  .شده اندشناسایی   16SrDNA فعال را با استفاده از ژن

  
  بررسیروش 

 نمونه هاي خاك از مناطق مختلف استان آذربایجانشـرقی 
سـپس ایـن    ، دبرداشت ش ـ ) Aافق( cm15-10 از عمق 

 . ویژه ي نگهداري نمونه انتقـال یافـت  ظروف  بهنمونه ها  
 ،ویژگی هاي منطقه مانند عرض جغرافیائی، ارتفاع  سپس

پس از انتقال  و .یادداشت گردیدند وتیپ خاك شیب محل
   نگهداري شد oC 4 یخچال به آزمایشگاه دردماي

هـاي   گـرم از نمونـه   5 جداسازي اکتینومیست هـا جهت  
هــاي واز آن رقت وزن کــرده راکــاملا خشــک شــده  خــاك

 درمیکرولیتـر  100  ،   10 -3از رقـت   .شـد  تهیـه  سریالی
 گسـترش  S.C.A(Starch Casein Agar)محـیط کشـت   

بـه مـدت    oC 4 دمـاي و پلیت هـاي حاصـل در   ه شد داد
ــت روز  ــههف ــد انکوب ــاي   .ش ــی ه ــت روز کلن ــد از هف  بع

،  هشدجدا خصوصیات مورفولوژیک  براساساکتینومیست 
 یـا بـه حالـت    و  oC4  تـک کلـون در دمـاي    وبه صـورت 

   .) 9( شدندنگهداري  -oC 80 استوك در دماي
تولید مـواد   از نظرجداسازي اکتینومیست هاي فعال براي 

غربالگري در دو مرحله جداگانه انجام یافت  آنتی باکتریال
از  هاي استاندارد زیـر کـه   پاتوژن که براي هردو مرحله از

ه بـود  سیون هاي میکروبی موجود در کشـورتهیه شـد  کلک
  .استفاده شد

E. coli ATCC 1399, B. cereus ATCC 1431, Y. 
enterocolitica ATCC35669 and S. aureus ATCC 
29213                                                                                            
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 و همکاران علیرضا دهناد

بـه روش دو   S.C.Aمحـیط کشـت   از گزینش اولیـه جهت 
در این روش ابتـدا ایزولـه اکتینومیسـیت     شد استفادهلایه 

 روي ایزوله ها گسترش داده شد وسپس باکتري پاتوژن بر
پـس از آنکـه ایزولـه هـا در مرحلـه      و براي گزینش ثانویه 

. گزینش اولیه، از نظر پتانسیل ضد باکتریائی تست شـدند 
نمونه هاي مثبت حاصل از مرحله اول براي مطالعه بیشتر 

پس . ون براث انتقال یافتندینتبه محیط کشت مایع مولر ه
 محــیط هــاي oC 28 ردمــايد انکوباســیون ســاعت 36از 

 ـی ـمایع جمع شده و سانتریفوژ شـدند مـایع رو   کشت  ای ب
مخلوط قطبی وغیر قطبی  حلال  نوع 7حجم هاي برابر از

بــه  rpm 180 دوربــا  oC28دارشــیکرشــد و در انکوبــاتور 
سپس فاز حلال . ساعت به شدت به هم زده شدند 1مدت 

 ت هـا از فاز آبی جدا شده و حلال هـا کـه حـاوي متابولی ـ   
 CC 10      توسـط اوپراتـور تغلـیظ شـد و بـه حجـم       بودند

رسانیده شـدند و در درون شیشـه هـاي پنـی سـیلین در      
متابولیت هاي اسـتخراج    .)1(نگهداري شدند oC 4 دماي
بـا دیسـک هـاي خـالی      روش انتشـار از دیسـک  بـا   شده

mm6×6       در مقابل پـاتوژن هـاي اسـتاندارد تسـت شـده
  .ونتایج آن قرائت شد

نتی باکتریایی آنمونه هایی که قدرت  DNAاستخراج راي ب
کشت وبه مدت  S.C.A کشت قوي داشتند بر روي محیط

انکوبه شدند سپس باکتري ها از  oC 30 سه روز در دماي
و همراه با بافر لیـز کننـده بـه    روي پلیت ها برداشته شده 

 rpm 13000 داخل ازت مایع منتقل شدند سـپس در دور 
قــه ســانتریفویوژ گردیدنــد  مــایع رویــی دقی10بــه مــدت 

ــد و ــته ش ــا برداش ــرم   500ب ــول کلروف ــر محل  -میکرولیت
دقیقـه  10بـه مـدت    rpm 13000 ایزوامیـل الکـل در دور  

ن اضـافه  آسانتریفویوژ گردید سپس ایزوپروپانول سرد بـه  
مـایع رویــی دور ریختــه شــده  .ومجـددا ســانتریفیوژ شــد  

افه شده ودر فریزر ب مقطر به ویال ها اضآمیکرولیتر100و
oC20-  10( شد نگهداري(.  

ــی   ــازگر اختصاصـ ــت آغـ ــی جفـ ــراي طراحـ  :AR بـ

5´AAGGAGGTGATCCCAGCC3´    

تـوالی    AGAGTTTGATCCTGGCTC 3 ´  :AF ´5  و 
ثبـت   مختلـف اکتینومیسـیت   گونه هاي 16SrDNAهاي 

ــده در  ــه    NCBIش ــتفاده از برنام ــا اس ــه و ب  Megتهی
Alignment یك گونــه هــا شناســایجایگــاه هــاي مشــتر 

ایـن قطعـات بـا اسـتفاده از      5´  و  3´وبراساس انتها هاي
سینا ژن سـنتز   شرکت توسط طراحی و  OLIGO5برنامه 

  .شد
ــراز   ــی م ــره اي پل ــنش زنجی ــم   (PCR)واک  15در حج

  میکرولیتر
 DNA 1µl 
 Primer F 0.5µl  
 Primer R 0.5µl  
 Master (dNTP, MgCl2, 10X PCR Buffer) 7.8µl  
 DDW 5.2µl  
 

برنامه این که شامل شد انجام 16SrDNAبراي تکثیر ژن  
ــود ــیون :بـــــ ــه دناتوراســـــ ــه  96 اولیـــــ درجـــــ

 )دقیقــه 1(درجــه  96 دناتوراســیون)[دقیقــه2(ســانتیگراد
کـه  ) دقیقه 2(درجه  72 بسط )دقیقه 1(درجه  55 اتصال

  بسـط نهـایی  و ] دور انجام گرفـت  35سه مرحله اخیر در 
دقیقه جهـت تکثیـر نهـایی انجـام      10ت به مد درجه  72

 1 آگـاروز   براي تفکیک قطعات تکثیر یافتـه از ژل . گردید
    .استفاده شد )فرمنتاس( در صد

  
  یافته ها

 مناطق مختلف از نمونه خاك جمع آوري شده 110از
 ایزوله اکتینومیست در فرم 310استان آذربایجانشرقی 

 ورد بررسیخالص جداسازي و فعالیت آنتی باکتریائی م
 -oC80 این ایزوله ها بصورت استوك در دماي. قرار گرفت

 ثبتو رنگ کلنی همه نمونه ها  pH. درجه نگهداري شدند
محل نمونه  از نظر توزیع برخی نمونه ها 1در جدول .شد 

 که از نظر تولید و رنگ کلنی pH ارتفاع محل، برداري،
.است اهمیت دارند نشان داده شدهمواد آنتی باکتریال 
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی
 

 .......مولد موادضد باکتریایی اکتینومیسیت هايمولکولی  شناسایی

  
رنگ  سطح و ، محل نمونه برداري،ارتفاع محل و pH از نظر ي خاك حاوي آنتی باکتریالتوزیع نمونه ها : 1جدول 

  پشت کلنی  
  
  

ارتفاع محل نمونه   محل نمونه برداري  کد ایزوله        ردیف
  برداري

pH خاك 
   آزمایشی

  رنگ پشت کلنی  رنگ سطح کلنی

1  F51 قهوه اي روشن  وسیط 8.9 630  سیه رود  
2 H83 قرمز مایل نارنجی  صورتی 7.6 3080  سهند  
3 H112 کرم مایل قهوه اي  قهوهاي روشن 7.7 2450  سهند  
4 H111 کرم مایل قهوه اي  قهوهاي روشن 7.7 2450  سهند  
5 B33 کرم  قهوه اي 8.5 1800  مرند  
6 E45 کرم  سبز زیتونی 8.7 1340 بناب  
7 A32 سفید  رمک 8.2 1720  لیقوان  
8 D152 قهوه اي سبز  بژ 8.3 1650  کلیبر  
9 D144 کرم  کرم 8.5 1530  کلیبر  

10 G41 کرم  سفید 7.3 1606  )شاهوردي(کلیبر  
11 C84 اجري  اجري 8.7 1618  هریس  
12 C91 زیتونی  کرم 8.5 1459  هریس  
  
  
  

مشاهده  1نموداربا در نظر گرفتن  با توجه به جدول فوق و
خـاکی کـه    pHمعنـی دار ي مـا بـین     می شود که رابطه

باکتریـایی ایزولـه    ضـد قـدرت   ن گرفته شـده و آایزوله از 
درصد نمونـه هـایی    67چنانکه دیده می شود  .وجود دارد

بـالاي  pH که در گزینش ثانویه مثبت قوي هستند  داراي 

 ضــد بودنــد همچنــین همبســتگی مثبتــی بــین قــدرت 8
نها وجـود دارد  آشت ها وارتفاع محل برداایزوله باکتریایی 

 درصد نمونه هاي مثبت داراي ارتفاع بـیش  75بطوري که 
ــر  1500از  ــدمتــــــــ ــودار(بودنــــــــ )1نمــــــــ
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                                                                                                          الف

                       

  
  

  ب
  )ب(نمونه هاي داراي اثرات ضد باکتریایی قوي pHو )الف(حل هاي جداسازيارتفاع م: 1نمودار

  
  

   
در غربال گري اولیه جهت شناخت ایزولـه هـاي مثبـت از    

از آنها فعالیت ضـد   )درصد 14(ایزوله 44 ،ایزوله 310بین 
 داشـتند  یباکتریائی در مقابل میکروارگانیسم هاي آزمایش

 ـالیتی بـروز ندا هـیچ فع ـ  )درصد 86(عدد ایزوله 266و  .  دن
  ایزوله هـاي پاتوژن و  5در مقابل I82وH21  ي ها ایزوله
F51 و B33   پاتوژن مثبت بودند 2در مقابل .  

ــین  ــه  44از ب ــزینش اولی ــده از گ ــاب ش ــه انتخ  12 ،ایزول
در گزینش ثانویه فعال تشـخیص داده  )   درصد 27(ایزوله
دیگـر کـه هـیچ فعـالیتی نداشـته و یـا        ایزوله هاي .شدند

ــدند   ــاب نش ــود انتخ ــعیف ب ــان ض ــت ش ــدول(فعالی .)2ج
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 :ایزوله هاي انتخاب شده در گزینش ثانویه در مقابل میکروارگانیسم  آزمایشی) mm(اندازه هاله هاي عدم رشد  :2جدول 

(E.c)  ,  E. coli)S( S. aureus با حلال هاي مختلف*.  
  

 E.c(Dic) E.c(Et) E.c(H) E.c(Co) E.c(M) E.c(DDW) E.c(Die)  کد ایزوله
F51 18 22 0 0 0 15 21 

H83 0 0 0 0 0 0 0 

H112 0 24 0 0 17 15 0 

H111 0 0 0 0 18 22 0 

B33 26 22 0 0 0 8 0 

E45 0 18 17 0 9 19 21 

A32 0 0 0 22 0 30 0 

D152 0 17 0 0 0 10 20 

D144 0 11 0 0 0 0 0 

G41 0 29 0 0 0 9 10 

C84 0 0 0 0 9 0 0 
C91 0 18 0 0 0 12 0 
 S(Dic) S(Et) S(H) S(Co) S(M) S(DDW) S(Die)  کد ایزوله

F51 0 18 0 0 10 19 11 
H83 0 25 16 0 0 23 0 
H112 0 0 0 0 0 0 0 
H111 0 24 14 0 0 0 0 
B33 0 25 11 0 20 0 0 
E45 0 14 0 0 0 12 0 
A32 0 0 26 0 0 27 0 
D152 0 19 0 0 23 0 0 
D144 0 14 0 0 0 9 0 
G41 17 27 0 0 0 20 17 
C84 21 0 0 0 0 0 0 
C91 9 24 0 0 9 23 10 

  
  ) DDW(وآب مقطردو بار استریل )Die(اتیل اتر دي Dic) (دي کلرومتان      ) Et (اتیل استات) H( هگزان ) Co (کلروفرمM)  ( متانول*: 

   
  

از گـزینش اولیـه وثانویـه بـه ایـن      با مقایسه نتایج حاصل 
 وD21 ( اولیه گزینش فعالنتیجه رسیدیم که ایزوله هاي 

I82(  مـایع کـه ارگانیسـم هـاي      کشـت   وقتی در محـیط
از  فعـالیتی  پاتوژن در آن وجود ندارد قرار می گیرند هـیچ 

ویا ایزوله هـاي کـم فعـال گـزینش      نشان نمی دهند خود
ایع قـرار گرفتنـد   وقتـی در محـیط م ـ  ) B33وF51 (اولیه 

  .) 2جدول(بیشترین فعالیت را از خود نشان دادند

بااستفاده از جفت پرایمر طراحی  16SrDNAتوالی هاي 
غازگر آ اینکهبا توجه به  وتکثیر شد PCR با تکنیک ،شده

قسمت هاي ابتدایی وانتهایی توالی  رويها از
موجود در  اکتینومیسیتگونه هاي   16SrDNAهاي

NCBI با در نظر گرفتن اختصاصی  نیزو ده بودطراحی ش
جفت  1500انتظار قطعات تکثیر یافته  ،غازگر هاآبودن 

پس  .آن را نشان میدهد 1که شکل  نوکلئوتید را داشتیم
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، مرحله بعدي توالی یابی  16SrDNAاز تکثیر قطعات ژن 
 ضد  با فعالیتایزوله هاي  همه از میان که . آنهاست

 B33,F51,G41 ,مونه هاي نفقط  ،کتریایی زیاداب

C91,وE45  16جهت توالی یابی ژنSrDNA  انتخاب
.شدند

  
  
  

                           
M            B33                 C91                 E45                F51             G41                            

  
  

 M.  درصد 1.5در ژل آگاروز منتخب ایزوله  پنج، 16SrDNAه قطعات الکتروفورز محصولات تکثیر یافت: 1شکل
، B33  ،C91: بعدي محصول تکثیري ایزوله هاي به ترتیب لاینهاي).  فرمنتاس Kb DNA Ladder سایز مارکر (

E45  ،F51  وG41 .  
                        

  
ت همراه جف و  بطور مستقیم، محصولات تکثیري ایزوله ها

فرسـتاده  شرکت مـاکروژن   به  توالی یابیپرایمر ها جهت 
بـا برنامـه   داده هـاي حاصـل    ،شد که پس از تـوالی یـابی  

بررسی گردیدند  NCBIبا مراجعه به داده هاي  کروماس و
ــویه     ــان داد س ــه نش ــه نتیج ــا  C91ک ــه  97ب ــد ب درص

Streptomyces sampsonii  ،G41  درصــد بـــه   96بـــا
Streptomyces mediolani، F51 ــا ــه   82بـ ــد بـ درصـ

Streptomyces lividans و E45 درصــدبه   98بــا

Streptomyces albogriseolus  ــباهت دارد و  ،ش
                                                                                                        . نتیجه قابل قبولی نداشت  B33ایزوله

  
  

  بحث
ــاي   ــال ه ــازي و   در س ــه جداس ــات در زمین ــر مطالع اخی

ها از مناطق مختلف ایران گـزارش   اکتینومیست شناسایی
بررسی این منـابع وداده هـا نشـان مـی     . ) 8و7(شده است
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انجام نگرفته  زمینهدهد که تاکنون مطالعه جامعی در این 
با توجه به اهمیت این باکتري ها در زمینه تولید  لذا ،است

مطالعه حاضر بـا هـدف جداسـازي     ،اانواع آنتی بیوتیک ه
هاي مستعد وفعال مولد این مـواد   اکتینومیست وشناسایی

از خاك هاي منـاطق مختلـف آذربایجـان شـرقی صـورت      
پذیرفت که این مطالعه جـامعترین ودرعـین حـال دقیـق     

  .رب کشور استغترین آنها در منطقه شمال 
ــه      ــورت گرفت ــات ص ــاس مطالع ــر اس ــاي ب ــاکتري ه  ب

ترین گروه بـاکتري هـاي تولیـد کننـده     گبزر اکتینومیست
 بویژه مواد ضدباکتریایی وضد قارچی ،متابولیت هاي ثانویه

به منظور استحصال این مواد صدها مرکـز   که ) 2( هستند
کنــار دنیــا بــر روي ایــن  و در گوشــهوگــروه تحقیقــاتی، 

از  ). 11و8و7و1(مطالعه وتحقیق مـی کننـد   ،ارگانیسم ها
باکتري که بدانیم  می یابد اهمیتانی طرفی این مسئله زم

نتـی بیوتیـک   آبیماري زا با گذشت زمان نسـبت بـه    هاي
عملا و )7(هاي در دسترس از خود مقاومت نشان میدهند 

فـائق   جهـت  .این مواد از حیطه درمان خـارج مـی شـوند   
این مقاومت نیاز بـه آنتـی بیوتیـک هـاي جدیـد       آمدن به

منبـع  موجـود    ابزار وکه به جد می توان گفت تنها   است
مـوثر، میکروارگانیسـم هـا     براي تولید آنتی بیوتیک هـاي  

هـدف   بـا  در همین راستا و. هستند ها اکتینومیست بویژه
نمونــه  ،هــاي فعــال اکتینومیســت جداســازي وغربــالگري

 واز مناطق مختلف آذربایجانشـرقی جمـع آوري    هاییخاک
  . مطالعه شد

کـه   تلف نشان داد ات برروي خاك هاي مناطق مخمطالع
کـه در   وخاکهاي دست نخوردهمناطق بکر نظیر ارتفاعات 

 و ی بـالا جمعیت پتانسیل و زرع نمی شود داراي نها کشتآ
بـا   موضـوع که این متنوعی از باکتري هاست در عین حال 

ــاي ــارانOskay  بررســی ه ــال وهمک ــه س ــه  2004 ب ک
درمناطق جنگلی وکشاورزي کشور ترکیه انجام شـده بـود    

   .) 6(طابقت داردم
غربالگري اولیه با روش همپوشانی صورت گرفت کـه یـک   

 آنتا گونیستیبراي بررسی فعالیت هاي  مناسبمتد بسیار 
مقایسه داده هاي  با که بطوري بین میکروارگانیسم هاست

 مـی رسـد   رچنـین بـه نظ ـ  این مرحله با غربالگري ثانویه  
ال نشـان  نمونه هایی که در غربـالگري اولیـه خـود را فع ـ   

در مرحلـه اسـتخراج    ، I82وD21 ایزوله هاي مانند، دادند
غیر نها با میکروارگانیسم هاي آزمایشی آمتابولیت وبررسی 

بـا ایـن    بودند که دلیل آن عدم همجواري پاتوژن ها فعال

بـه   .واز بین رفتن فضاي رقـابتی میـان آنهاسـت    ایزوله ها
ر شود منتاي از خ همین دلیل هم هیچ ماده محدود کننده

مثال  براي برعکس این قضیه هم مشاهده شد نمی کنند و
 در گـزینش اولیـه فعالیـت قابـل     B33 وF51 ایزوله هـاي 

توجهی نداشتند اما در غربالگري ثانویه از جمله فعال ترین 
 قـدرت هار پاتوژن را بـا  چبودند که توانستند هر  ایزوله ها

 قـبلا  کـه ی که این نتیجه با پیش بینی هـای   محدود کنند
ــط ــاران Bushell توس ــده بــود   ) 1993(و همک ارائــه ش

  ).11(همخوانی دارد
 روش بهبود یافته  براي غربال گري ثانویه روش انتخابی ما،

راهی معمـول بـراي    انتشار زیرا تست بودانتشار از دیسک 
اسـت کـه    ایزوله هاییدر  فعالیت ضد باکتریایی صتشخی

انتشار خارجی  ، وشدر این ر)  7( فعالیت مشخصی ندارند
کشـت  آنتی بیوتیک از یک منبع به یک سطحی از محیط 

قطـر   ،می شـود  رشدبازدارنده  هالهیک  باعث ایجاد جامد
 .)7(لگاریتم غلظت آنتی بیوتیک است این هاله متناسب با

ــه نکــات ریــزي   ماننــد  در هنگــام اســتفاده ازایــن روش ب
داشت تا باید توجه غلظت اگار،   غلظت نمک و ،  pHدما،

ن جهت مهم اسـت کـه   آ از pH .بدست آوردنتیجه کاملی 
بعضی از مواد ضـد باکتریـایی در محـیط اسـیدي موثرنـد      
ــد     ــوادي ماننـ ــرعکس مـ ــویین و بـ ــد نیتروفورانتـ ماننـ
 آمینوگلیکوزیدها در محیط هاي قلیایی اثر خـوبی دارنـد،  

مانند  ژلهجامد،  باتوجه به این که  محیط کشتهمچنین 
ي منافـذي اسـت کـه مـواد ضـد باکتریـایی در       دارا بوده و

هنگام انتشار از این منافذ عبور میکننـد لـذا هـر چـه وزن     
کـم تـر باشـد بـه همـان       ،از دیسک همنتقل مولکولی مواد

نسبت به فاصله دورتري منتشر شده وقطر هاله عدم رشـد  
اگرچه انـدازه هالـه بـه تنهـایی تعیـین       .)7(بزرگتر میشود

ضد باکتریایی استحصـال شـده ویـا     کننده قدرت اثر ماده
 با توجه به اما ،)9(حساسیت میکروب مورد آزمایش نیست

 پـاتوژن هـاي   به نظر مـی رسـد کـه     2داده هاي جدول 
B.cereus  و S.aureus محـدود   پـاتوژن هـا   بیش از دیگر

در  GerhardtوScherrerیافته هاي  اند که این مطلب شده
تري هاي گـرم مثبـت   کند که باک را تایید می 1971سال 

ــدي   ــاي تولی ــت ه ــل متابولی ــتآ در مقاب ــا  کتینومیس ه
ــدم     ــاید ع ــل آن ش ــه دلی ــد ک ــتري دارن ــیت بیش حساس
وجودلیپیدهاي سرشار دردیواره سلولی از جمله لیپو پلـی  

  ).11(ساکارید در این باکتري هاست
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این نکته حاصل می شود کـه از   2از مقایسه نتایج جدول 
ستخراج متابولیـت هـا اسـتفاده    بین حلال هایی که براي ا

شد حلال غیـر قطبـی اتیـل اسـتات و قطبـی آب بسـیار       
مناسب است که احتمالا اولی متابولیت هـاي غیـر قطبـی    

مـایع  (ودومی متابولیـت هـاي قطبـی را از محـیط کشـت     
  . کشدی بیرون م) رویی

ــاي    ــا از روش ه ــس ه ــایی استرپتومایس ــه شناس در زمین
،بـرش آنزیمـی    DNA-DNAمولکولی نظیر هیبریداسیون 

DNA باکتري، کاملRAP D-PCR   و مقایسه توالی هـاي
استفاده میشودکه در بین روش هاي فـوق   16SrDNAژن

معمـولتر  در سالهاي اخیر استفاده از ژن به دلیل دقت بالا 
توســط  1991ســال درکــه مســتندترین مــورد )3(اســت 

Stackebrandt ــراي   و ــه ب ــد ک ــزارش ش همکــاران گ
ها از این ژن بهـره جسـت کـه     ینومیستاکت تقسیم بندي

ــهتوســط روش هــاي دیگــر  تســت  طبقــه بنــدي از جمل
  .)6(حمایت شد هم عددي بیوشیمیایی وتاکسونومی

ن جهت است که در طول آاز  16SrDNA ژندلیل برتري 
کمترین جهش وتغییر را بـه خـود دیـده اسـت از      ،تکامل

ــه ــنج ناحی ــرادف   εو  α β , γ,  δ , طرفــی پ در ت
ئوتیدي آن مشـخص شـده کـه از تنـوع کـافی بـراي       نوکل

 γ بـویژه ناحیـه   .ها برخوردار است اکتینومیستشناسایی 
ــده     ــنهاد ش ــویه پیش ــطح س ــدي در س ــراي رده بن ــه ب ک

بـه   در بین نـواحی فـوق   γ اهمیت منطقه) 10و6و3(است
از ( نزدیکتـر اسـت    ´5 انتهـاي  دلیـل اسـت کـه بـه     این

ه باعث می شـود در  که این مسئل)  158 - 203(نوکلئوتید
هنگام توالی یابی بطور کامل خوانده شود لذا می تـوان بـا   

 مورد نظر را ایزوله آن،در دست داشتن ترادف نوکلئوتیدي 
  .)3( با دقت بالایی شناسایی وثبت کرد

  
  نتیجه گیري

جدیـدي    ایزوله هاينشان می دهد که  مطالعهنتایج این  
رقی وجود دارد که در نمونه خاك هاي استان آذربایجان ش

  . باکتریایی جدیدي دارند ضدتوانایی تولید مواد 
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