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        در باسیلوس هاي غیر بیماریزا و تجدید نظر در طبقه بندي  pXO بررسی فراوانی پلاسمید
 PCRباسیلوس ها با روش 
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  چکیده 
، می باشد    pXO2و  pXO1داراي دو پلاسمید  کهعامل بیماري سیاه زخم است  باسیلوس آنتراسیس :هدف زمینه و

پلاسمید مسئول سنتز توکسین،  .کپسول را سنتز می کند pXO2و پلاسمید  استمسئول تولید توکسین  pXO1پلاسمید 
kb 189 ،و پلاسمید مسئول سنتز کپسولkb95 حضور ژنهدف از این مطالعه بررسی . اندازه دارندPxo  باسیلوس  در

  .بوده است  باسیلوس تورنژینسیسو  اسیلوس سروئوسب ، سوبتیلیس
نمونه خاك از سراسر کشور جمع آوري شد سپس اسپورها از خاك  65مقطعی،  –در این مطالعه توصیفی  :روش بررسی

مورد نظر پلاسمید استخراج  باسیلوس پس از شناسایی. جدا سازي شدند و تست هاي استاندارد بیوشیمیایی انجام گرفت
و   pXO1پلاسمیدو استفاده از  پرایمر اختصاصی براي ژن مسئول تولید توکسین در  PCRبا کمک تکنیک . گردید

  .مورد بررسی قرار گرفتند pXO2پلاسمید  پرایمر اختصاصی براي ژن مسئول تولید کپسول در
مورد آنها  12، وئوسباسیلوس سرمورد آنها   19باسیلوس جدا شدند  31نمونه خاك جمع آوري شده،  65از  :یافته ها

باسیلوس  3و  باسیلوس سوبتیلیس 2و  باسیلوس سروئوس 2باسیلوس نیز اهدایی و شامل  7بودند و  باسیلوس سوبتیلیس
باند ژن کل باکتریها  2/34یعنی  باسیلوس سروئوس 13در از کل باسیلوس هاي جداسازي شده تنها . بودند  تورنژینسیس

مورد بررسی باسیلوس هاي   در کل )pXO2(کپسول  رمز کنندهباند ژن ولی شد،   مشاهده) pXO1(توکسین  رمزکننده
  .مشاهده نشد

در ایران  باسیلوس سروئوسبه  باسیلوس آنتراسیس ازpXO1  پلاسمیداین تحقیق نشان داد که انتقال  :گیرينتیجه
  .  بررسی صورت نگرفته بودبه هیچ کدام  از باسیلوس هاي مورد pXO2 صورت گرفته است ولی انتقال پلاسمید 

  pXO2پلاسمید ، pXO1، پلاسمید باسیلوس، PCR :هاي کلیديواژه
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  21-28 صفحه ،دهمسیز شماره ،چهارم دوره ،1391 تابستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...در باسیلوس هاي   pXO بررسی فراوانی پلاسمید

 مقدمه
اي گرم مثبت بزرگ، هوازي، میله اي باسیلوس ها باکتري ه

. شکل و تشکیل دهنده اسپور هستند که ایجاد زنجیر می نمایند
بیشتر اعضاي این جنس در حالت رویشی، ساپروفیت هایی 

باسیلوس  هستند که در خاك، آب و هوا به سر می برند
زخم   عامل بیماري سیاه )Bacillus anthracis( آنتراسیس

. یولوژیک در ساخت سلاح کاربرد داردو در جنگ هاي ب است
 پلاسمید می باشد که pXO2و  pXO1داراي دو پلاسمید 

pXO1  189د و اندازه آن عهده داربر تولید توکسین راkb 
    95kbو  کند کپسول را تولید می pXO2  پلاسمید. است

سه فرم بیماري سیاه زخم شامل تنفسی، گوارشی و  می باشد
ع تنفسی میزان مرگ و میر بالایی را پوستی می باشد که نو

، باکتري بیماریزاي فرصت طلب ساکن باسیلوس سرئوس. دارد
خاك و عامل دو نوع مسمومیت غذایی انسانی شامل اسهال و 

، حشره کش باسیلوس تورنژینسیساستفراغ و اندوفتالمیت است 
مسئول ایجاد فساد مواد غذایی  باسیلوس سوبتیلیسبیولوژیک و 

    نابراین مسمومیت غذایی کمی را به وجود می آوردبوده و ب
)2-1.(   

در  سیآنتراس لوسیباسژن هاي توکسین  ،طی مطالعه اي
مرتبط با آن که نوعی بیماري شبیه سیاه  باسیلوس سرئوس

 6/99با شباهت  يپلاسمید شد و شناسایی ،ایجاد می کندزخم 
. شد یافت سیآنتراس لوسیباس درpXO1  درصدي با پلاسمید

  آن ها، روي PCRاز طریق آزمایشات فنوتیپی و آنالیز 
     مطالعه شد که مشخص گردید که باسیلوس سرئوس
، توانایی به وجود آوردن نوعی  G9241  باسیلوس سرئوس

این پلاسمید یک پلاسمید . بیماري شبیه سیاه زخم را دارد
بود که با شباهت بالا به پلاسمید   pBCXO1حلقوي به نام 

 ،سیآنتراس لوسیباسسئول کد کردن توکسین باکتري در م
به عهده  G9241 باسیلوس سرئوسوظیفه کد نمودن آن را در 

 با  ،ذکر شده  باسیلوس سرئوسخاصیت بیماري زایی . داشت
در مطالعه آن ها همچنین . اثر دادن روي موش به اثبات رسید

شد که روي ژن هاي مرتبط با تولید و کد کردن کپسول مطالعه 
نتیجه آن این بود که تشابه این ژن ها با ژن هاي مسئول کد 

  ).3(به اثبات نرسید  سیآنتراس لوسیباسکردن کپسول در 
باسیلوس  دربا تکنیک هاي مولکولی  طی یک بررسی

که  یافت شد pAW63  ،pBT9727دو پلاسمید ، تورنژینسیس
الی آنالیز تو .بود باسیلوس آنتراسیس pXO2مشابه پلاسمید 

     pXO2 و pAW63  pBT9727مربوط به سه پلاسمید

این دو . اند که از یک پلاسمید کونژوگاتیو مشتق شده نشان داد
      کردن رمزنقش  باسیلوس تورنژینسیس پلاسمید، در

باسیلوس  19تعداد . به عهده دارندرا پروتئین هاي کپسول 
وس باسیل 5، آزمایش شدند که از این تعداد تورنژینسیس
 باسیلوس تورنژینسیس  1داراي هر دو پلاسمید و  تورنژینسیس

 شباهت بین پلاسمید. بودند pAW63 فقط داراي پلاسمید  
pAW63   و پلاسمیدpXO2 به مراتب ، باسیلوس آنتراسیس

باسیلوس  pXO2 و  pBT9727بیشتر از شباهت بین 
وجود این دو پلاسمید در باسیلوس هاي ذکر . بود آنتراسیس

     ه، نشان دهنده این موضوع است که در برخی از  شد
، پلاسمیدهاي مشابه سرئوسباسیلوس ها به ویژه اعضاي گروه 

باسیلوس در . پلاسمید توکسین و کپسول وجود دارد
آزمایش شده در تحقیق آن ها، تنها پلاسمید  تورنژینسیس

شناسایی گردید  باسیلوس آنتراسیسمشابه با پلاسمید کپسولی 
ر مطالعه آن ها، براي یافتن پلاسمیدهاي شبیه توکسین در و د

  ).4(، نتیجه منفی داشت  باسیلوس تورنژینسیس
 با عنوان باسیلوس سرئوسیک پلاسمید بزرگ در اي  در مطالعه

pBCXO1  شبیه کهpXO1 بود یافت شدباسیلوس آنتراسیس. 
 حاويرا که  باسیلوس تورنژینسیسیک گونه از  همچنین
در مطالعه آن ها از . شد یافت بود pXO2شبیه  يپلاسمید

باسیلوس و  باسیلوس سرئوس ،باسیلوس تورنژینسیس
      . به تعداد یک نمونه از هر کدام استفاده شد میکوئیدس

براي جداسازي انواع پلاسمیدهاي بزرگ که اندازه اي در حدود 
350 kb از روش جداسازي پلاسمیدهاي بزرگ کمک  ،دارند

و  باسیلوس تورنژینسیسر تحقیق آن ها اثبات شد که د. گرفتند
واجد  ،قرار دارند سرئوسکه در گروه  باسیلوس سرئوس

وجود پلاسمیدهاي بزرگ در . پلاسمیدهاي بزرگ می باشند
نیز به اثبات  ،که مورد آزمایش قرار گرفت باسیلوس میکوئیدس

 ).5(رسید 
 لوسیباسدر  pXO1بر روي پلاسمید طی مطالعه اي 

 دریافت باسیلوس تورنژینسیسو  باسیلوس سرئوس ، سینتراسآ
 کاملاًباسیلوس ها   در اینpXO1  که قطعه اي از پلاسمید شد

بنام باسیلوس سرئوساز  گونهیک  همچنین در. شبیه است
که در برخی کشورهاي اروپائی به  DBT248 باسیلوس سرئوس

ید رود مشخص شد که فاقد پلاسم می عنوان پروبیوتیک بکار
pXO1 باسیلوس ایزوله  24آن ها، تعداد  در تحقیق. می باشد
از طریق واکنش زنجیر پلیمراز  باسیلوس تورنژینسیسو  سرئوس

)PCR (و  باسیلوس تورنژینسیس  6. مورد بررسی قرار گرفت
داراي قطعه اي شبیه قطعه موجود در  باسیلوس سرئوس 12
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، دوره چهارم، شماره سیزدهم91تابستان   

  و همکاران حجت اله مرادي

 12و  pXO1  دپلاسمیاین قطعه بین . بودند pXO1 پلاسمید 
داراي تشابهی حدود  ،جدا شده مورد آزمایش باسیلوس سرئوس

، که به عنوان شاهد pXO1هاي پلاسمیداین . درصدي بود 90
جدا و مورد استفاده قرار  باسیلوس آنتراسیس 3از  ،استفاده شد

اثر آن از نظر ، این قطعه پس از اینکه استخراج شد. گرفت
مستر بررسی شد که نتیجه سمیت روي سلول هاي تخمدان ها

نتایج مطالعه آن ها نیز . آن عدم تاثیر روي این سلول ها بود
 باسیلوس سرئوسبه   pXO1 بیان می کند که احتمالا پلاسمید

انتقال یافته است ولی به دلیل احتمالا  باسیلوس تورنژینسیسو 
، در آنها، فاقد خاصیت سمی بوده pXO2عدم وجود پلاسمید 

مسئول اثبات انتقال پلاسمید  از این تحقیق هدف ).6(است 
        بهمسئول سنتز کپسول پلاسمید  سنتز توکسین و نیز

و  باسیلوس تورنژینسیس، باسیلوس سرئوسایزوله هاي 
مشاهده در ایران با باسیلوس آنتراسیساز  باسیلوس سوبتیلیس

  .بود PCRباند در روش 
  

  بررسیروش 
سانتیمتري خاك مناطق تا ده  عمق سهاز  خاك نمونه 65تعداد 

استان هاي کرمانشاه ، تهران ، یزد، خراسان  مختلف ایران شامل
رضوي، خوزستان، همدان، ایلام، سمنان و فارس جمع آوري 

جمع آوري صاف و الک گردیدند و یک گرم پس ازخاك ها . شد
میلی لیتر  9 حاويدار که  از هر نمونه خاك درون لوله در پیچ

 80دقیقه در بن ماري  20ریخته شد و مدت  آب مقطر بود
پس از خنک شدن، از هر گراد حرارت داده شدند و  درجه سانتی

سوسپانسیون بر روي یک محیط نوترینت اگار کشت داده شد و 
سپس رنگ . ساعت نگهداري شد 48به مدت  37در دماي 

تست  در مرحله بعد. آمیزي گرم و رنگ آمیزي اسپور انجام شد
شامل تست هیدرولیز نشاسته، ووگس  هاي بیوشیمیایی

، تست سیترات، تست لستیناز ، تست کاتالاز، )VP(پروسکائر 
سیلین ، تست همولیز،  تست حرکت ، تست حساسیت به پنی

درصد نمک  5/6تست احیاي نیترات و رشد در محیط حاوي 
   . )9-7(طعام انجام شد

  
میکرولیتر  PCR: 50انجام  براي  pXOآماده سازي پلاسمید 

از . از آب مقطر استریل در لوله اپندروف استریل ریخته شد
نمونه مورد نظر چند کلنی به آب مقطر دیونیزه تلقیح و 

میکرولیتر از روغن معدنی بر روي  50.سوسپانسیون تهیه شد
دقیقه در حمام آب  20سوسپانسیون میکروبی ریخته و به مدت 

 10سپس نمونه جوشانده شده به مدت . جوش حرارت داده شد
سانتریفوژ، و لایه بین روغن معدنی و  rpm 10000دقیقه در  

  .مورد استفاده قرار گرفت PCR  رسوب، جدا شده و براي 
  

شخص نمودن حضور مورد استفاده جهت مپرایمرهاي  .1جدول
  ).11وpXO2 )10و  pXO1پلاسمیدهاي 

  

  
 mM 10میکرولیتر PCR buffer ،5/0 × 10میکرولیتر  5/2

dNTPs ،1 میکرولیتر Primer forward ،1 میکرولیتر 
Primer reverse ،4/0  میکرولیترTaq DNA polymerase ،

 H2O 5میکرولیتر  mM MgCl ،85/13 50میکرولیتر  75/0
استریل  2/0در لوله هاي اپندروف  plasmid DNA  میکرولیتر
ثانیه سانتریفوژ و  5سپس مخلوط واکنش به مدت . ریخته شد

برنامه ترموسایکلر با استفاده . رار گرفتدر دستگاه ترموسایکلر ق
دقیقه،  2براي  oC94 ×1 . از نمودار حرارتی زیر تنظیم شد

oC94 ×35  ثانیه، 30برايoC 55 ×35  ثانیه، 30براي oC 72 
دقیقه و سپس سرد کردن  7براي  oC72×1ثانیه،  30براي  35×

 2 با الکتروفورز بر روي ژل آگاروز PCRآنالیز محصول . oC4در 
   .درصد و رنگ آمیزي با اتیدیوم برماید انجام شد

  
  یافته ها

به رنگ در رنگ آمیزي گرم، باسیل ها به صورت میله اي و 
در رنگ آمیزي . در زیر میکروسکوپ مشاهده شدندبنفش 

اسپور، شده سلول هاي رویشی به رنگ قرمز، و اسپورها گرد و 
ت هاي نتیجه تس .یا بیضی و به رنگ سبز مشاهده شدند

 بیوشیمیایی به این صورت بود که در تست کاتالاز، ایجاد 
حباب هاي سریع و ماندگار با حالت جوش زدن و در تست رشد 

نمک طعام، تغییر رنگ محیط از صورتی به زرد و در % 5/6در 

Product 
size Sequence 5’–3’  Target 

596 bp 
TCC-TAA-CAC-TAA-CGA-AGT-CG PA 1 

Protective 

antigen 
(PA) 

GAG-GTA-GAA-GGA-TAT-ACG- GT PA 2 

Capsule 
846 bp 

CTG-AGC-CAT-TAA-TCG-ATA-TG Cap1 

TCC-CAC-TTA-CGT-AAT-CTG-AG Cap2 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...در باسیلوس هاي   pXO بررسی فراوانی پلاسمید

مسیر خط کشت به  درپخش شدن آن  تست بررسی حرکت،
ایجاد  ،احیاي نیتراتط و در تست اطراف و کدر نمودن محی

معرف  از اضافه کردن دقیقه پس 3 تا 1 عرض در رنگ قرمز
و در تست هیدرولیز آلفانفتیل آمین  و اسید سولفانیلیک

نشاسته، ایجاد هاله بی رنگ اطراف کلنی هاي پس از افزودن 
 15مدت  و تولید رنگ قرمز در ایجاد واکنش VPید و در تست 

ست لستیناز، یا بیشتر پس از افزودن معرف و در ت دقیقه
 مشاهده کدورت سفید مات در اطراف کلنی ها و در تست

و در تست حساسیت به پنی سیلین،  ایجاد رنگ آبی، سیترات
ایجاد هاله عدم رشد و در تست همولیز، ایجاد منطقه شفاف 

نمونه خاك  65از . اطراف کلنی بیانگر مثبت بودن تست ها بود
. سیلوس جداسازي شدبا 31جدا شده از مناطق مختلف ایران، 

 باسیلوس  1و  باسیلوس سوبتیلیس 1، باسیلوس سرئوس 1
باسیلوس  1از واحد تهران شمال و همچنین  تورنژینسیس

از  تورنژینسیس باسیلوس 2و  باسیلوس سوبتیلیس 1، سرئوس
طرف آزمایشگاه دانشگاه علوم و تحقیقات یراي انجام این 

باسیلوس ، رئوسباسیلوس س 38در مجموع . تحقیق اهدا شد
براي انجام این تحقیق  تورنژینسیس باسیلوسو  سوبتیلیس

 14، باسیلوس سرئوس 21استفاده شد که از این تعداد 
بیشترین . بود تورنژینسیس باسیلوس 3و  باسیلوس سوبتیلیس

نمونه ها از خاك استان هاي کرمانشاه، یزد و تهران جدا شدند 
نمونه از هر استان  3داد و به تع باسیلوس سرئوسکه مربوط به 

باسیلوس بیشترین جداسازي باسیلوس از خاك، مربوط به . بود
درصد بود و  64/49با  باسیلوس سرئوس 19به تعداد  سرئوس

جدا  باسیلوس سوبتیلیسو  باسیلوس سرئوسمجموع درصد 
درصد بیشترین و  25/13شده در استان هاي کرمانشاه و یزد با 

باسیلوس و  لوس سرئوسباسیکمترین مجموع درصد 
  .درصد بود 63/2مربوط به خاك استان همدان با  سوبتیلیس

  
پس از : PCR نتایج حاصل از انجام الکتروفورز بعد از  

در  pXO1براي پلاسمید  PCRاستخراج پلاسمید ها و انجام 
 در  باسیلوس سرئوس 13نشان داد که  باسیلوس سرئوس 21
bp596 ند، که باند ژن تولید کننده این با. داراي باند هستند

  است، مشخص می کند pXO1توکسین در پلاسمید 
 PCRانجام . هستند pXO1داراي پلاسمید  باسیلوس سرئوس

باسیلوس  14، باسیلوس سرئوس 8در pXO1 براي پلاسمید 
نشان داد که هیچ کدام  تورنژینسیس باسیلوس 3و  سوبتیلیس

داراي باند  pXO1د براي ژن تولید کننده توکسین در پلاسمی
 باسیلوس 21در   pXO2براي پلاسمید PCRانجام . نبودند

 تورنژینسیس باسیلوس 3و    باسیلوس سوبتیلیس 14، سرئوس
شان داد که هیچ کدام براي ژن تولید کننده کپسول در ن

  .داراي باند نبودند pXO2پلاسمید 
  

      تعداد باسیلوس هاي جدا شده از خاك و فراوانی. 2جدول 
  نمونه هاي خاك هر استان

  

  
شماره هاي ،  B. cereusنمونه  13تا  1شماره  . 1شکل 

مارکر سایز  pXO1 .Mداراي پلاسمید  8،9،10،11،12،13،7
100bp DNA ladder size marker فرمنتاس  

  

  يباکتر نوع  
  
  

 نام استان      

B. cereus
  B. subtilis
 B. thuringiensis

 

وع
جم

م
 

 %13,25 5 -  -  %5,36 2 %7,89 3 کرمانشاه

 %7,99 3 -  -  %2,63 1 %5,36 2 ایلام

 %2,63 1 -  -  -  -  %2,63 1 همدان

 %10,52 4 -  -  %2,63 1 %7,89 3 تهران

 %10,72 4 -  -  %5,36 2 %5,36 2 خراسان رضوي

 %13,25 5 -  -  %5,36 2 %7,89 3 یزد

 %7,99 3 -  -  %5,36 2 %2,63 1 سمنان

 %7,99 3 -  -  %2,63 1 %5,36 2 خوزستان

 %7,99 3 -  -  %2,63 1 %5,36 2 فارس

 %18,61 7 %7,894 3 %5,36 2 %5,36 2 اهدایی

 %100 38 %7,894 3 %36,842 14 %55,263 21 کل
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، دوره چهارم، شماره سیزدهم91تابستان   

  و همکاران حجت اله مرادي

  
       ، B. cereus 18تا  1شماره هاي . M (100bp(مارکر .2شکل 

B. subtilis  وB. thuringiensis  فاقد پلاسمید  pXO1 . شماره
  )کنترل مثبت ( B. anthracisنمونه  19

  

 B. anthracisنمونه  1شماره .  M (100bp(مارکر. 3شکل 
        و B. cereus  ،B. subtilis  9تا  2شماره .). کنترل مثبت(

B. thuringiensis  فاقد پلاسمیدpXO2   
  

  بحث
  pXO2  و  pXO1داراي دو پلاسمید  باسیلوس آنتراسیس

هاي توکسین است و  حاوي ژن pXO1می باشد، پلاسمید 
دومین پلاسمید آن . گردد باعث ایجاد خاصیت سمی آن می

pXO2 هاي سنتز کننده کپسول است، که براي  حاوي ژن
با توجه به . باشد خاصیت بیماریزائی این باکتري ها ضروري می

نکه در برخی از مطالعات اخیر، ژن تولید توکسین و ژن تولید ای
 باسیلوس سرئوسهاي دیگر به خصوص  کپسول به باسیلوس

در pXO2 و  pXO1انتقال یافته است، وجود پلاسمید 
 باسیلوسو  باسیلوس سوبتیلیس، باسیلوس سرئوس

در مورد  PCRبا مشاهده باند در روش  تورنژینسیس
نمونه آزمایش  38از . هاي مذکور در ایران بررسی شد باسیلوس
باند مربوط به ژن تولید کننده  باسیلوس سرئوس 13شده، در 

 ولی باند. مشاهده شد PCRدر   pXO1توکسین در پلاسمید 
     در کل pXO2ژن تولید کننده کپسول در پلاسمید 

  .باسیلوس هاي مورد بررسی مشاهده نشد

          یک پلاسمید بزرگ در اندروپ و همکارانش،  طالعهر مد
               pXO1 شبیهکه  pBCXO1 با عنوان باسیلوس سرئوس

              یک گونه از همچنین .بود یافت شد باسیلوس آنتراسیس
 pXO2شبیه  يپلاسمید حاويرا که  تورنژینسیس باسیلوس

 ،تورنژینسیس یلوسباسدر مطالعه آن ها از . شد یافت بود
به تعداد یک نمونه از  باسیلوس میکوئیدسو  باسیلوس سرئوس

براي جداسازي انواع پلاسمیدهاي بزرگ . هر کدام استفاده شد
از روش جداسازي  ،دارند kb 350که اندازه اي در حدود 

در تحقیق آن ها اثبات شد . پلاسمیدهاي بزرگ کمک گرفتند
که در گروه  لوس سرئوسباسیو  تورنژینسیس باسیلوس که

وجود . واجد پلاسمیدهاي بزرگ می باشند ،سرئوس قرار دارند
که مورد آزمایش  باسیلوس میکوئیدسپلاسمیدهاي بزرگ در 

که روي آن  تورنژینسیس باسیلوس. به اثبات رسید ،قرار گرفت
نتایج به . از زخم هاي حاصل از جنگ جدا گردید ،مطالعه شد

نتایج مطالعه حاضر که وجود پلاسمید  با دست آمده در مطالعه
را  باسیلوس سرئوسدر  باسیلوس آنتراسیس pXO1شبیه 

همچنین نتایج به دست آمده در . اثبات نموده همخوانی داشت
آن ها با نتایج مطالعه حاضر براي اثبات وجود پلاسمید  مطالعه
 تورنژینسیس باسیلوسدر  باسیلوس آنتراسیس pXO2شبیه 

   ).5( همخوانی نداشت
 باسیلوس سرئوسبررسی ژنوم در مطالعه راسکو و همکارانش، 

آن را تعیین توالی کردند و پس از آنالیز و  وشد انجام  10987
باسیلوس و  باسیلوس آنتراسیسو مقایسه با  PCRغربالگري 

در  pXO1ه یشب ي، مشخص شد که پلاسمید14579 سرئوس
را  عواملاز وجود دارد که یک سري  10987 باسیلوس سرئوس

ه زاندا 208kbاین پلاسمید حدود  .کند رمز گذاريمی تواند 
 189kb باسیلوس آنتراسیس pXO1در حالی که اندازه ، داشت

  pXO1 آن ها نشان داد که پلاسمید نتایج مطالعه. بود
باسیلوس  با پلاسمید مشابه در% 40حدود  باسیلوس آنتراسیس

ها، نتیجه جالب مطالعه آن . یکسان است ،10987 سرئوس
 10987 باسیلوس سرئوسدیگري هم داشت و آن این بود که 
حال  ،بود)  pBc10987(داراي یک پلاسمید بزرگ و واحد 

آنکه با وجود این پلاسمید که رمزگذاري کننده توکسین و 
این باکتري فاقد قدرت بیماري  ،عوامل تهاجمی باکتري است

باسیلوس ی این گونه از این مسئله و عدم بیماري زای. زایی بود
باعث گردید تا از این گونه به عنوان مدلی براي بررسی  سرئوس

در این . استفاده شود باسیلوس آنتراسیسبیولوژي پلاسمید 
مطالعه، با توجه به شباهت پروتئین ها و نوکلئوتیدها بین 

دریافت شد که این دو ، pXO1و  pBc10987پلاسمیدهاي 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...در باسیلوس هاي   pXO بررسی فراوانی پلاسمید

یک گروه پلاسمید هاي داراي  پلاسمید ممکن است اعضاي
در  باسیلوس سرئوسپلاسمید یافت شده در . نسخه پایین باشند

این مطالعه احتمالاً به دلیل عدم وجود ژن هاي کپسولی فاقد 
 توانایی براي بیماري زایی است و وجود پلاسمیدهاي شبیه

pXO1   یا پروتئین هاي مرتبط با آن در مطالعه ما نیز تأیید
  .)12( شد

با واسطه  DNAانتقال ه الینبرگ و همکارانش، ر مطالعد
پلاسمیدهاي کونژوگاتیو بزرگ بین اعضاء گروه سرئوس مورد 

که به وسیله انتقال پلاسمید  نشان داده شدو گرفت بررسی قرار 
. گروه ایجاد گردیده است به سایر اعضاء باسیلوس آنتراسیساز 

 ،ضاي گروه سرئوساین مطالعه نشان داد که پلاسمیدها بین اع
این انتقال باعث می گردد تا  ،انتقال می یابند و در نتیجه

خاصیت بیماري (خصوصیات مربوط به پلاسمید انتقال یافته 
در این مطالعه روي . به اعضاي دیگر گروه نیز منتقل شود) زایی
باسیلوس از اعضاي این گروه مطالعه شد که پلاسمیدهاي  16

 ،باسیلوس 7این . وس جدا و گزارش شدباسیل 7قابل انتقال از 
بودند که  باسیلوس سرئوسو  تورنژینسیس باسیلوس

در آن ها وجود داشت و مقایسه kb 128 پلاسمیدهایی با اندازه 
در الکتروفورز نشان که  باسیلوس آنتراسیسآن با پلاسمیدهاي 

 باسیلوس آنتراسیس pXO1 این پلاسمیدها با پلاسمید 
این تحقیق نشان داد که با . دي داشتدرص 85شباهت حدود 

 pXO1 با پلاسمید ،توجه به شباهت پلاسمیدهاي کونژوگاتیو
احتمالاً کونژوگاتیو   pXO1پلاسمید  ،باسیلوس آنتراسیس

درصدي در این مطالعه و نیز  43با توجه به نتیجه مثبت . است
در بین باکتري هاي مثبت از نظر  باسیلوس سرئوسوجود 

درصدي مطالعه  34وق و با توجه به نتایج مثبت پلاسمیدهاي ف
حاضر و نیز مقایسه آن با این بررسی می توان نتیجه گرفت که 

باسیلوس به   باسیلوس آنتراسیس ازpXO1  انتقال پلاسمید
  ).13(نیز در ایران صورت گرفته است  سرئوس

باسیلوس و  G9241 باسیلوس سرئوس جداسازي نمونه هاي
از  03BB108 اسیلوس سرئوسبو 03BB102 سرئوس 

 شمپانزه و گوریل که در اثر بیماري شبیه سیاه زخم مرده بودند
باسیلوس همچنین ایجاد بیماري شبیه سیاه زخم توسط 

و  pXO1و اثبات وجود دو پلاسمید  در حیوانات  ZK سرئوس
pXO2 و عدم  تورنژینسیس باسیلوس   و باسیلوس سرئوس در

، این حقیقت را که تراسیسباسیلوس آنمحدود بودن به 
پلاسمیدها به آسانی انتقال داده می شوند یا از دست می روند 

اگر . طبقه بندي هستند معیاري غیر قابل قبول براي اهداف 
باسیلوس از بین برود از  باسیلوس آنتراسیسیک پلاسمید در 

باسیلوس   و به عنوان. غیر قابل تشخیص می شود سرئوس
باسیلوس  به علاوه جداسازي گونه هاي. دوانمود می کن سرئوس
با یک کپسول جدید  pXO1که داراي پلاسمید  سرئوس

هستند و ایجاد بیماري شبیه سیاه زخم می کنند می توانند به 
وانمود کنند و این ها را براي طبقه  باسیلوس آنتراسیسعنوان 

  کشفیات اخیر نشان داده است که . بندي نامناسب می سازد
ی را که باعث بیماري شبیه سیاه زخم شده اند باید گونه های

تعریف و  باسیلوس آنتراسیسو  باسیلوس سرئوسمثل 
نامگذاري شوند تا اینکه ارتباط وابسته به تکامل و ویژگیهاي 

  :فنوتیپی به طور محکم برقرار شود این نامگذاري دو مزیت دارد
یکی اجتناب از سردرگمی مربوط به عوامل زیاد بیولوژ: اول

     به روز کردن اطلاعات از طریق: دوم تشخیص داده شده
     وجود  پایگاه هاي اطلاعات علمی و نشریه ها و تشخیص درست 

              ژن هاي توکسین سیاه زخم در باسیلوس هاي غیر
نشان می دهد که بیماري شبیه سیاه زخم  باسیلوس آنتراسیس

نبایستی تنها به تشخیص بنابراین . را می تواند ایجاد کنند
سریع عوامل شناخته شده پیشین بسنده نمود بلکه باید به قدر 
کافی سرعت شناخت و پاسخ به دیگر عوامل را در نظر داشت و 
مراکز کنترل و جلوگیري از بیماري آمادگی کافی را براي 

     از آنجایی که وجود این ژن هاي  .نظارت و مراقبت داشته باشند
، سیستم دسته بندي عوامل باسیلوس سرئوسدر بیماري زا 

بیماریزا را به چالش خواهد کشاند پس چنین سیستم هاي 
دسته بندي، براي انتقال ژن که در طبیعت به وفور اتفاق می 
افتد و می تواند تعداد نامعلوم از گونه هاي جدید و ترکیبات 

د از امکان دار. مختلف را ایجاد کند باید مورد توجه قرار گیرد
مهندسی ژنتیک شده در جنگ بیولوژیک  باسیلوس آنتراسیس

به   pXO2و pXO1استفاده شود که احتمالاً از انتقال ژن هاي 
  اسیلوس ها استفاده می کنند، پس می توان ازب  سایر

و  pXO1بیماري زا که حاوي ژن هاي  باسیلوس هاي غیر
pXO2 اي غیر هستند و یا با انتقال این ژن ها به باسیلوس ه

بیماري زا صورت گرفته است براي تهیه واکسن جهت مبارزه 
  .دفاعی افدام نمود

  
 نتیجه گیري

 ازهاي توکسین می باشد که  حاوي ژن pXO1پلاسمید 
انتقال پیدا کرده است اما باسیلوس سرئوسبه  باسیلوس آنتراسیس

      هاي سنتز کننده کپسول که حاوي ژن pXO2پلاسمید 
ي خاصیت بیماریزایی این باکتري ها ضروري می باشد و برا
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رو  توجه جدي  است را هنوز ندارند و بیماري زا نیستند، از این
  .به این مسئله لازم است

  
  

 تشکر و قدردانی
از جناب آقاي دکتر حزین و پرسنل محترم آزمایشگاه پارس  

شهرستان سرپل زهاب  که در انجام این پژوهش ما را یاري 
 .ه تشکر می شودنمودند صمیمان
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