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  چکیده 
هاي گیاهی و فعالیت علیه تعدادي از پاتوژن پومیلوس باسیلوسي با توجه به فعالیت آنتاگونیستی گونه :زمینه و هدف

  میکروبی ایزوله و زا، این تحقیق با هدف بررسی فعالیت ضدهاي بیماريها و قارچاکتريمیکروبی این گونه علیه بضد
و سه  کامپستریس گزانتوموناسو  کاروتووروم پکتوباکتریوم علیه دو فیتوپاتوژن پومیلوس باسیلوسي استاندارد  سویه

میکروبی ي ضدسازي شرایط تولید مادهبهینه و آیروژنوزا سودوموناسو  سرئوس باسیلوس، کاندیدا آلبیکنزپاتوژن انسانی 
  .انجام گرفت

و آزمایش  وشیمیاییهاي بیاز روش تهیه رقت در آگار، آزمایش باسیلوس پومیلوسي براي جداسازي گونه :روش بررسی
یق دیسک و ي فعالیت آنتاگونیستی، از روش انتشار در آگار از طرجهت بررسی اولیه. بیوتیک استفاده شدحساسیت به آنتی

میکروبی از محیط ساختگی و روش انتشار در آگار از طریق چاهک ي ضدمحیط تریپتیکیز سوي براث و جهت تولید ماده
-5(، غلظت گلوکز )pH )9-6میکروبی با تغییر فاکتورهایی مانند ي ضدسازي شرایط تولید مادهدر ادامه، بهینه. استفاده شد

هاي آماري آنالیز و آزمون SPSSها با نرم افزار داده. مورد سنجش قرار گرفت) عتسا 0-72(و زمان انکوباسیون %) 1
  .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت) ANOVA(واریانس 

میکروبی بهتري علیه باکتري گرم مثبت پاتوژن انسانی در ي استاندارد مورد بررسی فعالیت ضدایزوله و سویه :هایافته
 pH 7 ،3%میکروبی در بیشترین میزان تولید ترکیبات ضد. هاي مورد آزمایش نشان دادندیسممقایسه با سایر میکروارگان

و  pHهمچنین بین تغییر . هاي هدف بدست آمدعلیه میکروارگانیسم C˚37ساعت انکوباسیون در  48گلوکز و بعد از 
دار مشاهده شد ي معنیوبی رابطهمیکرغلظت گلوکز محیط کشت تولیدي و زمان انکوباسیون در تولید بیشتر مواد ضد

)05/0< P.(  
و زمان  pHهاي خارجی مانند نتایج نشان داد که نوع و ترکیبات محیط کشت مورد استفاده و تغییر فاکتور :گیرينتیجه

  .میکروبی باسیلوس پومیلوس مؤثرندانکوباسیون در تولید بیشتر ماده ي ضد
  گريی، باسیلوس پومیلوس، غربالمیکروبی طبیعترکیبات ضد :هاي کلیديواژه

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  45-52 صفحه ،سیزدهم شماره ،چهارم دوره ،1391 تابستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

  ...استانداردي  میکروبی ایزوله و سویهبررسی فعالیت ضد

  مقدمه
هاي تولید شده مولکولمیکروبی، ریزي ضدهاي ثانویهمتابولیت

باشند که اغلب در رشد و زنده ماندن ها میتوسط ارگانیسم
هاي ري نیستند و برخلاف اکثر ماکرومولکولارگانیسم ضرو

ساکاریدهایی نوکلئیک و پلی ها، اسیدهايمتداول مثل پروتئین
اند، فقط در ي ارگانیسم زندههاي اولیهکه پایه و اساس پروسه

طور کلی به. هاي ثانویه ارگانیسم دخالت دارندبرخی از فعالیت
ص مانند ي شرایط خاي در نتیجه هاي ثانویهمتابولیت

ي ایدیوفاز زندگی ارگانیسم، محدودیت منابع غذایی، طی دوره
        هاي تنظیمی، عواملکار دفاعی، مولکول و عنوان سازبه

هاي متابولیت). 3-1(شوند ها تولید میبیوتیکی و نظیر این آنتی
جمله  شوند، که از آنثانویه با اهداف گوناگونی جداسازي می

ی یک ترکیب ناشناخته با فعالیت زیستی توان به شناسایمی
هاي مختلف خاص و همچنین استفاده از این ترکیبات در زمینه

  ).5و4(و تلاش براي سنتز مصنوعی این ترکیبات اشاره کرد 
هاي پاتوژن مقاوم به دارو ها و قارچپیدایش رو به رشد باکتري

 رواز این. آیدیک مشکل جدي در سراسر جهان به حساب می
قارچی جدید و باکتریایی و ضدامروزه تحقیق و کشف عوامل ضد

فرآیند تولید مواد ). 6(مؤثر مورد توجه زیادي قرار گرفته است 
گري و جداسازي تعداد وسیعی میکروبی معمولاً شامل غربالضد

سازي شرایط تغییر و بهینه و ها، آزمایشاتاز میکروارگانیسم
هاي جدا شده از خاك و رگانیسممیکروا). 7(باشد تولید می

    عنوان منبع مفیدي از ترکیبات هاي طبیعی، بهسایر مکان
  ).8 و 7(آیند  میکروبی طبیعی به حساب میضد

باکتري هوازي، گرم مثبت یا گرم متغیر،  پومیلوس باسیلوس
صورت منفرد و جفت باشد که بهاي کوچک می متحرك و میله

کلنی این گونه متغیر بوده، فاقد  مورفولوژي .شوددیده می
مطالعات . شونداند و اغلب صاف و مات دیده میپیگمان

         يي فعالیت ضدمیکروبی گونهمتعددي در زمینه
   توسط محققین انجام گرفته است که از  پومیلوس باسیلوس

با فعالیت  4 باکتریوسین پومیلیسینتوان به تولید جمله می آن
سیلین مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسعلیه باکتریایی ضد
و ) 9و6(مقاوم به وانکومایسین  فاکالیس انتروکوکوسو 

قارچی این گونه علیه آفلاتوکسین اشاره همچنین فعالیت ضد
  ).10(نمود 

علیه  پومیلوس باسیلوسي با توجه به فعالیت آنتاگونیستی گونه
میکروبی این گونه ضد هاي گیاهی و فعالیتتعدادي از پاتوژن

، این تحقیق )11(زاي انسانی هاي بیماريها و قارچعلیه باکتري

ي استاندارد میکروبی ایزوله و سویهبا هدف بررسی فعالیت ضد
  کاروتووروم پکتوباکتریوم علیه دو فیتوپاتوژن پومیلوس باسیلوس

 PTCC: 1657  کامپستریس گزانتوموناسو PTCC: 1473  و
باسیلوس ، PTCC: 5027 کاندیدا آلبیکنزانسانی  سه پاتوژن

 :PTCC  سودوموناس آئروژنوزا و PTCC: 1565 سرئوس
میکروبی انجام ي ضد سازي شرایط تولید مادهو بهینه1558
 .گرفت

 
  بررسیروش 

هاي خاك از نمونه پومیلوس باسیلوسي  جهت جداسازي گونه
شرایط  مناطق مختلف زراعی و جنگلی شهرستان لاهیجان در

آوري گردید و به متري جمعسانتی 10الی  5استریل از عمق 
ي مورد نظر انتقال  آزمایشگاه جهت جداسازي و شناسایی گونه

متر میلی 2هایی با قطر منافذ هاي خاك با الکنمونه. داده شد
لیتر آب میلی 99الک شدند و یک گرم از هر نمونه خاك در 

رقت (آید  ورت سوسپانسیون درص مقطر استریل حل گردید تا به
هاي ها و باقی ماندن باسیلبه منظور از بین رفتن قارچ). 10- 2

دقیقه در  20به مدت 10- 2اسپوردار، ارلن مایر حاوي رقت 
سپس با استفاده از . در بن ماري گذاشته شد C˚80 دماي

 10-7هاي بن ماري شده تا روش تهیه رقت در آگار از نمونه
% 7حاوي  در روي محیط مغذي نوترینت آگاررقت تهیه شد و 

NaCl در C˚30  ساعت در گرمخانه قرار داده شد 48به مدت .
   هاي مشکوك به ي انکوباسیون، از پلیتبعد از اتمام دوره

آمیزي گرم و هاي باسیل لام تهیه شد و توسط رنگکلنی
هاي گرم مثبت اسپوردار شناسایی  مالاشیت گرین، باسیل

ي مورد نظر، کلنی  ادامه جهت خالص سازي گونهدر . شدند
هاي گرم مثبت اسپوردار روي محیط کشت تریپتیکیز باسیلوس

ي جهت تشخیص قطعی گونه. سوي آگار کشت داده شدند
هاي بیوشیمیایی افتراقی شامل هیدرولیز مورد نظر، از آزمایش

هاي بیوشیمیایی تأییدي آزمایش و پروسکوئر نشاسته و وگس
آز، مصرف سیترات، اوره تخمیر قند، احیاي نیترات، مانند

حساسیت به  آزمایشو  تحمل نمک فرمانتاسیون، اکسیداسیون
در این تحقیق تمام مواد ). 12(بیوتیک استفاده شد آنتی

هاي مورد استفاده، از شرکت مرك  شیمیایی و محیط کشت
 هاي استاندارد مورد آزمایش از مرکزآلمان و میکروارگانیسم

هاي علمی و هاي سازمان پژوهشها و باکتري کلکسیون قارچ
 :PTCC باسیلوس پومیلوس: صنعتی ایران خریداري شدند

 باسیلوس سرئوس ،PTCC: 1558 سودوموناس آئروژنوزا ،1319
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، دوره چهارم، شماره سیزدهم91بستان تا  

  و همکاران قیالمیرا پوربا

PTCC: 1565، کاندیدا آلبیکنز PTCC: 5027،  گزانتوموناس
گونه زیر  کاروتووروم پکتوباکتریوم ،PTCC: 1473 کامپستریس
این تحقیق در طی بهار و تابستان .  PTCC: 1657 کاروتووروم

  .انجام گرفته است 1390
ي استاندارد ي فعالیت آنتاگونیستی ایزوله و سویهبررسی اولیه

ي جهت بررسی اولیه :هاعلیه پاتوژن باسیلوس پومیلوس
باسیلوس ي استاندارد ایزوله و سویه میکروبیفعالیت ضد

هاي انسانی مورد بررسی دو فیتوپاتوژن و پاتوژنعلیه پومیلوس 
روش انتشار در آگار از و  محیط کشت تریپتیکیز سوي براثاز 

    از  ،به این منظور. استفاده گردید طریق دیسک
باسیلوس ي خالص هاي استاندارد و ایزوله میکروارگانیسم

سوسپانسیون با کدورت معادل لوله نیم مک فارلند پومیلوس 
هاي پاتوژن شد و با سوآب استریل از میکروارگانیسمتهیه 

  اي روي محیط تریپتیکیز سوي آگار استاندارد، کشت سفره
 80هاي بلانک به میزان  در ادامه، دیسک. انجام گرفت

ي  میکرولیتر با سوسپانسیون نیم مک فارلند ایزوله و سویه
دت ها به م ي مورد بررسی تلقیح شدند و پلیت استاندارد گونه

در گرمخانه قرار داده شدند و  C˚37 ساعت در دماي 48
باسیلوس  ي استاندارد فعالیت آنتاگونیستی ایزوله و سویه

ي عدم رشد علیه  بر اساس وجود یا عدم وجود هاله پومیلوس
       متر هاي مورد آزمایش بر حسب میلیمیکروارگانیسم

یانگین قطر هر آزمایش سه بار تکرار شد و م. گیري شداندازه
  .محاسبه گردید) با احتساب قطر دیسک(ي مهاري  هاله

  
: استفاده از محیط ساختگی جهت تولید ترکیبات ضدمیکروبی

ي فعالیت آنتاگونیستی، بررسی بیشتر جهت پس از بررسی اولیه
ي استاندارد میکروبی توسط ایزوله و سویهتولید ترکیبات ضد
در آگار از طریق چاهک توسط روش انتشار  باسیلوس پومیلوس

بدین منظور . صورت گرفت ساختگیو با استفاده از محیط 
طور به باسیلوس پومیلوسي استاندارد ابتداء ایزوله و سویه

عنوان محیط به( جداگانه در محیط کشت تریپتیکیز سوي براث
 rpm120 در انکوباتور شیکردار با دور  C˚30 در) کشتپیش

حدود  ،در ادامه. انه قرار داده شدساعت در گرمخ 48به مدت 
 250درون ارلن مایر  ساختگیلیتر از محیط کشت میلی 100
از محیط پیش کشت به ارلن % 10لیتري استریل شد و میلی

به  rpm 120توسط شیکر با دور  C˚30مایر اضافه گردید و در 
سپس جهت بدست . ساعت در گرمخانه قرار داده شد 24مدت 

ت فاقد سلولی سانتریفوژ شد و توسط فیلترهاي آوردن سوپرناتان
 24هاي در ادامه از کشت. میکرومتري استریل گردید 2/0

هاي استاندارد مورد آزمایش، ساعته میکروارگانیسم
سوسپانسیون نیم مک فارلند تهیه شد و با استفاده از سوآب 

کشت   استریل در سطح محیط کشت تریپتیکیز سوي آگار
متر در محیط میلی 4×6هایی با قطر هکسپس چا. داده شد

میکرولیتر از سوپرناتانت تهیه  80کشت ایجاد شد و حدود 
ها به مدت سپس پلیت. ها اضافه گردیدداخل چاهکشده، به

در گرمخانه قرار داده شدند و خواص  C˚ 37 ساعت در 24
    ي مهاري بر حسب گیري قطر هالهمیکروبی با اندازهضد

هر آزمایش سه بار تکرار شد و میانگین  .یین شدمتر تع میلی
  .محاسبه گردید) با احتساب قطر چاهک(ي مهاري قطر هاله

  
پارامترهایی : میکروبیسازي شرایط تولید ترکیبات ضدبهینه
و غلظت گلوکز محیط کشت تولیدي ) 6-9(اولیه  pHمانند 

جهت تولید ) ساعت 0- 72(ي انکوباسیون و دوره%) 5-1(
ي ي استاندارد و ایزولهمیکروبی توسط سویهثر مواد ضدحداک

براي تجزیه و . مورد سنجش قرار گرفت باسیلوس پومیلوس
و جدول آنالیز واریانس  SPSSافزار ها از نرمتحلیل داده

)ANOVA (در  05/0داري آزمون  سطح معنی. استفاده شد
  .نظر گرفته شد

  
بر ( ساختگیط کشت مقادیر و مواد تشکیل دهنده محی. 1جدول

  )حسب گرم در لیتر

  
  یافته ها

هاي زراعی و برداري از خاكن مختلف نمونهمکا 16از بین 
نمونه باسیل گرم مثبت  40جنگلی شهرستان لاهیجان و 

باسیلوس ي دار جدا شده از این مناطق، یک ایزوله از گونهاسپور
و  مورفولوژیکی، بیوشیمیایی هايبر اساس آزمایش پومیلوس

بیوتیک از خاك جنگلی شیطان کوه آزمایش حساسیت به آنتی

مقادیر مواد تشکیل دهنده
g/L)( 

  مقادیر مواد تشکیل دهنده
 (g/L) 

L-glutamic 
acid 

5 CaCl.2H2O 015/0  

NaCl 01/0  MgSO4.7H2O 2/0  
FeSO4.7H2O 01/0  MnSO4.H2O 01/0  
FeSO4.7H2O 5/0  Glucose 10 

KH2PO4 01/0  pH ٧ 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

  ...استانداردي  میکروبی ایزوله و سویهبررسی فعالیت ضد

 ي فعالیتنتایج حاصل از بررسی اولیه .سایی شدشنا
انتشار در آگار از طریق دیسک و محیط  با روشآنتاگونیستی 

ي ي استاندارد و ایزولهتریپتیکیز سوي براث نشان داد که سویه
ترتیب میکروبی بهتري بهداراي فعالیت ضد باسیلوس پومیلوس

 PTCC:1565 باسیلوس سرئوسعلیه باکتري پاتوژن انسانی 
  سودوموناس آئروژنوزانسبت به ) مترمیلی 17و  15(

PTCC:1558 )10  کاندیدا آلبیکنز، )مترمیلی 12و    
PTCC: 5027 )10  و دو فیتوپاتوژن ) مترمیلی 12و

و ) مترمیلی 10و  PTCC:1473 )8 گزانتوموناس کامپستریس
 )مترمیلی 10و PTCC:1657 )10  پکتوباکتریوم کاروتووروم

ي استاندارد همچنین نتایج نشان داد که ایزوله و سویه. باشدمی
فعالیت آنتاگونیستی بهتري نسبت به  باسیلوس پومیلوس
در مقایسه با باکتري گرم  باسیلوس سرئوسباکتري گرم مثبت 

همچنین استفاده از محیط . دارد سودوموناس آئروژنوزامنفی 
جر به افزایش میکروبی منجهت تولید ترکیبات ضد ساختگی

ي ي عدم رشد ایجاد شده توسط ایزوله و سویهقطر هاله
علیه هر پنج میکروارگانیسم  باسیلوس پومیلوساستاندارد 

از سوي دیگر، تغییر . استاندارد پاتوژن مورد بررسی شد
و غلظت گلوکز محیط کشت تولیدي و  pHپارامترهایی مانند 

میکروبی مؤثر بود، ضدي زمان انکوباسیون در میزان تولید ماده
میکروبی تولید شده توسط ضد طوري که حداکثر ترکیباتبه

 pH 7 ،3% در باسیلوس پومیلوسي استاندارد ایزوله و سویه
 5علیه هر  C˚ 37 ساعت انکوباسیون در 48گلوکز و بعد از 

 pHنتایج تغییر . ي میکروبی مورد آزمایش مشاهده شدسویه
محیط کشت در  pHافزایش  نشان داد که ساختگی محیط

میکروبی و به ي ضدي قلیایی باعث کاهش تولید مادهمحدوده
   . شودي عدم رشد میي قطر هالهاندازهعبارتی باعث کاهش 

از سوي دیگر، گلوکز به عنوان منبع کربن در افزایش تولید 
اما افزایش غلظت گلوکز تا حد . میکروبی نقش داشتي ضدماده
  میکروبی ایزوله و ي ضدی در میزان تولید مادهاثر منف 5%

و منجر به کاهش داشت  باسیلوس پومیلوسي استاندارد  سویه
ي میکروبی سویه 5ي عدم رشد آنها علیه هر ي قطر هالهاندازه

ي انکوباسیون همچنین نتایج نشان داد که افزایش دوره. شد
یزوله و ي عدم رشد اساعت باعث کاهش قطر هاله 48بعد از 

از سوي دیگر، تأثیر غلظت گلوکز در . شودي استاندارد میسویه
ي میکروبی توسط ایزوله و سویهضد يمیزان تولید ماده

بیشتر از دو فاکتور دیگر یعنی  باسیلوس پومیلوس استاندارد
pH و زمان انکوباسیون بود.  

بر  ساختگینتایج آماري تاثیر غلظت گلوکز محیط کشت 
نتایج حاصل از آنالیز واریانس  :میکروبید مواد ضدمیزان تولی

هاي خارجی مورد بررسی، در میزان نشان داد که تغییر فاکتور
باسیلوس ي استاندارد میکروبی ایزوله و سویهي ضدتولید ماده
بر اساس آزمون آماري دانت، بین . تأثیرگذار است پومیلوس

وکز محیط گل %5و  %4و همچنین بین غلظت  %5و  %3غلظت 
ي میکروبی ایزولهي ضددر میزان تولید ماده ساختگیکشت 
  .دار مشاهده شداختلاف معنی باسیلوس پومیلوسبومی 

میکروبی ي ضدهمچنین نتایج نشان داد که میزان تولید ماده
   ). 1نمودار(ها بود گلوکز بیشتر از سایر غلظت %3در غلظت 

باسیلوس ي استاندارد ویهمیکروبی سي ضدمادهدر میزان تولید 
 %2و % 1داد که بین غلظت  آزمون آماري توکی نشان پومیلوس

 %3و % 1نداشت اما بین غلظت دار وجود گلوکز تفاوت معنی
نمودار  همچنین با توجه به. دار دیده شدگلوکز تفاوت معنی

گلوکز بیشتر  %3میکروبی در غلظت ي ضد، تولید ماده2شماره 
  .ها بوداز سایر غلظت

بر میزان تولید  ساختگیمحیط کشت pH نتایج آماري تأثیر 
در  pHنتایج آزمون توکی در مورد تأثیر  :مواد ضدمیکروبی
 باسیلوس پومیلوسي میکروبی ایزولهي ضدمیزان تولید ماده

دار اختلاف معنی 9و  pH 8و  9و  pH7 نشان داد که بین 
دار اختلاف معنی 8و  pH 6و  7و  pH 6مشاهده شد اما بین 

 pHنتایج آزمون دانت در مورد تأثیر ). P <05/0(وجود نداشت 
باسیلوس ي استاندارد ي ضدمیکروبی سویهدر میزان تولید ماده

دار اختلاف معنی 7و  pH 6نشان داد که فقط بین  پومیلوس
و  pH 6همچنین نتایج نشان داد که به ترتیب در . وجود دارد

    ي تولید مادهبیشترین  8و  pH 7در کمترین تولید و  9
  ).4و 3نمودار (مشاهده شد  میکروبیضد

ي میکروبی توسط ایزولهحداکثر تولید ترکیبات ضد. 1نمودار
  هاي مختلف گلوکز باسیلوس پومیلوس در غلظت
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، دوره چهارم، شماره سیزدهم91بستان تا  

  و همکاران قیالمیرا پوربا

  
ي میکروبی توسط سویهحداکثر تولید ترکیبات ضد. 2نمودار

 هاي مختلف گلوکزغلظتدر  باسیلوس پومیلوساستاندارد 

ي میکروبی توسط ایزولهحداکثر تولید ترکیبات ضد. 3نمودار
 هاي مختلفpHدر  باسیلوس پومیلوس

ي حداکثر تولید ترکیبات ضد میکروبی توسط سویه. 4نمودار
 هاي مختلفpHدر  باسیلوس پومیلوساستاندارد 

واد ي انکوباسیون بر میزان تولید منتایج آماري تأثیر دوره
 48و  24هاي بین زمانتوکی بر اساس آزمون  :میکروبیضد

  در میزان تولید دار ساعت تفاوت معنی 72و  48ساعت و 
باسیلوس  ي استانداردسویه و ایزولهمیکروبی ي ضدماده

ساعت  72و  24هاي بین زمان امامشاهده گشت پومیلوس 
ان داد نش 5همچنین نمودار . مشاهده نشدداري تفاوت معنی

ساعت  48ي ضدمیکروبی بعد از که بیشترین میزان تولید ماده
  .بدست آمدانکوباسیون 

میکروبی توسط ایزوله و حداکثر تولید ترکیبات ضد. 5نمودار
هاي مختلف در زمان باسیلوس پومیلوسي استاندارد سویه

 انکوباسیون

  
  بحث 

تولید  هاي جنس باسیلوس دربا توجه به اهمیت و نقش باکتري
هاي طبیعی داراي فعالیت آنتاگونیستی، علیه بسیاري متابولیت

  هاي هاي پاتوژن، دانشمندان به برنامهها و قارچاز باکتري
ها به عنوان عوامل بیولوژیک گري این میکروارگانیسمغربال

بیوتیکی در درمان یا پیشگیري از ي ترکیبات آنتیتولید کننده
  ).8(اند هاي گیاهی و انسانی توجه زیادي کردهعفونت

جهت  ساختگیو  تریپتیکیز سوي براث در این مطالعه از محیط
میکروبی ات ضدبررسی فعالیت آنتاگونیستی و تولید ترکیب

با  باسیلوس پومیلوس ي استاندارداستفاده شد که ایزوله و سویه
و روش انتشار در آگار از طریق  ساختگیاستفاده از محیط 

هاي میکروبی بهتري علیه سویه میکروبیچاهک، فعالیت ضد
از آنجا که تفاوت این دو . مورد آزمایش از خود نشان دادند

بنابراین،  .باشدوجود در آنها میمحیط در ترکیبات و عناصر م
میکروبی هاي ضدتوانند در میزان تولید متابولیتاین عوامل می
و در نتیجه در میزان  ي استاندارد مورد بررسیایزوله و سویه
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

  ...استانداردي  میکروبی ایزوله و سویهبررسی فعالیت ضد

در بررسی فعالیت . ها نقش داشته باشندمیکروبی آنفعالیت ضد
 لوسباسیلوس پومیي استاندارد آنتاگونیستی، ایزوله و سویه

میکروبی علیه باکتري گرم خوبی از فعالیت ضد اي نسبتدرجه
تري را در مهار رشد و توانایی ضعیف باسیلوس سرئوس مثبت

میکروبی فعالیت ضد. هاي هدف نشان دادندسایر میکروارگانیسم
ي ي استاندارد و ایزولهدست آمده در این مطالعه توسط سویهبه

به ترتیب  ساختگیاز محیط  و با استفاده باسیلوس پومیلوس
سودوموناس  متر،میلی 21و  18 باسیلوس سرئوس علیه

    15و  13 کاندیدا آلبیکنزمتر و میلی 14و  14 آئروژنوزا
  .متر بودمیلی

اي از ایزوله) 2007(و همکاران  Aunpadاي در مطالعه
تري علیه میکروبی ضعیفبا فعالیت ضد باسیلوس پومیلوس

 ). 6(گزارش کردند ) مترمیلی 10کمتر از ( باسیلوس سرئوس
اي ایزوله) 2006(و همکاران  Ouobaاي دیگر توسط در مطالعه

میکروبی بهتري علیه فعالیت ضد باسیلوس پومیلوساز 
 ). 13(نشان داد ) مترمیلی 15-13( باسیلوس سرئوس

نشان داد که ) 2009(و همکاران  Berrueي همچنین مطالعه
 داراي فعالیت آنتاگونیستی علیه باسیلوس پومیلوس اي ازایزوله

قارچی علیه و فعالیت ضد) مترمیلی 13( سودوموناس آئروژنوزا
  ).8(باشد می) مترمیلی 14( کاندیدا آلبیکنزمخمر 

ي حاضر، در بررسی اثر غلظت گلوکز محیط کشت در مطالعه
 میکروبی، حداکثر تولیدي ضدتولیدي در میزان تولید ماده

ي ضدمیکروبی به ترتیب توسط سوپرناتانت فاقد سلولی ماده
علیه هر پنج  باسیلوس پومیلوسي استاندارد ایزوله و سویه

. دست آمدگلوکز به %3میکروارگانیسم مورد آزمایش در غلظت 
Aunmuhammad  حداکثر فعالیت مهاري ) 2009(و همکاران

 کوکوس اورئوساستافیلوي اي از باسیلوس را علیهتوسط ایزوله
گلوکز مشاهده کردند % 2در غلظت  میکروکوکوس لوتئوسو 
ها بیوتیکها در سنتز آنتیگلوکز و سایر کربوهیدرات). 7(

کنند و این اثر منبع کربن وابسته به مصرف سریع مداخله می
در طول چند سال . باشدمنبع کربن در دسترس و مقدم می

گر ست که نشانگذشته، پیشنهادات مهمی گزارش شده ا
بیوتیک در هاي ضروري تنظیم منبع کربن در تولید آنتیجنبه

  ). 14(سطوح مولکولی و بیوشیمیایی است 
، در ساختگیاولیه  محیط  pHبا تغییر میزان  pHهمچنین اثر 

، که )7و6(میکروبی بررسی شد ي ضدتولید حداکثر ماده
ط ي عدم رشد ایجاد شده به ترتیب توسحداکثر هاله

باسیلوس ي استاندارد سوپرناتانت فاقد سلولی ایزوله و سویه
مشاهده شد  pH 7هاي هدف در علیه میکروارگانیسم پومیلوس

محیط کشت و حداقل  pHو به تدریج کاهش فعالیت با افزایش 
و  Mendoدر بررسی . )9و8(مشاهد گردید pH 9فعالیت در 
    يمحدوده میکروبی دري ضدتولید ماده) 2004(همکاران 

pH 8-7 اي از جنس باسیلوس محیط کشت توسط ایزوله
و  Aunmuhammadاي که در مطالعه). 15(گزارش شد 

ي انجام دادند، حداکثر تولید ماده) 2009(همکاران 
علیه  pH5 اي از باسیلوس در ضدمیکروبی توسط ایزوله

تواند می pHتغییر ). 7(مشاهده شد  استافیلوکوکوس اورئوس
ي رشد باشد که خود به علت مصرف گلوکز زیاد در فاز اولیه

محیط  pHمنجر به تولید و تجمع اسیدهاي آلی و کاهش 
تواند در ارتباط با تولید می pHهمچنین افزایش . شودکشت می

  در میزان تولید مواد pHآمونیاك باشد، بنابراین، تغییرات 
خارجی در   pHاز سوي دیگر، تغییرات. میکروبی مؤثر استضد

هاي فرآیندهاي سلولی بسیاري مانند تنظیم بیوسنتز متابولیت
گذارد و گلوکز نیز به عنوان یک منبع کربن ثانویه اثر می

ها و همچنین سنتز بسیاري از بسیارخوب در رشد باکتري
  ).14و9(هاي ثانویه دخالت دارد متابولیت
ي حاضر با مطالعه) 1974(و همکاران  Haavikمطالعه 

 ها نیز نشان داد که تولید همخوانی دارد، نتایج مطالعه آن
است و اثر مهاري گلوکز در   pHمیکروبی وابسته بهي ضدماده

میکروبی، به علت تجمع اسیدهاي آلی و به ي ضدتولید ماده
  ).16(باشد شدن محیط کشت باکتري میدنبال آن اسیدي

هاي یکروبی در دورهمي ضدي حاضر تولید مادهدر مطالعه
ساعت نیز بررسی شد که  72و  48، 24زمانی مختلف مانند 

ي عدم رشد ایجاد شده توسط سوپرناتانت فاقد حداکثر هاله
ساعت  48ي استاندارد مورد نظر بعد از سلولی ایزوله و سویه

. دست آمدهاي مورد آزمایش بهانکوباسیون علیه پاتوژن
Bushra  شان دادند که بهترین فعالیت ن) 2007(و همکاران

باسیلوس ساعت انکوباسیون توسط  24میکروبی بعد از ضد
میکروکوکوس و  استافیلوکوکوس اورئوس علیه پومیلوس
ساعت انکوباسیون،  48که بعد از حالیدست آمد دربه لوتئوس

مشاهده  میکروکوکوس لوتئوسافزایش فعالیت فقط علیه 
ي مشابهی را نشان داد یز نتیجهي حاضر نمطالعه). 17(گردید 
 48ـ72میکروبی در طول اي که حداکثر  تولید مواد ضدبه گونه

ي ساعت انکوباسیون به عنوان فاز رشد سریع براي گونه
  .مشاهده شد باسیلوس پومیلوس
دهد که تولید بیوتیک نشان میي تولید آنتیمطالعات در زمینه

ي آن، تري تولید کنندههاي باکبیوتیک با افزایش سلولآنتی
بنابراین، یافتن محیط کشت مناسب جهت . یابدافزایش می
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، دوره چهارم، شماره سیزدهم91بستان تا  

  و همکاران قیالمیرا پوربا

   هاي ثانویه و موادها در میزان تولید متابولیترشد باکتري
از این رو، تغییر و ). 18و9(ها مؤثر است میکروبی توسط آنضد

، )به عنوان منبع نیتروژن(آمینه مصرف ترکیباتی مانند اسید
و تولید اسیدهاي آلی تأثیر زیادي بر ) ان منبع کربنبه عنو(قند 

ها دارد هاي ثانویه توسط میکروارگانیسممیزان تولید متابولیت
همچنین عناصر کمیاب مانند فسفر، سولفور، فلز ). 18و14، 9(

هاي محلول در رشد صورت نمکمنیزیم، روي، آهن و مس به
تیک مؤثر هستند بیوي آنتیبیشتر میکروارگانیسم تولید کننده

دست آمده در این تحقیق برابري ها با نتایج بهاین یافته). 14(
  .کندمی

نشان دادند که ) 16و14(نتایج این مطالعه و مطالعات دیگر 
تواند توسط تغییر نوع و غلظت میکروبی میي ضدسنتز ماده

ي محیط کشت تولیدي و تغییر عوامل مواد تشکیل دهنده
گلوکز محیط کشت و زمان انکوباسیون  و pHخارجی مانند 

  .)18و9(تحت تأثیر قرار گیرد
ي استاندارد مورد بررسی، ي حاضر ایزوله و سویهدر مطالعه

میکروبی بهتري نسبت به باکتري گرم مثبت نشان فعالیت ضد
اي از ایزوله) 2009(و همکاران  Berrueي در مطالعه. دادند

گرم مثبت نسبت به باکتري  باسیلوس پومیلوس
فعالیت ضدمیکروبی بهتري در مقایسه  استافیلوکوکوس اورئوس
). 8(نشان داد  سودوموناس آئروژنوزابا باکتري گرم منفی 

اي بیان کردند که ایزوله) 2006(و همکاران  Ouobaهمچنین 
میکروبی بهتري نسبت به فعالیت ضد باسیلوس پومیلوساز 

دو باکتري  ایسه بادر مق باسیلوس سرئوس باکتري گرم مثبت
  ).13(دارد  سالمونلا تیفی موریومو  اشریشیاکلی گرم منفی

هاي گرم مثبت و گرم منفی نسبت تفاوت در حساسیت باکتري
در پوشش و جنس  تواند به تفاوتهاي مختلف، میبه متابولیت

هاي گرم باکتري. باشدها مرتبط هاي این میکروارگانیسملایه
ساکاریدي خارجی با ساختار لیپوپلی منفی داراي یک غشاي

شود اما ها میناپذیري آنهستند که باعث ناتراوایی و نفوذ
علت نداشتن این غشاي هاي گرم مثبت بهپوشش باکتري

ها پذیري متابولیتتواند یک مانع مؤثر جهت نفوذخارجی، نمی
 ).13و8(باشد 

  
 نتیجه گیري

ط کشت مورد استفاده و نتایج نشان داد که نوع و ترکیبات محی
و زمان انکوباسیون در تولید  pHتغییر عوامل خارجی مانند 

همچنین . مؤثرند باسیلوس پومیلوسمیکروبی ي ضدبیشتر ماده

تواند یک می باسیلوس پومیلوسي نتایج نشان داد که گونه
باکتریایی علیه انتخاب مناسب و بالقوه جهت تولید ترکیبات ضد

  .نی مورد آزمایش باشدهاي انساپاتوژن
  

 تشکر و قدردانی
محترم آزمایشگاه بدین وسیله از زحمات کارشناس 

میکروبیولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، سرکار خانم 
و اندیش که نهایت همکاري را با ما داشتند، صمیمانه تشکر 

  .کنیممیدانی قدر
 

References 
1. Esikova TZ, Temirov YV, Sokolov SL, Alakhov 

YB. Secondary antimicrobial metabolites produced 
by thermophilic Bacillus spp. strains VK2 and 
VK21. Appl Biochem Microbiol. 2002; 38:226-231. 

2. Demain AL, Aharonowitz Y, Martin JF. Metabolite 
control of secondary biosynthetic pathways. In: 
Vining LC, ed. Biochemistry and genetic regulation 
of commercially important antibiotics.     Addison-
Wesley, London: 2000, 49-67. 

3. Nithya CH, Aravindraja CH, Pandian, ShK. Bacillus 
pumilus of Palk Bay origin inhibits quorum-sensing-
mediated virulence factors in Gram-negative 
bacteria. Res Microbiol. 2010; 293, 296-303. 

4. Tortora GJ, Funke BR, Case CL. Antimicrobial 
drugs, microbiology an introduction, 20th chapter. 
The Benjamin/Cummings publishing company, Inc. 
1995, 491-514. 

5. Katz E, Demain AL. The peptide antibiotics of 
Bacillus: chemistry, biogenesis, and possible 
functions. Bacteriol Rev. 1977; 41, 449–474. 

6. Aunpad R, Na-Bangchang K. Pumilicin 4, a novel 
bacteriocin with anti-MRSA and anti-VRE activity 
produced by newly isolated bacteria Bacillus 
pumilus strain WAPB4. Curr Microbiol. 2007; 
55:308-313. 

7. Aunmuhammad S, Ahmad S, Hameed A. Antibiotic 
production by thermophilic Bacillus SAT-4. Pak J 
Pharm Sci. 2009; 22:339-345. 

8. Berrue F, Ibrahim A, Boland P, Kerr RG. Newly 
isolated marine Bacillus pumilus (SP21): A source 
of novel lipoamides and other antimicrobial agents. 
Pure Appl Chem. 2009; 81:1027–1031. 

9. Hasan F, Khan S, Alishah A, Hameed A. Production 
of antibacterial compounds by free and immobilized 
Bacillus pumilus SAF1. Pak J Bot. 2009; 41:1499-
1510. 

10. Cho KM, Math RK, Hong SY, Mandanna DK, et al. 
Iturin produced by Bacillus pumilus HY1 from 
Korean soybean sauce (kanjang) inhibits growth of  
aflatoxin producing fungi. J Food Control. 2009; 
402,404-406. 

11. Bottone EJ, Peluso RW. Production by Bacillus 
pumilus (MSH) of an antifungal compound that is 
active against Mucoraceae and Aspergillus species: 
Preliminary report. J Med Microbiol. 2003; 52:69–
74. 
 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

52 

 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

  ...استانداردي  میکروبی ایزوله و سویهبررسی فعالیت ضد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12. Bergey DH, Holt JG. Bergey's manual of 
determinative bacteriology. 9th. Williams & Wilkins 
publishers, Baltimore; 1994; 58-101. 

13. Ouoba LII, Diawara B, Jespersen L, Jakobsen M. 
Antimicrobial activity of Bacillus subtilis and 
Bacillus pumilus during the fermentation of African 
locust bean (Parkia biglobosa) for Soumbala 
production. J Appl Microbiol. 2006; 963–970. 

14. Awais M, Pervez A, Qayyum S, Saleem M. Effects 
of glucose, incubation period and pH on the 
production of peptide antibiotics by Bacillus 
pumilus. Afri J Microbiol Res. 2008; 2:114-119.   

15. Mendo S, Faustino NA, Sarmento AC, Amado F, 
Moir AJ. Purification and characterization of a new 
peptide antibiotic produced by thermotolerant 
Bacillus licheniformis strain. Biotechnol Lett. 2004; 
26:115-119. 

16. Haavik HI. Studies on the formation of bacitracin by 
Bacillus licheniformis: Role of catabolite repression 
and organic acids. J Gen Microbiol. 1974; 84:321-
326. 

17. Bushra J, Hasan F, Hameed A, Ahmed S. Isolation 
of Bacillus subtilis MH-4 from soil and its potential 
of polypeptidic antibiotic production. Pak J Pharm 
Sci. 2007; 20:26-31. 

18. Gesheva V, Ivanova V, Gesheva R. Effects of 
nutrients on the production of AK-111-81 macrolide 
antibiotic by Streptomyces hygroscopicus. Microbiol 
Reds. 2005; 160:243-248. 

 

 

www.SID.ir

