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  چکیده 
 و کـاربرد  شـد  در خانواده اکتینومیستها مـی با هامهمترین جنس  از   استرپتومیسس   :زمینه و هدف             

 از این تحقیق جدا سازي استرپتومیـسس هـاي   هدف. در دا مختلف و تولید آنتی بیوتیکصنایع وسیعی در 
خاکزي  تولید کننـده آنتـی بیوتیـک از خـاك اسـتان گلـستان در شـمال ایـران و بررسـی پتانـسیل تولیـد             

 .متابولیتهاي ضد قارچی توسط این ارگانیسمها می باشد

خـوران   سـانتی متـري در منطقـه جنگلـی ناهـار        10-6نمونه هاي خاك از عمـق       : روش بررسی            
گرگان ،ارتفاعات درازنو کردکوي، مناطق بیابانی آق قلا و زمینهاي کشاورزي علی آباد در استان گلستان 
جمع آوري شدند ودر محیط هاي اکتینومایست ایزولاسیون آگار و نشاسته کازئین آگار کشت داده شدند 

بررسـی فعالیـت ضـد    . دوتوسط روشهاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی شناسایی و جداسازي وخالص شـدن      
قارچی استرپتومیسس ها ي جدا شده علیه قارچهاي کاندیدا آلبیکنس ،آسـپرژیلوس نـایجر، آسـپرژیلوس        

براي دو ایزوله کـه بهتـرین اثـر    . فلاووس و مالاسزیا فور فور با استفاده از روش انتشار درآگار بررسی شد      
 . انجام و با تعیین توالی شناسائی گردیدrRNA  16S با استفاده از پرایمر PCRداشتند  را ضد قارچی

. شناسایی و جداسازي شد%) 20( مورد استرپتومیسس24 نمونه مورد مطالعه     120از بین    :هایافته            
فراوانی آن در منطقه بیابانی آق قلا ، درازنو کردکوي ، جنگل ناهار خـوران و زمـین هـاي علـی آبـاد بـه                

 ایزولـه استرپتومیـسس     24از بین   . مورد بوده است  %)8,3 (2و%) 16,6 (4،%)33,3 (8،    %) 41,6 (10ترتیب  
همچنـین مـا دریـافتیم    . ایزوله اثر متوسطی داشته است   4 ایزوله داراي اثرات ضد قارچی قوي و         2جداشده

 .  استرپتومیسس هاي جدا شده از مناطق یبابانی داراي فعالیت ضد قارچی بیشتري بودند

شناسائی وخالص سازي مواد ضد قارچی دو ایزوله استرپتومیسس بـراي مطالعـات          گیري نتیجه            
 .گرددث آینده پیشنهاد می

   آنتی بیوتیک                                      - فعالیت ضد قارچی–استرپتومایسس : واژه هاي کلیدي           
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  مقدمه
ــا حــدود       ــایی را در  %40اکتینومیــست ه  از جمعیــت باکتری

اکتینومیـست هـا    .)1 و 2( محیط هاي خاکی تـشکیل مـی دهنـد        
مخــصوصا استرپتومیــسس هــا داراي پتانــسیل بــالایی در تولیــد  

 مـواد  -آنـزیم هـا   –متابولیت هاي ثانویه مثل آنتی بیوتیـک هـا        
مواد ضد سرطان و دیگر ترکیبات مفید می باشـند  -علف کش   

ل و تثبیت نیتروژن درخاك ایفا مـی       که نقش مهمی در بیوکنتر    
 ).3(کنند

.   G+Cاسترپتومیسس ها باکتریهاي گرم مثبت بـا نـسبت مـولار      
بـه فـرم هـاي    (یا پیچیـده   مستقیممیسلیوم هوایی . بالا می باشند

زنجیـره اسـپور   .تولید می نمایند) خمیده یا فنر مانند ویا اسپریال    
 حاطه شده اندویا توسط یک غلاف هیدروفوب ا  ها یا آزاددند    

)4.(  
    امروزه شمار بیمارانی که از بیماریهاي قارچی رنج می برنـد       

 ,قارچهـانیز ماهیـت یوکـاریوتی دارنـد    . رو بـه افـزایش اسـت   
بنابراین بدست آوردن داروهاي ضد قارچی با سـمیت انتخـابی         

اغلـب داروهـاي ضـد قـارچی مـورد      )7.(بر میزبان آسان نیـست    
 اثــرات جــانبی هــستندو شــمار دارايهــم اســتفاده در پزشــکی 

زیادي از موادضد قارچی از میکروارگانیـسم هـا بدسـت آمـده      
امروزه فقط تعداد .اند که داراي اثرات سمی براي انسان هستند      

کمی از داروهاي ضد قارچی مـورد اسـتفاده انـد کـه اغلـب از          
گونه هاي اکتینومایست بویژه جـنس استرپتومیـسس اسـتخراج           

ــد  ــستاتین  کــه مهم) 7(شــده ان ــرین آنهــا نی آمفوتریپــسین ب ,ت
 3477 حـدود  1984 سـال  تـا  فقـط ) . 6(وپیمارسین می باشد 

 شـدند  تولیـد  هـا  استرپتومایـسس  توسـط  کـه  بیوتیـک  آنتـی 

استرپتومیسـسها گذشـته از تولیـد آنتـی     ). 2(است شده گزارش
مواد اولیه مورد نیـاز صـنعت   % 70بیوتیک قادر به تولید بیش از      

و از نظــــر تولیــــد فــــراورده هــــاي ) 9(داروســــازي هــــستند
...)  علـف کـشها و   , حشره کش ها    ,قارچ کش ها    (بیولوژیک

که متابولیتهاي ثانویه این میکروارگانیسم ها محـسوب مـی شـو     
 مطالعـات  هـم  هنـوز . )10(ند از اهمیت خاصـی برخوردارنـد   

 جدیــد از هــاي بیوتیــک آنتــی آوردن بدســت بــراي

 سمیت کمتر بـر میزبـان ادامـه   با اثرات بهتر و ها استرپتومیسس

 ).11(دارد و نیاز دست یابی به این مواد احساس می شود

  

  
  

درایــن مطالعــه بــه شناســایی استرپتومیــسس هــاي خــاکزي       
 بررسی هاي میکروسکوپی ,توسط خصوصیات مورفولوژیکی 

تست هاي بیوشیمیایی پرداخته وسـپس فعالیـت ضـد قـارچی         و  
  . بررسی قرارگرفتباکتریهاي بدست آمده را مورد

  روش بررسی
 نمونه خاك از منـاطق مختلـف اسـتان گلـستان            120) الف     

 ) زمینهاي حومه –روستاي عطا آباد ( شهرستان آق قلا: شامل 
)  ناهـار خـوران    –زیـارت   (گرگـان   ) منطقه درازنو ( کردکوي  

-90در سـال    )  منطقه کبود وال   -زمینهاي کشاورزي ( علی آباد 
و به آزمایـشگاه میکروبیولـوژي دانـشگاه         جمع آوري شده     89

 .آزاد اسلامی واحد گرگان  منتقل شدند 

  روش نمونه برداري) ب 
نمونه هاي خاك توسط یک قاشق چوبی اسـتریل ومحکـم                

از لایــه ســطحی خــاك  زمینهــاي حاصــلخیز و بیابــانی نــواحی 
ــستان و از عمــق   ــاطق  6-10مختلــف اســتان گل ــر من  ســانتی مت

 گرم  جمـع    200 تا   100 ریزوسفري به میزان     ریزوسفري و غیر  
آوري شدند و داخـل کیـسه هـاي نـایلونی پلـی اتـیلن اسـتریل                 

. ریخته ودرب آنرا محکم بـسته و بـه آزمایـشگاه منتقـل شـدند          
مشخصات منطقه نمونه برداري، موقعیت و زمان نمونه بـرداري          

سپس با مراجعه به مرکز تحقیقات خاکـشناسی اسـتان          .ثبت شد 
ویژگیهــاي خاکهــاي مــورد مطالعــه مــشخص و ثبــت  گلــستان 

 .گردید 

غربالگري و ایزولاسـیون اکتینومیـست هـا از نمونـه           
 هاي خاك 

نمونه هاي خاك جمـع آوري شـده از نـواحی مختلـف در                 
از نمونــه هــاي ).12( روز خــشک  شــدند4دمـاي اتــاق بمــدت  

  در سرم فیزیولـوژي تهیـه شـد و نمونـه هـا            10 2-رقت  ,خاك  
قرار گرفتند تا اسـپورها از   o c 55 ساعت در بن ماري 1بمدت 

سـپس از سوسپانـسیون رویـی بـاکتري     .فرم رویشی جدا شـوند     
 Starch caseinروي محیط اکتینومایست ایزولاسیون آگار و 

KNO3 Agar درجه سانتیگراد بمـدت  28 و در شد کشت تهیه
  ).13( روز انکوبه شدند 4

  مشاهدات مورفولوژي 
 روزه 10 تا 7کلنی ها پس از : دات ماکروسکوپی مشاه.1   

  مدت رشد، رنگ پشت ورنگ روي کلنی، سطح .نمایان شدند
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ودیگـر  ) 14(شکل میکروسکوپی میسلیوم هاي هـوایی       ,کلنی  
کلنی هـا ظـاهري شـبیه گـچ         . خصوصیات کلنی ها بررسی شد    

). 1شـکل  (خشک شده داشته و داراي رنگهاي متفـاوت بودنـد    
 هاي استرپتومیـسس پوشـیده از میـسلیوم هـاي       سطح تمام کلنی  

هوایی بود که یک منظره کرك ماننـد در سـطح کلنـی ایجـاد               
 .می نمود

  

  
  
  

  
  

   
  
  
  

  

   
 مشاهدات میکروسکوپی.

 10 تا 7    مطالعات میکرومورفولوژي کلنی ها پس از گذشت      
بـه منظـور بررسـی      . روز از کشت استرپتومیسـسها بررسـی شـد        

یره اسـپورها رنـگ آمیـزي گـرم از کلنـی         میسلیوم هوائی وزنج  
هاي رشد یافته روي محـیط اسـتارچ کـازئین انجـام شـدونتایج           
ــر    ــسترایی زی ــوایی و سوب ــسلیوم ه ــگ آمیــزي و بررســی می رن

ــوري در   ــکوپ ن ــد   100× و 40×میکروس ــت ش ــشاهده و ثب  م
 ) .2شکل(

  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 

 تست هاي بیوشیمیایی
ــه کمــک تــست هــاي بیوشــیمیایی    ــل تولیــد پیگمــان،       ب مث

تولیـد هیـدروژن سـولفوره،     ‘هیدرولیز کازئین، نشاسته، ژلاتین   
ــکوپی و     ــصوصیات  ماکروسـ ــی خـ ــالاز و بررسـ ــست کاتـ تـ

ــکوپی  ــنس    ,میکروس ــد ج ــسس در ح ــاي استرپتومی ــی ه  کلن
و نمونـه هـا ي بدسـت آمـده خـالص            ) 16 و   15(شناسائی شـد  

  شدند
 بررسی اثر ضد قارچی ایزوله ها -پ

ــه       میــزا ــارچی استرپتومیــسس علی  ســویه 4ن فعالیــت ضــد ق
در ایـن آزمـایش اثـر    . قارچی پاتوژن مورد مطالعه قرار گرفـت  

: آنتاگونیسمی این ایزوله ها علیـه قارچهـاي پـاتوژن اسـتاندارد           
ATCC 10231) (Candida albicance ,)  ATCC 9029 (

Aspergilus  niger  , )IR 6  (Aspergilus flavusو    

Malassezia fur fur sp.  تهیه شده ازمرکز کلکسیون قارچهـا 
ــرار گرفــت    ( و باکتریهــاي صــنعتی ایــران مــورد ارزیــابی ق

WWW.IROST.IR.(         این قـارچ هـا بـصورت آمپـول لیـوفلیزه 
 .تهیه وروي محیط توصیه شده از سمت مرکز احیا گردید

 تهیه سوسپانسیون باکتریایی 
  روز روي محیط 3-4 بمدت         به ایزوله ها اجازه داده شد

سپس یک تک کلنی .کازئین نیترات نشاسته آگار رشد نمایند
 -50 حاوي ml 250از هر سویه را در داخل فلاسک ارلن مایر 

  /  گرم  3{: که شامل YME  میلی لیتر  ازمحیط مایع 40

Yest extrsct  3گرم  /  Malt extract  گرم 10گلوکز 
سپس ارلن هاي .  بود تلقیح شد })g . l -1( گرم  5پپتون  /

  حاوي محیط مایع تلقیح شده با استرپتومایسس را روي یک
 درجه براي 28 و در  rpm150 با دور  Sheakerانکوباتور 

قرار گرفت تا در این مدت )  ساعت144( روز کامل 6مدت 
پس از گذشت . رشد کرده و به فاز تولید آنتی بیوتیک برسند

ا در این محیط رشد کردند  و کدورت این مدت همه سویه ه
کدورت معادل نیم مک فارلند تهیه شد سپس . حاصل شد

 دقیقه کشت مایع از 10 در rpm 5000توسط سانتریفیکاسیون 
سپس از سوپرناتانت بدست آمده براي . میسلیوم ها جدا  شد

  ).13(فعالیت ضد قارچی سویه ها استفاده نمودیم 
   آنتاگونیسمی و تولید آنتی بیوتیـک            به منظور بررسی اثرات   

  حاصل از استرپتومیسس هاي خالص شده بر علیه قارچ ها ي
   

 
   14رنگ کلنیهاي استرپتومایسس سویه  : 1شکل 

 

انتهاي اسپریال (تصویر میکروسکوپی میسلیوم هاي استرپتومایسس: 2شکل 
 )میسلیومها 
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  :مورد آزمایش به سه روش کشت انجام شد که عبارتند از 
  کشت خطی : الف 

ــوپرناتانت l 60  در گوشـــــــه اي از پلیـــــــت        از ســـــ
استرپتومیسس هاي خالص شده را به طور خطـی کـشت داده و    

عمود بر این خط و نزدیک به آن سویه قـارچی انتخـاب      سپس  
شده بطور خطی کشت داده شد و پـس از انکوباسـیون بمـدت            

 درجه  فاصـله بـین خـط کـشت  استرپتومیـسس و         28روز در   3
  .سویه قارچی بررسی شد

  روش کشت نقطه اي: ب 
ــیط         ــسس را روي مح ــی استرپتومی ــک کلن ــن روش ی در ای

رت نقطه اي تلقیح میکنیم وبمـدت       استارچ کازئین آگاربه صو   
ــیم تــا رشــد کنــد  28 روز در 4 ــه مــی کن ســپس .  درجــه انکوب

 درجـه  28سوسپانسیون قارچی را روي آن پخش میکنـیم و در       
 درجـه هالـه هـاي       28 روز انکوباسـیون در      3پس از   .انکوبه شد 

  .عدم رشد نمایان شد
  روش دیسک گذاري : ج 
اسـتریل  ) یلیمتـري  م6,4( در این روش دیسک هاي کاغـذي       

استرپتومیسس هـا را روي سـطح     سوسپانسیونl 60 آغشته به    
محیطی که توسط یک لایه نازك قـارچی پوشـیده شـده قـرار         

بمنظور ثبت و اندازه گیري قطر دقیـق هالـه هـاي عـدم             . دادیم  
  دیسک ها درمرکز . رشد از روش دیسک  گذاري استفاده شد

. چی قـرار گرفتنـد   حاوي سوسپانـسیون قـار   PDA روي محیط
پـس از ایـن مـدت     . روز انکوبه شدند   3 بمدت   280پلیت ها در    

هالـه هـاي عـدم رشـد بـیش      (هاله عدم رشد اندازه گیـري شـد      
در تمامی این سـه روش از محـیط هـاي    ). میلیمتر ثبت شد  10از
 استارچ کازئین نیترات پتاسـیم  -اکتینومایست ایزولاسیون اگار  :

  ) .18و  17( استفاده شد PDAآگار و 
   PCRآنالیز ژنتیکی     

 بدلیل اثـرات ضـد قـارچی مناسـب     14 و  12دو سویه فعال          
نسبت به سایر سـویه هـاي بدسـت آمـده در ایـن مطالعـه مـورد           

از CR , 45 μlپـس از انجـام   . شناسائی ملکـولی قـرار گرفتنـد   
 به همراه پرایمـر فـوروارد بـراي تعیـین         PCRمحصولات نهائی   
 بــه  16SrDNAائی ملکــولی بــر اســاس تــوالی جهــت شناســ

 ارسال (www.macrogen.com)شرکت ماکروژن کره جنوبی 
  . شدند 

  

  
  

 شناسائی ملکولی  
سکانس هاي حاصل از تعیین توالی با استفاده از نرم افـزار             

Blast      ــی ــز مل ــی مرک ــک ژن ــاي موجــود در بان ــوالی ه ــا ت  ب
 ایـن    . شدند  مقایسه (www.ncbi.nlm.nih.gov)بیوتکنولوژي  

کار جهت شناسائی ایزوله ها به روش ملکـولی و بـا اسـتفاده از     
موجود در سطح جنس و گونه انجام گرفت  16SrDNAتوالی 

  ).3شکل (
  یافته ها

 نمونـه مـورد بررسـی قـرار     30در این مطالعه از هـر منطقـه               
ــین . گرفــــت ــه  120از بــ ــورد مطالعــ ــه مــ ــورد 24 نمونــ  مــ

بیــشترین  . ایی و جداســازي شــد  شناسـ ـ%) 20(استرپتومیــسس
استرپتومیسس جدا شده به ترتیب مربوط بـه منـاطق بیابـانی آق            

مـورد  8(، ارتفاعات درازنودر کردکـوي      %)33,3 مورد   10(قلا  
و دشـت  %) 13,3 مـورد   4(، منطقه ناهارخوران گرگـان    %)26,6

 ). 1  جدول(می باشد%) 6,66 مورد2در(علی آباد

نــشان مــی دهــد بــین تعــداد  ) spss ) Anova آنــالیز آمــاري    
استرپتومیسس ها و میـزان شـوري خـاك اسـتان تفـاوت معنـی             

  .)(PValue < 0.05 داري وجود دارد

 استرپتومیـسس   6 ایزوله استرپتومیسس تست شـده       24از بین       
قادر به تولید آنتی بیوتیک بودند و هاله ممانعـت از رشـد علیـه              

ز بـین آنهـا فعالیـت     قارچ مورد بررسـی ایجـاد کردنـد و ا          4هر  
این .  بیش از سایر ایزوله ها بود14 و  12 ایزوله   2آنتی بیوتیکی   

   3و2جداول .ایزوله ها براي شناسائی قطعی انتخاب گردیدند

جداول .این ایزوله ها براي شناسائی قطعی انتخاب گردیدند            
 اثر مهاري آنها بر قارچ هاي مورد بررسـی، ویژگـی هـاي         3و2

در . و خواص بیوشیمائی آنهـا را نـشان میدهـد         محل جداسازي   
 سویه مهم نشان داده شده     2 فعالیت آنتی بیوتیکی این      2جدول  

 خصوصیات بیوشیمیایی سویه هاي 4همچنین در جدول . است 
  .مولد آنتی بیوتیک بررسی شده است
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 سویه هاي قارچی استاندارد

 مالاسزیا فور فور
Spp. 

 آسپرژیلوس
  ATCC: IR6 فلاووس

 آسپرژیلوس نایجر
ATCC: 9092 

 نسکاندیدا آلبیک
ATCC: 10231 
 

سویه هاي منتخب 
 استرپتومایسس

4    
 

11    21   14  12  

3    10   5/12 16  14  

 

 اثر مهاري ایزوله هاي منتخب استرپتومایسس بر روي قارچ هاي مورد مطالعه:  2جدول

شماره نمونه و محل  درصد رس درصد آهک %کربن آلی PH %درصد شوري
 جداسازي

   آق قلا-12 14 12,5 6/1 5/7 4/9
  آ ق قلا- 14 14 12,8 7/1 5/7 5/9

 

 ویژگی خاکهاي محل جداسازي ایزوله هاي استرپتومایسس با بهترین اثر ضد قارچی:3جدول 

میــــــــزان  راوانیدرصد ف تعداد نمونه هاي مثبت تعداد کل نمونه هاي خاك محل نمونه برداري

  ds/mشوري

 5/9 %33,33 10 30 منطقه بیابانی آق قلا 

 1  %26,6 8 30 درازنو کردکوي

 1 %13,3 4 30 ناهارخوران گرگان 

 5/0  %6,66 2 30 دشت علی آباد 

  %20 24 120 مجموع

 

 1389-90توزیع فراوانی ایزولاسیون استرپتومیسس از خاك مناطق مختلف استان گلستان در سال : 1جدول
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 ویژگیهاي بیوشیمیایی 14 12
 

+ 
 

 تست کاتالاز +

+ 
 

 هیدرولیز نشاسته +

+ 
 

 هیدرولیز کازیین +

- 
 

 تولید اندول -

+ 
 

 هیدرولیز ژلاتین +

- 
 

- H2Sتولید 

- 
 

 تولید پیگمان +

+ 
 

 اوره آز -

- 
 

- SIM 

+  
 

+  
-  
 

+ 
  

-  
- 

   درجه سانتیگراد28رشد در 
 

   درجه سانتیگراد37رشد در 
  

  درجه سانتیگراد50رشد در 
 گل بهی

  
 

 رنگ روي کلنی قرمز
روي محیط استارچ کازئین نیترات پتاسیم ( 

 )آگار 
 کرم

 

 رنگ پشت کلنی قرمز

 رنگ میسلیوم هوائی خاکستري سفید
 خطی

 

 شکل انشعابات میکروسکوپی میسلیومها خطی

 روز14رنگ توده اسپور پس از  سفید مییش

  %6,5رشد در نمک  + +

 ویژگی هاي بیوشیمیائی ایزوله هاي استرپتومایسس منتخب تولید کننده آنتی بیوتیک: 4جدول

نمونه 

 ارسالی

 سطح شناسایی شناسایی ملکولی نهایی درصد همولوژي NCBIباکتري مرجع در 

Streptomyces جنس   

12 

HQ438283.1 Streptomyces sp.YSEE-1 16S 
 ribosomal RNA gene, partial sequence 

  

%100 Streptomyces sp.YSEE-1 گونه 

14 GU045528.1 Streptomyces sp. SXY37 16S 
 ribosomal RNA gene, partial sequence 

 %99 Streptomyces sp. . SXY37 گونه 

 

نتایج شناسائی ملکولی در سطح جنس و گونه : 5ل جدو  
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 میزان NCBI با سویه استاندارد استرپتومیسس در 14 و12ایزوله شماره 16S rRNA ژن  PCRلاست محصول در ب
 ).5جدول ( می باشد % 99و % 100ترتیب  تشابه به
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 آنالیز ژنی سویھ ھا : ٣شکل 

  12 سویه ) الف
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  14 سویه ) ب 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 

>gb|GU045528.1| Streptomyces sp. SXY37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1524 
Score = 507 bits (274), Expect = 2e-140 
Identities = 281/284 (99%), Gaps = 1/284 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
Query 1     ACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTC         60 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct 1239  ACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTC       1298 
 
Query 61    GACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTT        120 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
 
Sbjct 1299  GACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTT        1358 
 
Query 121   CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTG        180 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct 1359  CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTG        1418 
 
Query 181   GCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGT        240 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct 1419  GCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGT        1478 
 
Query 241   AACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGTTGGAAGCACCTCCTT      284 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct 1479  AACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGAT-CACCTCCTT        1521 
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 بحث

ر حاکی از آنست که سیستمهاي ژنتیکی بررسی هاي اخی     
هوشیار در سلولهاي زنده میکروارگانیسمها قادر به برنامه 
ریزي در جهت مقابله با عوامل تهدید کننده حیات سلول 
هستند و بر این اساس گونه هاي مقاوم شناخته شده هر روز 

این موضوع می تواند بشر را در . در حال ایجاد و گسترش اند
د به یک فاجعه پزشکی قرار دهد و چه بسا یک آستانه ورو

عفونت کوچک بدلیل نبودن داروهاي موثر تبدیل به بیماري 
 .مرگباري شود

– از سوي دیگر هنوز تعدادي از بیماري هاي قارچی      

ویروسی و انگلی وجود دارد که داروي موثر بر –باکتریاي 
 با 21 قرن از این رو حتی در آغاز.علیه آنها شناخته نشده است

آنکه عصر طلایی آنتی بیوتیک ها سپري شده است اما هنوز 
متابولیسم ثانویه میکروبی زمینه مناسبی براي تحقیقات 
کاربردي بشمار می رود و در این میان کشف و توسعه عوامل 
ضد قارچی جدید از بین متابولیتهاي ثانویه جایگاه خود را 

  .حفظ کرده است
ت زنده میکروارگانیسمها بطور عام و      از بین موجودا   

دسته استرپتومیستها بطور خاص از جهت اهمیتی که در تولید 
آنتی بیوتیکها دارند همواره مورد توجه بوده اند وبرخی تولید 
آنتی بیوتیک بوسیله این میکروارگانیسمها را مهمترین ویژگی 

و آنها می دانند که رابطه تنگاتنگی با اسپورولاسیون داشته 
مکانیسمی براي مهار رشد سایر میکروارگانیسمها در رقابت 

از این رو در بین .کسب مواد مغذي محیط بشمار می رود
مطالعات هدفداري که براي یافتن میکروارگانیسمهاي تولید 
کننده عوامل ضد قارچی موثر بر علیه قارچهاي بیماریزاي 

ی ایران  استاندارد تهیه شده از مرکز پژوهشهاي علمی و صنعت
 بعنوان گونه هاي موفق در j   14 وk12   گونه2انجام شد 

تولید مواد آنتی بیوتیکی موثر علیه سویه هاي پاتوژن قارچی  
از بین تعداد زیادي از ) مورد آزمایش سویه4(

میکروارگانیسمهاي تولید کننده جدا و شناسایی گردید وپس 
ري  و از تعیین جنس و گونه جهت مطالعات بعدي نگهدا

   خاك و ازهدف اصلی جداسازي استرپتومیسسها . ذخیره شد
  
  

  
  

بدست آوردن فراورده  آنها در محیط مایع و غربال کردن 
 .استرپتومیسسهاي تولید کننده آنتی بیوتیک بوده است

زیرا راه معمول در .  بود Difiossen agarروش انتخابی ما      
ه میزان فعالیت تشخیص فغالیت ضد میکروبی نمونه هائی ک

) . 19(با کمک تست انتشار آگار انجام می شود نمی باشد 
روش انتشار یک روش فیزیکو شیمیائی است که در آن 
میکروارگانیسم بعنوان اندیکاتور غلظت ترکیب فعال بکار 

میزان قطر هاله در روش تلقیح نقطه اي ). 19(برده می شود
ان داده شد  استرپتومیسس بیشتر از روش دیسک گذاري نش

که می تواند بدلیل انتشار مستقیم ماده در آگار باشد ولی در 
دیسک هاي آغشته به سوسپانسیون  بدلیل اینکه این 
سوسپانسیون علاوه بر ماده آنتی بیوتیکی حامل مقداري از 
محیط مایع نیز می باشد قطر هاله ایجاد شده کمتر گزارش می 

  .شود
 این مطالعه با تحقیقات قبل باید در مقایسه نتایج تحقیقات     

 نمونه خاك 16 در ترکیه از بین 2009گفت در سال 
 استرپتومیسس 27ریزوسفري گیاهان داروئی مورد مطالعه

قارچ   سویه فعالیت ضد قارچی علیه چند1ایزوله شد که 
 معرفی استرپتومیسس سپکتاپیلیسپاتوژن نشان داد که 

   اکتینومایست مورد 100  در هند از بین2009در سال ).20(شد
 ایزوله داراي فعالیت 3 مطالعه جدا شده از محیطهاي نمکی  

 از مطالعه 2008در بانکوك سال ).21(ضد درماتوفیتی بودند 
 3 سویه فعالیت ضد قارچی  علیه 10 نمونه اکتینومیست 146

 نمونه 46 در ترکیه از 2002در سال ). 22(قارچ پاتوژن داشتند
 مورد فعالیت ضد 34تینومایست بدست آمد  مورد اک74خاك 

نمونه خاك 11در مطالعه دیگري از ).17(قارچی مثبت داشتند 
 سویه فعالیت ضد 12 استرپتومیسس متفاوت بدست آمد که15

 16از بین ) 2009(در ترکیه  ). 18(کاندیدائی  نشان دادند 
استرپتومیسس مورد مطالعه علیه  چند قارچ فیلامنتوس  انسانی 

گیاهی نهایتا یک سویه بعنوان سویه فعال  انتخاب گردید و 
)23.(  

 نمونه خاك 800 با مطالعه 1376در اصفهان نیز در سال    
 نمونه اکتینومیست هوازي شدند 153موفق به جدا سازي 

)24.(  
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 نمونه خاك مورد 120ما در این مطالعه مقطعی از بین        
ن موفق به جدا سازي بررسی موبوط به نواحی مختلف گرگا

از کل مجموع ایزوله  %  20 نمونه استرپتومیسس شدیم که  24
این تعداد ایزوله استرپتومیسس  جداشده از منطقه . هاست

مورد مطالعه در بین مطالعات انجام شده داراي نتیجه بسیار 
براي بررسی اثرات ضد قارچی از دو سویه . خوبی بوده است 

این .ارچ فیلامنتوس استفاده شدقارچ مخمري و دو سویه ق
اولین باریست که خاك منطقه گرگان به منظور بررسی اثرات 
ضد قارچی میکروارگانیسم هاي بومی خاك مانند 
اکتینومیست ها و مخصوصا استرپتومیسس مورد بررسی قرار 

تعداد  استرپتومیسس هاي جدا شده در مقایسه با . گرفته است 
همچنین از مجموع . مطالعات مشابه کم نظیر است

 نمونه داراي اثرات ضد قارچی مثبت بودند 6استرپتومیسس ها 
 سویه بعنوان 2و در نهایت از بین این تعداد موفق به جداسازي 

سویه هاي منتخب شدیم  شناسائی نهائی جنس و گونه توسط 
شرکت ماکروژن کره انجام شد ونمونه ها براي ادامه تحقیقات 

                                         .          ذخیره شد
در مطالعات قبلی اغلب ایزوله هااسترپتومیسس از خاکهاي              

ریزوسفري بدست آمـده بودنـد در حالیکـه مـا در ایـن مطالعـه         
  از مجموع استرپتومیسسها را از مناطق غیر ریزوسفري  % 33,33

 دیگـر  درمقایـسات .و زمینهاي بایردر منطقه آق قلاجدا نمودیم      
 7-9دریافتیم اغلـب ایزولـه هـا از خاکهـاي قلیـائی بـا اسـیدیته             

همچنـین در  .جداشدند که مـا نیـز بـه نتـایج مـشابه اي رسـیدیم             
 از محیطهاي نمکی بـا      یافتیم استرپتومیسسها را براحتی می توان     

هم چنین این مطالعـه نـشان    .  جدا نمود  5-7%در صد نمک بین     
ــا   ــد استرپتومیســسها در محیطه ــا درجــه  مــی ده ي خــشک و ب

فراوانــی استرپتومیســسهاي بدســت .رطوبــت متوســط فراوانترنــد
آمده در این پروژه نسبت به فراوانـی استرپتومیسـسهاي بدسـت            
آمده دربرخی مطالعات بیشتر و در برخی کمتر  است کـه مـی             
توان این امر را به عواملی مانند در صد بالاي رطوبت خـاك و            

ي منطقه کـه سـطح وسـیعی از         اسیدیته بالاي خاکهاي کشاورز   
اما در مقایسه نتیجـه     . استان را پوشش داده است مرتبط دانست        

  نهایی بدست آمده در این بررسی نشان می دهد که از بین 
  
  

  
  

مجموع ایزوله هـاي بدسـت آمـده در صـد قابـل تـوجهی از                    
از سـویه   % 25. استرپتومیسسها داراي اثر ضد قـارچی بـوده انـد     

داراي فعالیت ضد قـارچی اسـت       ) مورد 6(ایسس  هاي استرپتوم 
به عنوان سویه هاي قوي و منتخـب معرفـی          )  مورد 2 %(8,3که  
و این در حالیست که این نتـایج نـسبت بـه نتـایج اعـلام                 . شدند

براي بدست آوردن سویه هاي موثر شده در مطالعات مشابه که   
 تا  1(و براي معرفی سویه منتخب      )  درصد 10 تا   3( ضد قارچی 

 .گزارش شده اند بالاتر می باشد ) درصد 3

طور خلاصه باید گفت دراین پروژه تعیـین حـساسیت بـه            ه  ب    
روش انتشار روشی بـود بـراي بدسـت آوردن سـریع فعالیـت و           
نمی تواند جهت بدست آوردن اندازه مطلق حساسیت قـارچ و            

روش تعیـین حـساسیت بـا       .یا فعالیت آنتی بیوتیک استفاده شود     
روش . درصـد خطـا داشـته باشـد    5-10مـی توانـد   کمک پلیت   

هاي تعیین حساسیت روش هاي محدود به رشد می باشند و هر     
چیز موثر بر رشد بر روي میزان تولید آنتـی بیوتیـک نیـز مـوثر             

هدف ما در ایـن مطالعـه شناسـائی میکروارگانیـسمها ي       . است  
بنـابراین مـی تـوانیم در    .مولد آنتـی بیوتیـک ضـد قـارچی بـود        

عـات بعـدي بـا اســتخراج و خـالص سـازي و بهینـه ســازي       مطال
شرایط تولید آنتی بیوتیکهاي استرپتومیسسها ي ذخیره شـده در     

  .این مطالعه نتایج بهتر و قویتري را شاهد باشیم
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