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  چكيده
هاي ساحلي  با خاصيت آنتي باكتريال از آبهاي قادر به توليد مواد فعال زيستي  جداسازي و شناسايي باكتري تحقيق هدف از اين
طقه در خط ساحلي استان گيلان من 29هاي ساحلي درياچه كاسپين در  هاي آبي از آب در اين بررسي ابتدا نمونه. ه استدرياچه كاسپين بود

با خاصيت آنتي باكتريال به روش توليد مواد فعال زيستي از نظرها،  سازي باكتري پس از كشت و خالص. قرار گرفتآوري و مورد بررسي  جمع
Agar Well Diffusion  هايي كه توانايي توليد مواد  در مرحله بعدي باكتري. قرار گرفتندمورد آزمايش سويه پاتوژن استاندارد  10در برابر

 Bergy´s Manualر كتابدارد مندرج دفعال زيستي با خاصيت آنتي باكتريال را داشتند مورد شناسايي بيوشيميايي بر اساس جداول استان

of Systematic Bacteriology  16همچنين سكانس ژني  .ندقرار گرفتSr RNA فعاليت هموليتيكي اين . در موارد لازم انجام شد
باكتري  108  از مجموع. شدبيوتيك متداول مقايسه  آنتي 9ها توسط اين تركيبات با  رشد پاتوژن تركيبات بررسي گرديد و توانايي مهار

بر اساس شناسايي بيوشيميايي . مورد پاتوژن بررسي شده نشان دادند 10مورد از  4باكتريال را حداقل در  باكتري فعاليت آنتي 12اسازي شده دج
انجام پذيرفت و نشان داد كه مورد سه در  16S rRNAسكانس ژني . هاي باسيلوس و سودوموناس گزارش شد ها از جنس بيشتر اين باكتري

 Exiguobacterium acetylicum strainقرابت ژنتيكي% Bcillus cereus ،7/99قرابت ژنتيكي % 100 وق الذكر بافهاي  سويه

DSM 20416   قرابت ژنتيكي % 7/99وAlcaligenes faecalis باكتريال در سويه  بيشترين فعاليت آنتي. باشند ميPseudomonas 

aeroginosa  آنتي بيوتيك بررسي شده فعاليت بيشتر و 9ن بررسي شده مثبت بوده است و نسبت به مورد پاتوژ 10مشاهده گرديد كه در هر 
  .تري نشان داده است الطيف وسيع

  
 16Sr RNA.  سكانس ژنيباكتريال،  مواد فعال زيستي، فعاليت آنتي درياچه كاسپين، :كلمات كليدي
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  مقدمه
» Bioactive compouds« مواد فعال زيستي

هاي ثانويه توليد  ابوليتت كه معمولاً به متاي اس واژه
لب در كه اغ ،گيرد ها تعلق مي وسيله ارگانيسمه شده ب

و  بودهها ضروري ن رشد و زنده ماندن ارگانيسم
هاي حياتي،  هاي اوليه و ماكروملكول متابوليت برخلاف

و  نبودهه هاي اوليه ارگانيسم زند پايه و اساس پروسه
 طور كليه ب .باشند داراي نقشي حياتي نمي

ها در نتيجه شرايط خاص  باكتري هاي ثانويه در ابوليتمت
وفاز از همانند محدوديت منابع غذايي، در طي دورة ايدي

شوند و اغلب اين تركيبات  زندگي ارگانيسم توليد مي
همانند رقابت در (محيطي  خاص ها در شرايط از آن

ئوري ترين ت متقاعدكننده .كند حمايت مي) اكوسيستم
 Zahnerوسيله ه هاي ثانويه ب متابوليتدر زمينه توليد 

هاي ثانويه را  تركيبات تكاملي  عنوان شد، وي متابوليت
اي  تابوليت هيچ تأثيري در هيچ مرحلهناميد، اگر يك م

، تنظيم ، حركتمورفوژنز(از تمايزات يك ارگانيسم 
ها  د و به اهداف خاصي در ارگانيسمنداشته باش...) و
، بسياري از اين شود ويه ناميده مييد شود متابوليت ثانتول

ها داراي  هاي خاصي از ارگانيسم تركيبات در گونه
عوامل  ،هاي جنسي ، جاذبAntifeedantعملكرد 

  ).13و 8( بيوتيكي و غيره هستند آنتي

 193000(كيلومتر  312000درياها با خط ساحلي 
ين بزرگتر كيلومتر مكعب 137×106 و حجم) مايل

، جداسازي مواد فعال روند شمار مياكوسيستم زمين ب
هاي  هاي آزاد جدا شده از  آب زيستي از باكتري

هاي  ساحلي تا اعماق درياها و همچنين از باكتري
نرمتنان دريايي در دو  ها و ها، جلبك همزيست با اسفنج
ها  بررسي .ورد توجه قرار گرفته استدهه اخير بسيار م
هاي دريايي داراي پتانسيل  روارگانيسمنشان داده كه ميك

توانند  ليد مواد فعال زيستي هستند كه ميتو بالايي در
از آن  .ستفاده قرار گيرندمقاصد مختلفي مورد ا رايب

ره كرد توان به جداسازي تركيبات دارويي اشا جمله مي
ر مقياس تجاري امروزه د كه تعدادي از اين تركيبات

  ).4( روند بكار مي
از  گزارش دربارة توليد مواد فعال زيستياولين 

 Rosenfeldو  Zobellهاي دريايي توسط  باكتري
   .ها صورت گرفت بيوتيك نتيآدر زمينه توليد 
  متعددي در اين زمينه بدست  هاي بعد از آن گزارش

تركيب زيستي از  16000 به امروز تا .آمده است
آن جداسازي شده است، از  هاي دريايي ميكروارگانيسم

ويرال و  باكتريال، آنتي يبات آنتيتوان به ترك جمله مي
  ).9و3( تومور اشاره كرد آنتي

هاي  هاي تركيبات جدا شده از باكتري از نمونه
توان به  اند مي باكتريال نشان داده دريايي كه فعاليت آنتي

 Pseudomonasجدا شده از  Ichtyotoxicتركيب 

piscicida تاگونيسمي كه فعاليت آن ،اشاره كرد
هاي پاتوژن  برابر ميكروارگانيسممشخصي را در 

يك باكتريوم قرمز در منطقه  .مختلفي نشان داده است
Puerto Rico  شناخته شده كه از آنVitamin B 

يك قارچ  .باكتريال متعددي جدا شده است و مواد آنتي
از  Cephalosporium acremoniumدريايي بنام 

 Sardinaتلاقي در ساحل دريا در نزديكي منطقه با
باكتريال  است كه تعداد زيادي تركيبات آنتيجدا شده 
 اي از لحاظ هاي سبز، قرمز و قهوه جلبك. كند توليد مي

فعاليت ضد قارچي و ضد باكتريايي مورد آناليز واقع 
 Symphyocladia gracilisاز آن جمله   اند، شده
فعاليت ضد  تركيباتي باRhodomela larix و 
رسد اين تركيبات  كه به نظر ميكنند  بكي توليد ميجل
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ها Endophyteها و Epiphyteنقش مهمي در تنظيم
 .داشته باشند

توان  تركيبات آنتي تومور شناخته شده نيز مي از
 يك  جداسازي شده از  Curacin Aبه

Cyanobacterium 1(كرد  دريايي اشاره.(  

  
  ها مواد و روش

ياچه كاسپين ساحلي درمنطقه  29از  :گيري نمونه
 15ا ت 10ه حلي استان گيلان در فاصلدر خط سا

 10 هاي سطحي در ها از آب نمونه ،كيلومتري از هم
 آوري گرديد و متري ساحل درون ظروف استريل جمع

   .به آزمايشگاه منتقل شد
  

 هاي آب دريا به منظور بررسي نمونه
  هاي دريايي جداسازي باكتري

تلقيح پس از  تلقيح مستقيم وها به دو روش  نمونه
آب  10%حاوي (سانتريفيوژ به محيط نوترينت براث 

سازي محيط كشت با  استريل به منظور مشابهدرياي 
 30ساعت در 48تلقيح و به مدت ) اكوسيستم طبيعي

به منظور ( دارشيكر درجه سلسيوس درون انكوباتور
 ها به محيط سپس نمونه. انكوبه گرديدند) هوادهي بيشتر
 منتقل و) آب درياي استريل 10%حاوي ( نوترينت آگار

 .دنددرجه سلسيوس انكوبه ش 30ساعت در  48مدت ه ب
اساس خصوصيات  ها بر پس از دوره انكوباسيون كلني

آميزي گرم جداسازي و به  مورفولوژيكي و رنگ
تقل شدند، اين كار به منظور هاي جديد من محيط
  .بار تكرار گرديدها چندين  سازي بيشتر نمونه خالص
   

  
  

د مواد فعال زيستي با خاصيت بررسي تولي
  هاي جداشده باكتريال در باكتري آنتي
 Agar Wellها به روش  به اين منظور نمونه 

Diffusion Assay  مورد بررسي قرار گرفتند.  
 در mm4 و ارتفاع mm5ها به قطر  ابتدا چاهك

 .شدند گار ساختهآهاي حاوي محيط مولر هينتون  پليت
هاي ثانويه  سي توليد خارج سلولي متابوليتبه منظور برر

تهيه  ساعته 48باكتريال، كشت براث  با خاصيت آنتي
هاي ساحلي  هاي ايزوله شده از آب شده از باكتري
به  rpm 6000 دقيقه در 20مدت ه درياچه خزر ب

ها سانتريفيوژ و سوپر ناتانت  منظور ته نشين كردن سلول
باشند براي  حاوي تركيبات مذكور مي محيط كشت كه
  . ها جداسازي شدند تلقيح در چاهك
هاي  يه سوسپانسيون باكتريايي از سويهبه منظور ته

كلني باكتري از كشت تازه  4تا  3پاتوژن استاندارد، 
ه هاي پاتوژن به محيط نوترينت براث تلقيح و ب سويه

مك  5/0به  دقيقه تا رسيدن كدورت 30-20مدت 
هاي  سويه. كوبه گرديددرجه سلسيوس ان 37د در فارلن

استاندارد مورد استفاده همگي از مركز  پاتوژن
عفوني كشور تهيه  هاي ها و قارچ كلكسيون باكتري
 :ها شامل شدند، اين سويه

Salmonella typhi PTCC1533 
Shigella flexneri  PTCC1234  
Staphylococcus aureus PTCC1112  
Pseudomonas aeroginosa PTCC1466  
Escherichia coli PTCC1533 
Shigella dysenteriae PTCC1188  
Entrococcus fecalis PTCC 1239  
Proteus vulgaris OX2 strain PTCC1312  
Streptococcus pyrogenesis PTCC 1447  
Bacillus cereus PTCC 1565  

ها توسط سواپ بر سطح  از محيط كشت پاتوژن
 .مولر هينتون آگار كشت داده شد هاي پليت
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هاي جدا شده به  سپس از سوپر ناتانت كشت نمونه
ها  ميكروليتر توسط سمپلر درون چاهك 30تا  20ميزان 

 37ساعت در  24مدت ه ها ب تزريق گرديد، سپس پليت
پس از دوره انكوباسيون  .انكوبه شدند درجه سلسيوس

ده شده در عدم رشد مشاهها بررسي گرديد و هاله  پليت
  .گيري شد متر اندازه بر حسب ميلي ها برخي پليت

  
ها ايزوله شده از  شناسايي بيوشيميايي باكتري

خزر با توانايي توليد مواد  هاي ساحلي درياچه آب
 باكتريال آنتي

هاي ايزوله  به منظور شناسايي بيوشيميايي باكتري
  ،هاي گرم مثبت ها در چهار دسته باسيل شده آن

هاي گرم مثبت و  هاي گرم منفي، كوكسي باسيل
كوكسي گرم منفي بر اساس جداول استاندارد مندرج 

 Bergys Manual of Systematicدر كتاب 

Bacteriology مورد آزمايش قرار گرفتند.  

سويه پاتوژن  10بيوتيكي  بررسي حساسيت آنتي
  discبيوتيك متداول به روش آنتي 9استاندارد به 

diffusion assay به منظور  اين امر ،انجام پذيرفت
زدارندگي مشاهده شده در فعاليت با مقايسه

باكتري  باكتريال توليد شده توسط هاي آنتي متابوليت
 .هاي رايج انجام شد بيوتيك ايزوله شده با برخي آنتي
مولر هاي پاتوژن در محيط  ابتدا از كشت براث سويه

شد،  اي كشت داده هينتون آگار توسط سوآپ پنبه
 ذاشتهبر سطح محيط گ بيوتيكي هاي آنتي سپس ديسك
درجه سلسيوس  37ساعت در  24مدت ه ها ب شد و پليت
ها بررسي  ند و پس از زمان انكوباسيون پليتانكوبه شد

گيري  هاي عدم رشد مشاهده شده  اندازه گرديد و هاله
  .شد

  

ركيبات ايزوله شده ليتيك تبررسي فعاليت همو
  اكتريالب با خاصيت آنتي

 agarبه اين منظور تركيبات ايزوله شده به روش 

diffusion technique مورد بررسي واقع شدند . 

ها  ساعته تهيه شده از باكتري 48راث ابتدا كشت ب
دقيقه در  20ها به مدت  به منظور ته نشين كردن سلول

rpm12000  سانتريفيوژ گرديد سپس به ميزان يك
هاي  جدا شده در سطح پليتسوپرناتانت  ميكروليتر از

ها به  ار ريخته شد و پليتحاوي محيط كشت بلاد آگ
پس از زمان  .درجه انكوبه شدند 37ساعت در  24 مدت

ها بررسي گرديد و مناطق هموليز در  انكوباسيون پليت
 . گيري شد متر اندازه واحد ميلي

  
  16Sr RNAبررسي تعيين توالي ژن 

 :پذيرفت به اين منظور مراحل زير انجام

  DNAاستخراج  -1
  PCRواكنش زنجيره اي پليمراز  -2
  PCRالكتروفور محصول  -3
 PCRسازي محصول  خالص -4

   16Sr RNAتعيين توالي قطعات تكثير شده ژن  -5
  

DNA  شركت (باكتري با استفاده از كيت
Qiagen (استخراج گرديد  

محيط  ابتدا چند كلني از كشت تازه باكتري در
ساعت  10مدت ه ب تلقيح گرديد و LB brothكشت 

ليتر از  ميلي 1درجه سلسيوس انكوبه شد، سپس  30در 
دقيقه در  10مدت ه ب كشت به يك ميكروتيوپ منتقل و

ها سانتريفيوژ  دور به منظور ته نشين كردن سلول 7000
و به  گرديد، سپس سوپر ناتانت رويي دور ريخته شد

، Lysis buffer، نشين شدهته  هاي سلول
Proteinase K و SDS 2مدت ه اضافه گرديد و ب 
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نكوبه شد سپس نمونه درجه سلسيوس ا 56 ساعت در
دار كيت منتقل و بر اساس هاي فيلتر به ميكروتيوپ

 washو  wash buffer1دستورالعمل كيت توسط 

buffer2  به اين منظور پس از (شستشو داده شد
 10000 دقيقه در 1مدت ه افزودن بافرها ميكروتيوپ ب

 collection tubeو در هر بار  دور سانتريفيوژ گرديد

  Elution bufferدر انتها توسط  .)تعويض گرديد
 ) دقيقه 1مدت ه دور ب 10000سانتريفيوژ در (شستشو 

DNA  وارد فاز آبي شد و درcollection tube 
استخراج شده مورد  DNAعنوان ه ب و گرديد وارد

PCR واكنش براي انجام   .واقع شدPCR  جدول طبق
  .مواد در يك ميكروتيوپ افزوده شد 1

  
  در هر ميكروتيوپ PCRمواد مورد استفاده جهت انجام واكنش : 1 جدول

Volume (μl) Reagents 

10 10X incubation buffer 

20 dNTPs (1mM) 

1 27f primer (0.5μg/ μl) 

1 1541rprimer (0.5μg/ μl) 

6/66  H20 

1 Extracted DNA 

6/99  Total Volume 

  
. شركت سينا ژن خريداري شدتمام مواد از 

  :هاي مورد استفاده عبارت بودند ازپرايمر
27f: 5'- GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3'   
1541r: 5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA- 
3'   

 DNAبرنامه اجرا شده براي تكثير قطعه مورد نظر 

 :به شرح زير بوده است

    Denaturation)(دقيقه 1 درجه سلسيوس 92 .1
  ) Annealing(دقيقه 1درجه سلسيوس  52 .2
براي  )Elongation(دقيقه 1درجه سلسيوس  72 .3

  سيكل 30
به منظور  درجه سلسيوس 72دقيقه،  10در پايان  .4

Final Elongation  . 

  

 PCRالكتروفورز محصول 

 )بافر TAE+ پودر آگارز(آماده سازي ژل آگارز .1

 افزودن اتيديوم برمايد .2

 آماده سازي قالب ژل و افزودن ژل درون قالب  .3

بافر پس از بستن  TAEانتقال ژل به تانك حاوي  .4
 ژل

 Loadingبا  PCRمخلوط كردن محصول  .5

buffer  و انتقال به چاهك درون ژل 

 اتصال قطب ها و تنظيم ولتاژ  .6

با كمك كيت  PCRسازي محصول  خالص
Qiaquick PCR Purification انجام شد. 
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  16Sr RNAتوالي قطعات تكثير شده ژن  تعيين

اي پليمراز با استفاده  محصولات خالص واكنش زنجيره
از پرايمرهاي زير و از هر دو طرف با روش اتومات 

نوكلئوتيدهاي دئوكسييسنجر بر اساس روش د
 Genetic Analyzer( تعيين توالي شدند فلورسانت

313XL, ABI, America(  
16R339: 5’- ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG 
-3’ 
16F358: 5’- CTCCTACGGGAGGCAGCAGT 
-3’ 
704f: 5’- GTAGCGGTGAAATGCGTAGA- 3' 

 
  
  
  

  

  نتايج
ها با توانايي توليد مواد  جداسازي باكتري

 باكتريال  آنتي

باكتري بر اساس  108شده  نمونه آب بررسي 29از 
آميزي گرم  رنگ مورفولوژيكي و خصوصيات

 agar wellسي جداسازي شد كه مورد برر

diffusion assay  به منظور سنجش توانايي توليد
باكتريال قرار گرفت،  نتيآمواد فعال زيستي با خاصيت 

باكتري با توانايي توليد تركيبات  12در اين بررسي 
 10مورد از  4باكتريال شناسايي شد كه حداقل در  آنتي

ها  مورد پاتوژن بررسي شده باعث مهار رشد پاتوژن
  .)1شكل()2جدول ( ستشده ا

                        
  
  
  

  

  هاي تحت بررسي خارج سلولي باكتري ها از توليدات توانايي مهار رشد پاتوژنوله شده با هايي از تركيبات ايز نمونه: 1شكل
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  23   ... بررسي توليد مواد فعال زيستي از لحاظ بيولوژيك

  هاي ساحلي درياچه كاسپين ه از آبهاي جدا شد در تركيبات ايزوله شده از باكتريباكتريال مشاهده شده  فعاليت آنتي: 2جدول 
Standard
pathogen
strains

 
Isolated 

com pounds 

S
al

m
on

el
la

 
ty

ph
i

 S
hi

ge
ll

a 
fl

ex
ne

ri
 

S
ta

ph
yl

oc
oc

c
us

 

P
se

ud
om

on
as

 
ae

ro
gi

no
sa

 

E
sc

he
ri

ch
ia

 
co

li
 

S
hi

ge
ll

a 
dy

se
nt

ri
ae

 

E
nt

ro
co

cc
us

 
fe

ca
li

s 

P
ro

te
us

 
V

ul
ga

ri
so

x 2
 

st
ra

in
 

S
tr

ep
to

co
cc

us
 

py
ro

ge
ns

is
 

B
ac

il
lu

s 
ce

re
us

 

1/V 10  ـ  ـ  7  14  11  10  ـ  9  ـ  
2/V ـ  ـ  8  8  14  9  ـ  10  ـ  ـ  
3/AA 22  13  18  8  8  9  12  7  9  9  

4/A 9  8  8  ـ  ـ  9  12  8  9  ـ  
5/A 8  10  10  ـ  +  ـ  9  14  13  ـ  
6/A 10  14  16  ـ  9  ـ  ـ  15  9  ـ  
7/A ـ  ـ  ـ  11  9  11  ـ  12  ـ  ـ  
8/A 10  21  9  ـ  ـ  ـ  ـ  ـ  9  ـ  
9/A 13  15  11  ـ  ـ  ـ  ـ  ـ  9  ـ  

10/G ـ  ـ  8  10  9  ـ  9  ـ  ـ  +  
11/I 19  14  16  13  15  13  11  9  18  9  
12/I 21  12  9  13  17  14  14  8  13  7  

  
  باكتري ايزوله شده از درياچه خزر 12نتايج بررسي فعاليت هموليتيك تركيبات جدا شده از : 3جدول

  با توانايي توليد مواد آنتي باكتريال
Compounds No. Hemolytic activity Compounds No. Hemolytic activity 

V/1 ـ A/7 ـ 
V/2 ـ A/8 ـ 

AA/3 ١٣ A/9 ـ 
A/4 ٩ G/10 9 

A/5 ٨ I/11 11 

A/6 ـ I/12 12 

 باشد متر مي ايانگر منطقه هموليز بر حسب ميلياعداد نم ♦

  
آنتـي بيوتيـك    9باكتريـال   نتايج فعاليت آنتي

ندارد مـورد  ويه پـاتوژن اسـتا  س ـ 10رايج بر عليـه  
  استفاده در اين تحقيق

آنتـي بيوتيـك    9باكتريال  فعاليت آنتي 4در جدول 
سـويه پـاتوژن اسـتاندارد كـه در ايـن       10متداول بر عليه 

 بررسـي قـرار گرفتـه بودنـد توسـط روش     تحقيق مورد 

disk diffusion assay  هـاي   صورت گرفت و هالـه
 شـد گيري  متر اندازه ليعدم رشد همانند قبل بر واحد مي

  .)4جدول (
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  متداول آنتي بيوتيك 9ژن تحت بررسي توسط توانايي مهار رشد ده سويه پاتو بررسي :4جدول 
pathogen
strains

  
Antibiotics 

E
.c

ol
i

 S
.a

ur
eu

s
 S

.f
le

xn
er

i
 

P
.a

er
o

 gi
no

sa
 S
.d

ys
en

tr
ia

 

E
.f

ec
al

is
 S

.p
yo

ge
ne

s
 

P
.v

ul
ga

ri
s

 

B
.c

er
eu

s
 

S
.ty

ph
i

 

Gentamycin 
GM 10 

  21  21  16  23  16  10 ـ  ـ  19  16
Nitrofurantoin 

FM 300 
  15  18  ـ  21  18  13 ـ  13  ـ  16

Vancomycin 
V30 

  15  8  ـ  9  12  14 ـ  ـ  13  10
Cephalexin 

CN 30 
  ـ  17  12  21  19  13 ـ  ـ  26  8

Rifampicin 
RA5 

  ـ  6  ـ  23  ـ  ـ ـ  ـ  32  ـ
Trimethroprim 
sulfamethoxazo 

1 
SXT 

  ـ  32  3  28  21  ـ ـ  ـ  20  ـ

Tetracycline 
TE30 

  16  23  11  17  20  14 ـ  16  ـ  16
Erythromycin 

E15 
  20  18  ـ  13  20  18 ـ  13  ـ  23

Nalidixic acid 
NA30 

  18  19  24  12  20  19 ـ  17  ـ  18
 

  هاي گرم مثبت انجام شده در باسيل هاي بيوشيميايي نتايج تست: 5جدول 

G/١٠ A/٧ A/۵ A/۴ V/٢ V/١ Characteristics 

+ + - - + + Cell diameter >1.0 μ 

- - - - - - Spore round 

- - - - - - Sporangium swollen 

- - - - - - Parasporal crystals 

+ + + + + + Catalase 

+ + - - + + Anaerobic growth 

- + + + + + Voges- Proskauer 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
+ 
- 

+ 
- 

pH in V-P broth 
< 6 
> 7 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
- 
- 
- 

Acid from 
D- Glucose 
L- Arabinose 
D-Xylose 
D-Mannitol 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

Hydrolysis of 
Casein 
Gelatin 
Starch 

- + + + + + Utilization of Citrate 
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  25   ... بررسي توليد مواد فعال زيستي از لحاظ بيولوژيك

5ادامه جدول  

+ + + + + + Nitrate reduced to nitrite 

- - - - - - Indole 

+ + - - + + Hemolysis 

+ + + + + + Growth at pH 6.8 

+ + + + + + Growth at pH 5.7 

+ + + + + + Motility (SIM) 

- + - - + + Egg-yolk Lecithinase 

+ - - - - - Deamination of  Phenylalanine 

 
+ 
+ 
- 
- 
 

 
+ 
+ 
- 
- 

 
+ 
+ 
+ 

(+) 

 
+ 
+ 
+ 

(+) 

 
+ 
+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 

Growth in NaCl 
2% 
5% 
7% 
10% 

 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

 
- 
- 
+ 
+ 
+ 

 
- 
- 
+ 
+ 
- 

- 
- 
+ 
+ 
- 

Growth at  
  5°C 
10°C 
30°C 
40°C 
50°C 

  
  هاي گرم منفي هاي بيوشيميايي انجام شده در باسيل نتايج تست: 6جدول 

I/12 I/11 AA/3 Test 

+ + + Catalase 

+ + + Oxidase 

- + + Growth on McConkey  agar 

Alk/Alk Alk/Alk Alk/Alk KIA 

Oxidative Oxidative Oxidative OF 

- - - SH2 (lead actate) 

+ + + Indole 

+ + + Motility 

+ + + Argenine dihydrolase 

+ + + Pyocyanin production 

+ + + Pyoverdin production 

+ + + Gelatine hydrolysis 

- - - Growth at 4°C 

+ + + Growth at 41°C 

- - - Starch hydrolysis 

+ + + Denitrification 
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  هاي گرم مثبت ي بيوشيميايي انجام شده در كوكسيها نتايج تست: 7جدول 
Result  

Test  08  09  

Oxidase +  +  
Catalase +  +  

OF )-/- (Inert )-/- (Inert 
Nitrate reduction ـ  ـ  

MR/VP /+-  /+-  
Motility +  +  
ONPG +  +  

SH2 (SIM) ـ  ـ  
Indole (SIM) ـ  ـ  

Grwoth at 
 

5C  

10C 

20C 

30C 

37C 

45C 

50C 

  
  ـ
+  
+  
+  
+  
+  
  ـ

  
  ـ
+  
+  
+  
+  
+  
  ـ

Anaerobic growth +  +  
DNase +  +  

Gelatin hydrolysis +  +  
Starch hydrolysis +  +  
Gelatin hydrolysis +  +  
Casein hydrolysis +  +  
Urea hydrolysis ـ  ـ  

Citrate ـ  ـ  
Growth in NaCl 

2%  
5%  
10% 

  
+  

)48h+ (  
  ـ

  
+  

)48h+ (  
  ـ
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  هاي بيوشيميايي در كوكسي گرم منفي نتايج تست: 8جدول 
Test Result Test Result 

Catalase + Esculine hydrolysis ـ  
Oxidase + Mannitol (OF) ـ  

Growth on Mc Conkey agar + Sucrose (OF) ـ  
KIA Alk/Nc Citrate +  
OF Inert (-/-) C Growth at 42 +  

SH2 (SIM) ـ MR/VP ـ/ ـ  
Indole (SIM) ـ     

Motility +     
Argenine dihydrolase ـ     

Gelatin hydrolysis (28 C      ـ (
Gelatin hydrolysis (37 C      ـ (
Nitrate reduced to nitrite ـ     

Urea hydrolysis ـ     
  

  ، ايزوله شده از باكتريال توليد كننده مواد آنتي هاي نتايج شناسايي باكتري: 9جدول 
  هاي ساحلي درياچه كاسپين آب

Bacteria  NO. Recognized Strain or Jenus

1/V Bacillus cereus

2/V Bacillus cereus

3/AA Pseudomonas aeroginosa

4/A Bacillus subtilis

5/A Bacillus subtilis

6/A Alcaligenes faecalis*

7/A Bacillus cereus

8/A Exiguobacterium acetylicum   
Strain DSM 20416*

9/A Exiguobacterium acetylicum   
Strain DSM 20416*

10/G Bacillus cereus*

11/I Pseudomonas aeroginosa

12/I Pseudomonas aeroginosa

  

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir


 1388وم زيستي واحد لاهيجان، سال سوم، شماره چهارم، زمستان مجله عل  28

در باكتري  16Sr RNAنتايج تعيين توالي ژن 
G/10:  

و  PCRپس از استخراج ژنوم، مراحل 
، در الكتروفورز محصول PCRسازي محصول  خالص

تنها يك باند ديده شد كه در مقايسه با ماركر حاوي  
   .نوكلئوتيد باز بوده است 1500حدود 

، هنجام تعيين توالي محصول خالص شدپس از ا
نتايج سكانس به شرح زير بوده است مقايسه توالي 

 هاي موجود در با توالي A/6بدست آمده در نمونه 
افزار  از نرم Genbank پايگاه اطلاعاتي موجود در

Blast اين مقايسه نشان داد كه ميزان . استفاده شد
و  مربوطه 16S rRNA مشابهت بين توالي ژن 

  . باشد مي%  Alcaligenes faecalis 997  باكتري
با  A/8مقايسه توالي بدست آمده در نمونه 

پايگاه اطلاعاتي موجود در   هاي موجود در توالي
Genbank افزار  از نرمBlast اين مقايسه . استفاده شد

 16S نشان داد كه ميزان مشابهت بين توالي ژن 

rRNA و باكتري مربوطهExiguobacterium 

acetylicum strain DSM 2016 997 %باشد مي.  
، لي محصول خالص شدهپس از انجام تعيين توا

به . وتيد گزارش شدئنوكل 1495نتايج سكانس شامل 
هاي موجود  مقايسه توالي بدست آمده با توالي منظور

افزار  از نرم Genbankپايگاه اطلاعاتي موجود در   در
Blast اين مقايسه نشان داد كه ميزان . استفاده شد

مربوط به سويه  16S rRNA لي ژن مشابهت بين توا
  .باشد مي%  Bacillus cereus  100و باكتري  10

  
   بحث

قيق به منظور يافتن تركيبات در اين تح
هاي  هاي ايزوله شده از آب باكتريال، باكتري آنتي

ساحلي درياچه خزر مورد بررسي قرار گرفتند، درياچه 
رين درياچه جهان ريزشگاه عنوان بزرگته خزر ب
رودخانه  350باشد و بيش از  هاي متعددي مي خانهرود

ا از خاك ايران به اين درياچه كوچك و بزرگ تنه
ريزند، به عبارتي اين سواحل مناطقي هستند كه آب  مي
گردند و يك  رين و آب شور با يكديگر مخلوط ميشي

گردد كه اكوسيستم  شوري حد واسط حاصل مي
ها  رگانيسمرشد انواع مختلفي ميكروا مناسبي براي

 . باشد مي

Manmadhan باكتري  160 ،)6( و همكاران
اي كه از  سويه جلبك قهوه 9له شده از سطوح ايزو

مورد  در ژاپن جدا كردند را Awajiسواحل جزيره 
سويه با توانايي توليد مواد  10. بررسي قرار دادند

ها قرابت  جداسازي نمودند كه اين باكتري باكتريال آنتي
داشتند و از جمله  Bacillusدي به جنس ژنتيكي زيا

، B.cereus ،B.Clausii هاي شناسايي شده سويه
B.pumilus ،B.subtilis  دان بوده. 

 )7( و همكاران Nuzhat Ahmedهمچنين 
باكتريال را در  توليد مواد زيستي با خاصيت آنتي پتانسيل
ياي عرب در سواحل هاي آزاد جدا شده از در باكتري

ه فعاليت سوي 6كردند و در  سيپاكستان برر
هاي كلينيكال گزارش  باكتريال را بر عليه باكتري آنتي

نشان داد كه اين  16Sr RNA سكانس ژني . كردند
 Bacillus  ،Pseudomonasهايي از از سويه ها باكتري

  .باشند مي  Bervibacterium و
هاي دريايي،  آب از هايي باكتري نعلاوه بر آ

ها در مناطق مختلفي از  و جلبك ، نرمتنانرسوبات
و فعاليت آنتي  گرديدندسواحل درياي چين جداسازي 

باكتري  341از  نشان داد، ها  ميكروبيال اين باكتري
سويه پاتوژن سويه حداقل بر عليه يك  41ايزوله شده 
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مطالعات . دارند ضد ميكروبيانساني فعاليت 
 هاي ها به جنس داد كه اين باكتري تاكسونوميك نشان
Alteromonas )20 سويه(، Pseudomonas )10 

  Flavobacterium و )سويه 8(  Bacillus، )سويه
   .تعلق دارند) سويه 4(

باكتريال در  ر اين بررسي بيشترين فعاليت آنتيد
مشاهده شد،  Pseudomonas aeroginosaسويه 

مورد پاتوژن تحت بررسي  10كه باعث مهار رشد هر 
بيوتيك تست شده  آنتي 9قايسه با همچنين در م. دگردي

فعاليت بهتر و  هاي انساني نيز در مهار پاتوژن
  ).5(تري را نشان داده است  گسترده

هاي  هاي اخير توجه زيادي به جنس در سال
تي صورت سودوموناس در زمينه توليد مواد فعال زيس

توان به جداسازي  گرفته است از آن جمله مي
، Sidrophoresبيل هاي ثانويه از ق متابوليت

antibiotics  ،compounds HCN،enzymes  
 Pseudomonadsاز جنس  phytohormonsو 

اشاره  2009 در سال Kameiو  Isnansetyoتوسط  
  ).4(كرد 

Charryulu ضدفعاليت  )3( و همكاران 
 Pseudomonasهاي ثانويه را در  ميكروبي متابوليت

sp.  جدا شده از مناطق ساحليChennai   در هند
ميكروبيال  بررسي قرار دادند و فعاليت آنتي مورد
گرم مثبت و گرم منفي هاي  الطيفي بر عليه پاتوژن وسيع

  ).3(گزارش كردند 
گونه كه در بخش نتايج عنوان شد، در اين  همان

اكتريال گزارش ب مورد فعاليت آنتي 12مورد از  6تحقيق 
  وcereus     Bacillusهاي شده متعلق به سويه
Bacills subtilis اند بوده. 

 Bacillus بررسي توليد مواد فعال زيستي در

cereus  در زمينه توليد مواد دارويي آنتي باكتريال در
چندين كار تحقيقاتي صورت گرفته كه اغلب با 

 . موفقيت همراه بوده است

Bacillus cereus UW85   دو آنتي بيوتيك
ري در گياهان را دارد كند كه توانايي مهار بيما توليد مي

سال در  همكارانو  Silo-Suh توسطكه اين تركيبات 
  .)10(شناخته شد  1994

Tabennaسوپر ناتانت كشت   از )12( و همكاران
Bacillus subtilis   ايزوله شده از خاك تركيبي را

جداسازي نمودند كه داراي فعاليت ضد ميكروبي 
ين فعاليت ضد هاي انساني و همچن وسيعي برعليه پاتوژن

 .هاي بيماريزاي گياهان بوده است چقارچي بر عليه قار

   
  سپاسگزاري

بدينوسيله از مدير گروه محترم كارشناسي ارشد 
ميكروبيولوژي جناب آقاي دكتر مهدي آسمار و 

هاي صميمانه سركار خانم كتايون داستان  همكاري
كارشناس ارشد آزمايشگاه تحقيقاتي ميكروبيولوژي 

و  آزاد اسلامي واحد لاهيجان كمال تشكردانشگاه 
  .سپاسگزاري را داريم
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