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 Bacillus بررسی اثر عوامل محیطی بر میزان فعالیت آنتاگونیستی عصاره کشت ایزوله
pumilus
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چکیده

سابقه و هدف: باکتری های گونه باسيلوس پومیلوس تريكبات بيولوژكيي زیادی تولید می کنند که عليه باكتري ها و قارچ ها فعالند. 
  Bacillus و زمان انکوباسیون بر میزان فعالیت آنتاگونیستی ایزوله pH ،مطالعه حاضر با هدف غربالگری و بهینه سازی غلظت گلوکز

pumilus علیه 4 پاتوژن انسانی انجام شد.

مواد و روش ها: در بررسی اولیه فعالیت ضد میکروبی از روش انتشار دیسک و محیط TSB و جهت تولید ماده ضد میکروبی از 
انكوباسيون  با تغییر pH )٩-۶(، زمان  انتشار در چاهک استفاده شد. حداکثر میزان تولید ماده ضد میکروبی  محیط سنتتیک و روش 
 )٧۲-۰ ساعت( و غلظت گلوكز )%۵-١( مورد سنجش قرار گرفت. داده ها با نرم افزار  SPSS  و ANOVA مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

 ۳٧˚C ۳ گلوكز و بعد از ۴۸ ساعت انكوباسيون در% ،pH 7یافته ها: بیشترین میزان توليد تريكبات ضد مكيروبي توسط این ايزوله در
عليه ۴ سويه مكيروبي بدست آمد. 

نتیجه گیری: گونه B. pumilus می تواند کاندیدی توانا جهت تولید متابولیت های ضد باکتریایی در آینده باشد. 
کلمات کلیدی: Bacillus pumilus، مقاومت آنتی بیوتیکی

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 

مقدمه	

به دلیل افزایش روز افزون پاتوژن های انسانی به آنتی بیوتیک 
های  بیوتیک  آنتی  و  داروها  یافتن  برای  تلاش  متداول،  های 
جدید امری بسیار ضروری است )1(. به گفته سازمان بهداشت 
جهانی، تجویز زیاد و استفاده نادرست از آنتی بیوتیک ها منجر 
به مقاومت بسیاری از سویه های پاتوژن شده است. باکتری های 
مقاوم  حال  در   StaPHylococcus aurous نظیر  مهمی  بالینی 
  .)2( هستند  استفاده  مورد  رایج  های  بیوتیک  آنتی  به  شدن 
امروزه، به سرعت سویه های مقاومی در حال ظاهر شدن هستند 

در حالی که سرعت کشف آنتی بیوتیک های جدید کند شده 
غربالگری  های  برنامه  به  دانشمندان  خاطر  همین  به   است. 
 میکروارگانیسم ها به دلیل تولید ترکیبات آنتی بیوتیکی توجه زیادی 
کرده اند )3، 4(. همواره، نياز به آنتي بيوتكي ها و تريكبات ضد 
مكيروبي به عنوان مشكلي مهم ادامه خواهد داشت زيرا هنگامی 
كه تعداد باكتري هاي مقاوم و توزيع جغرافيايي اين ارگانيسم ها 
هر دو در حال افزايش است مقاومت ضد مكيروبي كي نگراني در 
حال رشد محسوب مي گردد. به همين دليل، بنيادهاي سلامت 
در جهان به دنبال برنامه اي جهت شناسايي تريكبات طبيعي 
هاي  ارگانيسم  مكيرو   .)6,5( هستند  مكيروبي  ضد  فعاليت  با 
از تريكبات طبيعي  جدا شده از خاك، به عنوان منبع مفيدي 
باسيلوس جهت  باكتري هاي جنس  امروزه،  اند.  پيشنهاد شده 
عليه  آنتاگونيستي  فعاليت  به  قادر  كه  طبيعي  تريكبات  توليد 
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باشند، شناخته  پاتوژن مي  قارچ هاي  و  باكتري ها  از  بسياري 
شده اند )7(. در صنعت داروسازي چند آنتي بيوتكي پپتيدي 
پلي  باسيتراسين،  مانند  باسيلوس  هاي  گونه  توسط  مهم 
ميگزين، گراميسيدين، تيروسيدين، سوبتيلين، باسي لايزين و 
غيره توليد مي شوند )8، 9(. اكثر آنتي بيوتكي هاي گونه هاي 
پايين هستند كه توسط  با وزن مولكولي  پپتيدهايي  باسيلوس 
 مسيرهاي بيوسنتتكي غير ريبوزومي توليد مي شوند )11،10(.

قابل  بيولوژكيي  هاي  فعاليت  از  مختلفي  ميزان  پپتيدها  اين 
توجهي را كنترل مي كنند كه از آن جمله مي توان به فعاليت 
كرد  اشاره  توموري  ضد  و  ويروسي  ضد  مكيروبي،  ضد   هاي 
عنوان  به   Bacillus pumilus گونه  های  باکتری   .)13  ،12(
کاندیدی توانا جهت تولید متابولیت های ثانویه ضد باکتریایی 
های  فعالیت  اند.  شده  شناخته  کشی  حشره  و  قارچی  ضد  و 
ضد میکروبی گونه B. pumilus اساسا برای تولید مشتقات آنتی 
بیوتیکی پپتیدی، لیپوپپتیدی و باکتریوسین که دارای خواصی 
با کاربردهای بیوتکنولوژی هستند، نسبت داده شده اند. این مواد 
میکروبی در برابر همولوگ های سنتتیک اغلب بصورت زیستی 
تجزیه پذیرند و طی فرآیند تخمیر تولید می شوند )14، 15(. 
مطالعه حاضر با هدف غربالگری و بررسی تولید مواد ضدمیکروبی 
انسانی  پاتوژن   4 Bacillus pumilus علیه  از گونه  ای  ایزوله 
 Bacillus cereus،StaPHylococcus aureus PTCC:1113(
و     Salmonella tyPHimorium PTCC:1609 ،PTCC:1565

Klebsiella pneumoniae PTCC:1402 ( و بهینه سازی تولید 

ترکیبات ضد میکروبی آن انجام شد.   

مواد و روش ها

در  لاهيجان  شهرستان  جنگلي  مناطق  از  خاك  هاي  نمونه 
واحد  آزمايشگاه  به  و  گرديد  آوري  جمع  استريل  شرايط 
نظر  مورد  گونه  شناسايي  و  ايزوله  جداسازی  جهت  دانشگاهی 
انتقال داده شد. ابتدا با استفاده از روش تعیین رقت در آگار از 
هر نمونه خاک تا 7-١۰ رقت تهیه شد و در روی محیط مغذی  
درجه  در۳۰   NaCl درصد   ٧ حاوي   )Nutrient Agar(N.A

کلنی  داده شد. سپس  به مدت ۴۸ ساعت کشت  گراد  سانتی 
های مشکوک به باسیلوس از نظر رنگ و مورفولوژی کلنی توسط 
تست های بیوشیمیایی مرسوم آزمایشگاهی شامل تست تخمیر 

قند، تست هیدرولیز نشاسته، تست احیای نیترات، تست وگس 
و تست مصرف سیترات جهت شناسایی گونه    )VP( پروسکوئر
 باسیلوس پومیلوس بررسی شدند )16(. در این مطالعه تجربی 
  StaPHylococcus aureus انسانی  پاتوژن  های  ارگانیسم 
 Salmonella  ،  Bacillus cereus PTCC:1565  ،PTCC:1113

  Klebsiella pneumoniae و   tyPHimorium PTCC:1609

PTCC:1402 از مركز كلكسيون قارچ ها و باكتري هاي سازمان 

مواد  و  شدند  خريداري  ايران  صنعتي  و  علمي  هاي  پژوهش 
 )Merck( شیمیایی استفاده شده در این مطالعه از شرکت مرک

تهیه گردید.

بررسی اولیه فعالیت ضد میکروبی ایزوله باسیلوس 
پومیلوس

محیط  و  دیسک  در  آگار  انتشار  روش  از  بررسی  این  در 
از  ابتدا  شد.  استفاده   Trypticase Soy Broth (TSB)

 B. pumilus خالص  ايزوله  و  استاندارد  هاي  مكيروارگانيسم 
سوآب  توسط  سپس  شد.  تهيه  فارلند  مك  نيم  سوسپانسيون 
اصطلاح(  )به  كشت  استاندارد  هاي  مكيروارگانيسم  از  استريل 
انجام   (TSA)   Trypticase  Soy Agar روي محيط  اي  سفره 
گرفت. در ادامه دیسک های بلانک به ميزان ۲۰ مكيروليتر با 
سوسپانسيون نيم مك فارلند ايزوله B. pumilus آغشته گشتند. 
به مدت ۴۸ ساعت در دماي۳٧ درجه سانتی  پلیت ها  سپس 
 گراد انكوبه شدند و وجود يا عدم وجود هاله عدم رشد مكيرو

اندازه گيري  متر  بر حسب ميلي  آزمايش  ارگانيسم هاي مورد 
گردید. هر آزمایش سه بار تکرار شد و میانگین قطر هاله مهاری 

محاسبه گردید.

تولید ماده ضد میکروبی توسط ایزوله باسیلوس 
پومیلوس

 در اين مرحله از محیط کشت سنتتیک و روش انتشار در چاهک 
استفاده شد. ابتدا ايزوله مورد نظر در محيط كشت TSB در۳۰ 
با  انكوباتور شكيردار به مدت ۴۸ ساعت  درجه سانتی گراد در 
از  ليتر  انكوبه شد. همچنین حدود ١۰۰ ميلي   ١۲۰ rpm دور 
محيط كشت سنتتكي درون ارلن ماير۲۵۰ ميلي ليتري استريل 
شد و ١۰ درصد از محيط پيش كشت به ارلن ماير اضافه گرديد 
و در ۳۰ درجه سانتی گراد توسط شكير به مدت ۲۴ ساعت با 
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دور rpm ١۲۰ انكوبه شد. سپس براي بدست آوردن سوپرناتانت 
فاقد سلولي از سانتريفوژ و فيلترهاي ۰/۲ مكيرومتري استريل 
 g/L استفاده گرديد. مقادیر مواد در محیط سنتتیک بر حسب
  FeSO4.7H2O، NaCl 0.01، L-glutamic acid 5.0   : است 
 ، K2HPO4  0.5، CuSO4.7H2O 0.01، KH2PO4 0.5،0.01

  MnSO4.H2O، MgSO4.7H2O 0.2،CaCl.2H2O 0.015

Glucose 10 ،0.01  و pH 7. در ادامه از كشت هاي ۲۴ ساعته 

مكيروارگانيسم هاي استاندارد مورد آزمايش، سوسپانسيون نيم 
در سطح  استريل  از سوآب  استفاده  با  و  تهيه شد  فارلند  مك 
با  هايي  چاهك  ادامه  در  شد.  داده  كشت   TSA كشت  محيط 
قطر mm ۶×۴ در محيط كشت ايجاد شد و حدود ۸۰ مكيروليتر 
شد. سپس  اضافه  ها  چاهك  بداخل  شده،  تهيه  سوپرناتانت   از 
انكوبه  گراد  به مدت ۲۴ ساعت در ۳٧ درجه سانتی  ها  پليت 
اندازه گيري قطر هاله مهاري  با  شدند و خواص ضد مكيروبي 
بر حسب ميلي متر تعيين شد. هر آزمایش سه بار تکرار شد و 

میانگین قطر هاله مهاری محاسبه گردید.

توليد حداکثر ماده ضد مكيروبي

اوليه   pH )٧۲-۰ساعت(،  انكوباسيون  دوره  مانند  پارامترهايي 
 )١-۵ %( تولیدی  محيط )٩-۶( و غلظت گلوكز محیط کشت 
جهت توليد حداكثر مواد ضد مكيروبي توسط ايزوله مورد نظر 
مورد سنجش قرار گرفت. برای تجزیه و تحلیل داده ها از نرم 
شد.  استفاده   (ANOVA) واریانس  آنالیز  SPSS و جدول  افزار 

سطح معنی داری آزمون  ۰/۰5 در نظر گرفته شد. 

یافته ها

از بین ۴۰ نمونه باسیل گرم مثبت اسپور دار جدا شده از خاک، 
و  مورفولوژیکی  های  تست  اساس  بر  پومیلوس  باسیلوس  گونه 
بیوشیمیایی شناسایی شد. نتایج حاصل از بررسی اولیه فعالیت 
ضد میکروبی با روش انتشار دیسک و محیط TSB نشان داد که 
ایزوله  B. pumilus دارای فعالیت ضد باکتریایی عليه ۴ باکتری 
پاتوژن مورد آزمایش است. همچنین استفاده از محیط سنتتیک 
افزایش قطر هاله  جهت تولید ترکیبات ضد میکروبی منجر به 
مورد  باکتری   ۴ عليه  ایزوله  این  توسط  شده  ایجاد  رشد  عدم 
آزمایش شد. از سوی دیگر ایزوله مورد نظر فعالیت ضد میکروبی 

 S. aureus )۲۵ mm ( بهتری نسبت به دو باکتری گرم مثبت
منفی گرم  باکتری  دو  با  مقایسه  در   B. cereus  ) mm ۲۲(  و 

)١٩ mm (  S. tyPHi و )K. pneumoniae  )mm ۲۰ از خود 
نشان داد . نتایج حاصل از تغییر فاکتور های خارجی در میزان 
تولید ترکیبات  تولید ماده ضد میکروبی نشان داد که حداکثر 
ضد میکروبی توسط این ایزوله درpH  7، ۳ درصد گلوکز و بعد 
از ۴۸ ساعت انکوباسیون در ۳٧ درجه سانتی گراد علیه هر ۴ 
سویه میکروبی مورد آزمایش مشاهده شد.نتایج حاصل از آنالیز 
واریانس تفاوت معنی داری بین متغیر های مورد بررسی نشان 
داد. بر اساس آزمون دانت بین غلظت های ۳ درصد و ۵ درصد 
گلوکز و همچنین بین غلظت های ۴ درصد و ۵ درصد گلوکز 
پومیلوس  باسیلوس  ایزوله  میکروبی  ضد  ماده  تولید  میزان  در 
که  داد  نشان  نتایج  همچنین  شد.  مشاهده  معناداری  اختلاف 
میزان تولید ماده ضد میکروبی در ۳ درصد غلظت گلوکز بیشتر 
از سایر غلظت ها بود.  نتایج آزمون دانکن نشان داد که به ترتیب 
در pH برابر با ۶ و ٩ کمترین تولید و در pH  برابر با ٧ و ۸ 
بیشترین تولید ماده ضد میکروبی در این ایزوله مشاهده شد. بر 
اساس آزمون توکی بین زمان های ۲۴ و ۴۸ ساعت و ۴۸ و ٧۲ 
ساعت تفاوت معنی دار مشاهده شد اما بین زمان های ۲۴ و ٧۲ 
ساعت تفاوت معنی داری مشاهده نشد. همچنین در ۴۸ ساعت 
انکوباسیون بیشترین میزان تولید ماده ضد میکروبی در ایزوله 
مورد نظر دیده شد. نتایج آماری تاثیر سه فاکتور pH ، گلوکز و 
زمان انکوباسیون در میزان تولید ماده ضد میکروبی تفاوت معنی 
داری را بین pH و گلوکز و همچنین زمان انکوباسیون و گلوکز 
)P >۰/۰5 ( نشان داد اما بین pH و زمان انکوباسیون تفاوت 
معناداری مشاهده نشد )P <۰/۰5 (. همچنین بر اساس نتایج 
میکروبی  ضد  ماده  تولید  میزان  در  گلوکز  آمده  بدست  آماری 

ایزوله مورد نظر موثرتر بود.

                                                                                                                                                   .
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بحث

سنتتیک  محیط  از  استفاده  با  پومیلوس  باسیلوس  ایزوله 
محیط به  نسبت  بیوتیک  آنتی  تولیدی  محیط  عنوان  به 

از  داد.  نشان  خود  از  میکروبی بهتری  ضد  فعالیت   ،TSB 

موجود  عناصر  و  ترکیبات  در  محیط  دو  این  تفاوت  که  آنجا 
مقدار  در  تواند  می  عوامل  این  بنابراین  باشد  می  آن ها  در 
و   B. pumilus ایزوله  توسط  مختلف  های  متابولیت  تولید 
باشد.  داشته  نقش  آن  میکروبی  ضد  فعالیت  میزان  نتیجه   در 
در تحقیق حاضر تولید ماده ضد میکروبی در دوره های زمانی 
شد  بررسی  انکوباسیون  ساعت   ٧۲ و   ۴۸  ،۲۴ مانند  مختلفی 

سوپرناتانت  توسط  شده  ایجاد  رشد  عدم  هاله  حداکثر  که 
انکوباسیون  ساعت   ۴۸ از  بعد  نظر  مورد  ایزوله  سلولی  فاقد 
که  دهد  می  نشان  همکاران  و  هاویک  مطالعه  آمد.  بدست 
 ElmiraElmiraB. licheniformisمیکروبی ضد  ماده  تولید 
مطالعه   .)17( گیرد  می  صورت  سریع  رشد  فاز  طول  در  فقط 
تولید  که  ای  گونه  به  داد  نشان  را  مشابهی  نتیجه  نیز  حاضر 
حداکثر مواد ضد میکروبی در طول ٧۲-۴۸ ساعت انکوباسیون 
شد.  مشاهده  باسیلوس  گونه  برای  سریع  رشد  فاز  عنوان   به 
محدوده  در  بيوتكي  آنتي  توليد  همکاران  و  مطالعه بوشرا  در 

نمودار1- تاثیر زمان انکوباسیون در میزان تولید ماده ضد 
میکروبی ایزوله باسیلوس پومیلوس
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نمودار2- تاثیر غلظت های مختلف گلوکز در میزان تولید ماده 
ضد میکروبی ایزوله باسیلوس پومیلوس 

نمودار3-تاثیر pH در میزان تولید ماده ضد میکروبی 
ایزوله باسیلوس پومیلوس

نمودار4- تاثیر غلظت گلوکز، pH و زمان انکوباسیون در میزان 
تولید ماده ضد میکروبی 
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 B. subtilis از  اي  ايزوله  توسط  كشت  pH  محيط   7-8
عدم  هاله  حداکثر  نیز  حاضر  مطالعه  در   .)18( شد  گزارش 
 ۴ هر  علیه  پومیلوس  باسیلوس  ایزوله  توسط  شده  ایجاد  رشد 
باکتری مورد آزمایش درpH ٧ مشاهده شد و به تدریج کاهش 
مشاهده   ٩  pH در  فعالیت  حداقل  و   pH افزایش  با  فعالیت 
در  زیاد  گلوکز  مصرف  علت  به  تواند  می   pH تغییر  گردید. 
تجمع  و  تولید  به  منجر  خود  که  باشد  باکتری  رشد  اولیه  فاز 
pH محیط کشت می شود. همچنین  و کاهش  آلی  اسیدهای 
باشد )19(.  تولید آمونیاک  با  ارتباط  تواند در  pH می   افزایش 
درصد   ۳ در  مكيروبي  ضد  ماده  تولید  حداکثر  مطالعه  این  در 
در  شد.  مشاهده  انکوباسیون  ساعت   ۴۸ از  و بعد   گلوکز 
ايزوله اي  توسط  ضد مكيروبي  ماده  توليد  حداكثر  مطالعه ای 
گلوكز  درصد   ٢ در  لوتئوس  میکروکوکوس  عليه  باسيلوس  از 
نظر  به   .)20( شد  گزارش  انکوباسیون  ساعت   ۴۸ از  بعد   و 
آنتی  سنتز  در  ها  کربوهیدرات  سایر  و  گلوکز  که  رسد  می 
اثر منبع کربن وابسته به  بیوتیک ها مداخله  می کنند و این 
 مصرف سریع منبع کربن در دسترس و مقدم می باشد )21(. 
مطالعه هاویک و همکاران با مطالعه حاضر همخوانی دارد ، نتایج 
  pH این مطالعه نشان داد که توليد ماده ضد مكيروبي وابسته به
است و اثر مهاری گلوکز در تولید ماده ضد میکروبی ، به علت تجمع 
 اسیدهای آلی و به دنبال آن اسیدی شدن محیط می باشد )17، 22(. 
در مطالعه حاضر ایزوله مورد نظر فعالیت ضد میکروبی بهتری 
نسبت به باکتری های گرم مثبت نشان دادند. در مطالعه برو و 
همکاران ایزوله ای از B.pumilus نسبت به باکتری گرم مثبت 
استافیلوکوکوس اورئوس فعالیت ضد میکروبی بهتری در مقایسه 
 .)23( داد  نشان  آئروژینوزا  سودوموناس  منفی  گرم  باکتری   با 
این تفاوت در حساسیت باکتری های گرم مثبت و گرم منفی نسبت 
به متابولیت های مختلف، می تواند به تفاوت های مورفولوژیکی 
بین این میکروارگانیسم ها مرتبط باشد. باکتری های گرم منفی 
دارای غشای خارجی پلی ساکاریدی هستند که دارای ترکیباتی 
با ساختار لیپوپلی ساکارید می باشد و یک دیواره سلولی نفوذ 
ناپذیر بوجود می آورند اما باکتری های گرم مثبت بیشتر حساسند 
چون فقط یک لایه پپتیدوگلیکان خارجی دارند که نمی تواند 
 یک مانع موثر جهت نفوذ پذیری متابولیت ها باشد )23، 24(. 
یافته های این مطالعه، اهمیت موضوع را برای تحقیقات آینده 

جهت بدست آوردن ترکیبات ضد میکروبی در میان گونه های 
تحقیق  نماید.  می  مشخص  ایران  شمالی  نواحی  از  باسیلوس 
برای کشف متابولیت های بیولوژیکی جدید و ترکیبات دارویی، 
باسیلوس های  اگر  احتیاج دارد و  ایزوله ها  از  تعداد زیادی  به 
آینده  در  تحقیقات  این  شوند  غربالگری  و  گیری  نمونه  متنوع 
داد  نشان  مطالعه  این  پایان  در   .)23( بود  خواهد  بخش  امید 
و  مناسب  کاندیدی  تواند  می  پومیلوس  باسیلوس  گونه  که 
علیه  باکتریایی  ضد  ثانویه  های  متابولیت  تولید  جهت   بالقوه 

پاتوژن های انسانی مورد آزمایش باشد.

تشکر و قدردانی

این مقاله حاصل پایان نامه جهت اخذ مدرک کارشناسی ارشد 
گروه  از  وسیله  بدین  بود.  پورباقی  المیرا  خانم  میکروبیولوژی 
اندیش  خانم  سرکار  و  لاهیجان  آزاد  دانشگاه  میکروبیولوژی 
میکروبیولوژی  ارشد  کارشناسی  آزمایشگاه  محترم  کارشناس 
واحد لاهیجان که در انجام این تحقیق با ما همکاری صمیمانه ای 

داشتند، تشکر می نماییم.
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