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Abstract 

Background: Today, discovery and production of new antimicrobial drugs has been emphasized 
due to the growing of antimicrobial resistance. The purpose of this study was to screen out antimicrobial 
producing bacteria among halophilic or halotolerant Gram-positive endospore-forming bacteria isolated 
from different areas of Iran.  

Materials and Methods: 62 strains were isolated from salin lakes of Iran, endospore-forming 
ability was evaluated and further identification of strains was done using 16S rRNA gene sequencing. 
Screening test was performed using two-layer agar diffusion method in which the indicator strains, 
Bacillus cereus (ATCC 14579) and Escherichia coli, (PTCC 1330) were inoculated in the seed layer. 
Finally, the production of antimicrobial active agent during a period of 7 days was studied followed by 
evaluating the effect of base-layer agar concentration on the dissemination of antibacterial metabolite. 

Results: Isolates WT6, R4A19 produced an agent(s) which inhibited the growth of both 
B.cereuse and E.Coli. The inhibition zone against only E.Coli was observed when R4A20 strain had been 
cultured in the base layer, while four non-bacillus strains (R4S2, LbS2, RF1 and WT19) could inhibit the 
growth of B.cereuse. The antibacterial compound production of WT6 against Bacillus cereuse and E.Coli 
reached to its optimumm leved after 3 and 4 days respectively, while R4A20 produced the active 
substance, optimally, after 5 days. No significant difference effect on diameter of zone inhibition was 
observed among various base-layer agar concentrations. 

Conclusion: Halophile or halotolerant endospore-forming bacteria isolated from different areas 
of Iran possess a potential to be considered as interesting microorganisms for further antimicrobial 
research studies. 
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  یط در یکروبیضدم فعال مواد دکنندهیتول يهاهیسو ییشناسا و يجداساز
 از جداشده لیهالوف آندوسپور ي دهنده لیتشک مثبت گرم يها يباکتر يگرغربال

   رانیشورا يها اچهیدر
  

  *5دانش ابوالقاسم ،4آموزگار یمحمدعل ،3مهرشاد حهیمل ،2يمحمد شاه نبیز ،2آبادي علی دل يقو میمر ،1نو قلعه دهمر ده آصفه

  

  رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده داروساز، دکتريدانشجوي . 1
  رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده داروساز. داروساز، 2
  رانی، تهران، اتهران دانشگاه، یشناس ستیدانشکده ز ،يولوژیکروبیم گروهها، لیموفیاکسترو شگاهیآزما، دکتري. دانشجوي 3
  رانی، تهران، اتهران دانشگاه ،یشناس ستیدانشکده ز ،يولوژیکروبیم گروهها، لیموفیاکسترو شگاهیآزمادانشیار، . 4
  رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه علوم پزشکلوم نوین دارویی، پژوهشکده ع ،يوتکنولوژیب قاتیتحق زمرکاستادیار، . 5

  
 17/10/96تاریخ پذیرش: ، 4/9/96تاریخ دریافت: 

 

 چکیده
 دیتأک مورد دیجد یکروبیضدم يداروها دیتول و کشف ،ضدمیکروبی مقاومترشد روزافزون  به توجه باامروزه،  :زمینه و هدف

جداشده از مناطق مختلف ایران  آندوسپور يتولیدکننده هالوتالرنت ای لیهالوف يهايباکتر بررسی ،مطالعه نیا از هدف .است
  . است یکروبیضدم فعال مواد دکنندهیتول هاي گونه گريغربال منظور به

 و گرفت قرار یبررسمورد ندوسپور آ دیتول، شدند يجداساز رانیشور مختلف ا يها اچهیدر از زولهیا 62 تعداد :ها روشمواد و 
 آگار کشت طیمح در هیلا دو روش به يگرغربال انجام شد. 16S rRNAژن  یابی یبا استفاده از توال یلیتکم ییشناسا

 در) PTCC 1330( یکل ایش) و اشرATCC 14579( سرئوس لوسیباس کاتوریاند يباکتر دو که شد انجام يا گونه به
 درقرار گرفت و  یهفت روزه مورد بررس یدوره زمان کیدر  یوبکریفعال ضدم ي ماده دی. در انتها تولشدند حیتلق ییبالا ي هیلا

  مطالعه شد. ییایضدباکتر تیبر انتشار متابولی نییپا ي هیلا دراثر غلظت آگار  ادامه
 را یکل ایشرشیسرئوس و ا لوسیباس يهر دو باکتر رشدبا تولید ماده ضدمیکروبی  R4A19 وWT6 هاي  هیسو :ها افتهی

 بود، شده داده کشت ینییپا ي هیلا در R4A20 ي سویه که یزمان ،یکل ایاشرش هیعل بر فقط عدم رشد ي هاله .کردند مهار
. کنند مهار راسرئوس  لوسیباسرشد  توانستند فقط WT19 و R4S2، LbS2، RF1 هیچهار سوکه  درحالی ؛شد مشاهده

 و سوم روز از بعدترتیب  به و اشرشیا کلی سرئوس لوسیباس هیعل WT6 هیسو يبرا یکروبیم ماده فعال ضد دیحداکثر تول
  در اندازه شعاع هاله عدم .رساند نهیبه دیتول به روز 5پس از  را فعال ي ماده R4A20 ي که سویهدرحالی ،دست آمد به چهارم

 مشاهده نشد.ي معنادار تفاوت ه،یپا ي هیلا در موجود متفاوت آگارِ يها رشد در غلظت
  به عنوان  رانیکننده آندوسپور جداشده از نقاط مختلف ا هالوتالرنت تولید ای لیالوفه يها يباکتر :يریگ جهینت

   دارند. يبیشترهاي ضدباکتریایی جالب، ارزش بررسی و تحقیق میکروارگانیسم
  رانیا ي،شور تحمل ،ها لیهالوف، آندوسپوري  دکنندهیتولي ها يباکتر ،ضدباکتریایی فعال ماده :يدیکل واژگان

  
  علوم پزشکی مشهد، دانشکده داروسازي  دانشگاه ایران، مشهد، ده مسئول:نویسن*

Email: DaneshA@mums.ac.ir 
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  مقدمه
ها به  يرونده باکترشیامروزه باتوجه به مقاومت پ

در بخش  يجد ینگران کی بازار در موجود يهاکیوتیب یآنت
 يمقاومت باکتر ،به عنوان مثال ).1( است شده جادیسلامت ا

به  چنان روهم نیلیس ی) به پنهیپهلو (استرپتوکوك پنومون نهیس
، تعداد افراد مبتلا 2015در سال  ،کلیطور به ).2(افزایش است 

 کیوتیب یآنتچندین مقاوم به  سیتوبرکلوز ومیکوباکتریمابه 
)MDR-TB(، 480000 بیشتر از  که است تخمین زده شده

به  مقاوم سیوزتوبرکل ومیکوباکتریمامبتلا به  نفر 100000
 ،کایدر آمر ).1( هستند ریفامپین وکاندید دریافت درمان

 مقاوم يها کروبینفر در اثر ابتلا به م 63000 حدود انهیسال
 ،یبه گزارش سازمان بهداشت جهان ).3( رندیم یم یمارستانیب

 ها کیوتیب ینه به سل مقاوم به آنتاینفر در جهان سال 440000
 دست از را خود جان ها آن از نفر 150000 که شوند یم مبتلا

که روز  است  رفته  شیجا پموضوع تا آن تیاهم ).4( دهند یم
به نام مبارزه با  2011در سال  یبهداشت جهان

 ).5( شد يگذار نام  کیوتیب یآنت به مقاوم يها سمیکروارگانیم
 دهیپد کیها کیوتیب یمقاومت به آنت جادیا دهیاگرچه پد

است:  دهیدو عامل به گسترش آن شتاب بخش یول ،است یعیطب
 يها ها و عدم وجود روشکیوتیب یاز حد از آنت شیاستفاده ب

عیوس يهاکیوتیب یکه منجر به استفاده از آنت عیسر یصیتشخ
آن شده است. اکنون با  یاز اثربخش نانیبه منظور اطم فیالط

و هشدار سازمان  یکروبیضدم يگسترش مقاومت به داروها
 دیجد یکروبیم ضد يداروها دیکشف و تول ،یت جهانبهداش

رشد در  يکه برا ییها سمیکروارگانیم).6( است دیمورد تأک
 ریاند نظکرده دایپ ي، سازگارژهیو طیبا شرا ییها طیمح

 تحمل را نمک که ییها يباکتر ایدوست  نمک يها يباکتر
 جهت از قیتحق و مطالعه يبرا يادیز يها تیقابل کنند، یم

 ها کیوتیب یو به خصوص آنت یستیزتیفعال يدارا مواد دیتول
 ).7( دارند

. هستند هیثانو سمیها محصولات متابولکیوتیب یآنت
نسبتا کم  یصنعت يها ریها در اغلب تخم چه محصول آناگر

 يبالا يبالا و ارزش اقتصاد یدرمان تیفعال لیبه دل یول ،است
 ریتخم قیاز طر انندتو یم یتجارت اسیمواد در مق نیها، ا آن

 ).8( شوند دیتول یکروبیم

ماده  دیمورد استفاده در تول يهاسمیکروارگانیم
،  )11، 10( ها قارچ )،9( هايشامل باکتر یکروبیضدم

ها و  پسودوموناس ).12(ها هستند تینومسیها و اکت جلبک
 دکنندهیتول نیترها که به عنوان مهم لوسیباس
 در توان یم را هستند يدیپپت یلاز نوع پ ییها کیوتیب یآنت

 فعال موادها  پسودوموناس ).13( قرار داد ها يباکتر ي دسته
 مشتقاتو  یکلیهتروس باتیترک ،يدیپپت یپل یکروبیضدم
   ).14( کنند یم دیتول ینیفناز

 ی ازصنعت يها سمیکروارگانیم يجداساز يبرا
جات  وهیم ،ییمانند خاك، آب، مواد غذا یعیطب يها طیمح
و ممکن است در ادامه  شود یم استفاده فاضلاب و دهیندگ
 شود داده کروبیم یمولکول نیماش و کیدر ژنت یراتییتغ
)15.(  

 دیجد يهاکیوتیب یکه منجر به کشف آنت یراه اصل
 ییها سمیرگانکروایم ،عمل نیا یشود غربال کردن است. طیم

 تیباشند از جمع یکروبیفعال ضدم مواد دیکه قادر به تول
ماده قابل  دیشوند. تولیجدا م یعیموجود در منابع طب یکروبیم

شده  شناخته يها کروبیکه از رشد م کشت طینفوذ در مح
 یکروبیم وجود مواد فعال ضد لیدل د،ینما یم يریجلوگ

 موردی کروبیضدم تست يبرا غالبا که ییها کروبی. مباشد یم
 یگاهشیآزما يهاکروبیم انیم از رندیگیمقرار شیآزما
حائز  يها کروبیم و یاکلیشیو اشر سیلیسوبت لوسیباس چون

 کهنیبرحسب ا گردند. یم انتخاب یپزشک جنبه از تیاهم
انتشار  يها ، از روشخیر ایاست  گرفته انجام هیاول يجداساز

استفاده  هیاول يگرجهت غربال متقاطعدر آگار و روش 
   ).17، 16( شود یم

 انجامخانواده و جنس  ییشناسا هیثانويگرلغربا در
 هیکه شامل ته میشو یم يو سپس وارد مراحل بعد شود یم
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ساختمان ماده فعال  صیو تشخ ینمونه خام، کروماتوگراف
  ).18( باشد یآن به شکل انبوه م دیو تول یکروبیم ضد

 يهامعرض محرك در همواره ها مسیکروارگانیم

 یگروه صورت به معمولاً ها يدارند. باکتر قرار یطیمح
و  کاتیتحر به هماهنگ پاسخ منظور به و کنندیم یزندگ
 با را خود یستیز مختلف يندهایفرآ ی،طیمح يهاتنش

 يها مولکول دیتول و احساس نصاب حد ستمیس از استفاده
و با  کنند یم میتنظ خودالقاگرها نام به کوچک رسانامیپ

 تساخ .دهند یها پاسخ مها به آن مهار ژن ای يساز فعال

 و هاآن به پاسخ يهاکنندهمیتنظ ها،آن رندهیگ خودالقاگرها،
 ستمیس يدیکل يها یژگیو از هاآن با شوندهمیتنظ يهاژن

  ).19( هستند احساس نصاب حد
در  یآندوسپور کاربرد مهم دکنندهیتول يها يباکتر
کاربرد  لوسیجنس باس ،به عنوان مثال .دارند یصنعت و پزشک

وکنترلیمورد استفاده در صنعت و ب يها مینزآ دیدر تول یعیوس
گزارشات هم چنین،  .دارند يمورداستفاده در کشاورز يها

توسط  یکروبیم مواد فعال ضد دیدرباره تول متعددي یعلم
  ).20(وجود دارد  لوسیجنس باس

 ي، مطالعات کمتري در زمینهیکلطوربه
که در  ییها يباکتربه در جهان نسبت  لیاکسترموف يها يباکتر

). 6(است  صورت گرفته کنند یرشد م يعاد طیشرا
 یکننده نمک گروه تحمل ایدوست  نمک يهاسمیکروارگانیم

 نمک واجد طیها هستند که قادر به رشد در مح لیاز اکسترموف
اند. افتهیشور تطابق  يها طیدر مح یزندگ يهستند و برا

خود سنتز (که  یستیز يها لکولوکردن مها با متراکملیهالوف
ها  ، غلظت آنتوپلاسمیس اند) درگرفته طیمح از ایاند و کرده

 باها آن کهنی. و دوم اکنند یبرابر م طیرا در درون خود با مح
) به داخل +K( میپتاس ونی یانتخاب يرینفوذپذ استفاده از

  سازگار کنند.  طیکه خود را با مح کنند یم یسع توپلاسمیس
موجود در  يها سمیوارگانکریم يکه رو ییجا از آن

 يادیز کار) رانیمختلف ا يها مستیاکوس به(مربوط  رانیا

 ادیز دیجد يها کیوتیب ی، احتمال کشف آنتاست نشده انجام
مثبت  گرم يها هیسو ییشناسا ،قیتحق نیاست. هدف از ا

 يها اچهیدراست که از  لیآندوسپور اکسترموف دکنندهیتول
 ییایو مواد فعال ضدباکتر جداشده رانیشور نقاط مختلف ا

  .کنند یم دیتول
  

  ها روش و مواد
  کشت  يها طیمح

مانند  یمختلف يها کشت طیاز مح ،پژوهش نیدر ا
 SWNو )SNA )Sea Nutrient Agarکشت یط مح

)Sea Water Nutrient Agar( از  یکشت برخ يبرا
 آندوسپور استفاده شد که هر دکنندهیتول لیهالوف يها يباکتر

 5مقدار  به )QueLab(شرکت  گوشت پپتون يدو محتو
گرم،  1مقدار  به )PROMEdiAگرم، عصاره قارچ (شرکت 

 دیگرم، نمک کلر 2مقدار  به )Merkعصاره گوشت (شرکت 
 5 مقدار به آبه هفت میزیمنسولفات گرم، 20 مقدار  به میسد

 5/0 مقدار به میدپتاسیکلر گرم، 3 آبه شش میزیدمنیکلر گرم،
 کیدر  گرم 15 مقدار به )Himedia(شرکت  رآگا و گرم

 نمک مقدار که تفاوت نیند، با اباش یمقطر م آب تریل
است و  تریل  بر  گرم SNA 5/0کشت  طیدر مح میدکلسیکلر
  . باشد یم تریل  بر  گرم SWN 05/0در 

 دکنندهیتول يها لیاز هالوف یبرخ ریتکث و رشد يبرا
 MH )Moderate يها کشت طیآندوسپور از مح

halophilic medium و (MH 5/2  استفاده شد درصد
 1کشت در جدول  يها طیمح نیا دهنده لیتشک يکه اجزا

  است.آورده شده
در  کاتوریاند يها سمیارگانکرویم ریتکث و رشد يبرا

 Tryptone Soya يها کشت طیمراحل مختلف از مح

Broth )TSB( ،Tryptone Soya Agar )TSA(  و
Nutrient Agar )NA(  از شرکتHimedia  استفاده

 .شد
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 MH 2.5% و MH يها کشت  طیمح دهنده لیتشک ياجزا. 1 جدول
  MH کشت طیمح درصد MH  5/2کشت طیمح

  گرم) مقدار (برحسب  دهنده لیتشک ياجزا  گرم) مقدار (برحسب  دهنده لیتشک ياجزا
  5 پپتون  5 پپتون

  10 قارچ عصاره  10 قارچ عصاره
  100 میسد دیکلر  25/25 میسد دیکلر

  6/9 آبه 7 میزیمن سولفات  4/2 میزیمن سولفات
  7 آبه 6 میزیمن دیکلر  75/1 میزیمن دیکلر
  2 میپتاس دیکلر  09/0 میکلس دیکلر

  36/0 آبه 2 میکلس دیکلر  015/0 میسد کربنات دروژنیه
  06/0 میسد کربنات دروژنیه  0065/0 میدسدیبرم

  026/0 میدسدیبرم  1 گلوکوز
  1 گلوکوز  15 رآگا

  15 آگار  تریل یلیم 1000 تا مقطر آب
  تریل یلیم 1000 تا مقطر آب    

 

 ها  سمیکروارگانمی

- پروژه مورد غربال نیکه در ا ییها سمیارگان کرویم

 يهااچهیدر از که هستند ییها يقرار گرفتند، باکتر يگر
 اچهیدر ه،یاروم اچهیاز جمله در رانیشور مناطق مختلف اپر

نچهیا اچهیدر گدل،یوب آران نمک اچهیسلطان قم، درحوض
 يسازو خالص يجداساز شانیشور گمبرون و تالاب کم

شده شامل آب، خاك و  يورآ جمع يهانمونه ).21( شدند
سترون  طیدر شرا يورآ نمک بودند که پس از جمع يبلورها

 چهار يدما در یبررس زمان تا و شده منتقل شگاهیزماآبه 
با استفاده از  يشدند و جداساز يدارگراد نگهیتسان يدرجه

 ).22( جامد انجام گرفت طیمح يرقت بر رو الیروش سر

شده با  يسازخالص يها هیندوسپور در سوآ دیتول
 تیندوسپور با استفاده از رنگ مالاشآ يزیمآروش رنگ

 62 تعداد یلیتکم ییشناسا. قرارگرفت یبررس مورد نیگر
 ژن یابییسپور با استفاده از توالندوآ دکنندهیتول هیسو

rRNA S16 ژن ریانجام گرفت. جهت تکث rRNA S16  از
شده و استخراج  هیته یستیزتوده یمورد بررس يهاهیسو

DNA رواحدیژن ز ریو تکث )23(انجام گرفت یژنوم 
و  27F یعموم يمرهایبا استفاده از پرا یبوزومیکوچک ر
1492R يهایبا توال بیبه ترت 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  و
CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC  و با

 ).24( گرفت انجام مرازیپل يارهیاستفاده از واکنش زنج
 با ریتکث دییتا از پس مرازیپل يارهیمحصول واکنش زنج

 مورد ترادف نییتع يگاروز براآ ژلِ الکتروفورز از استفاده
 يهایتوال). یجنوبفت (شرکت ماکروژن، کرهقرارگر استفاده

 شیرایو Chromas Proافزار نرم از استفاده با شده افتیدر
معتبر ثبت  يهایبا توال BLASTشده و با استفاده از نرم افزار 

 هیسو نیترکیو نزد سهیمقا EZbiocloudشده در درگاه 
مشخص rRNA S16ی ژن یاستاندارد ثبت شده از نظر توال

   ).25(شد 

) ATCC 14579سرئوس ( لوسیباس يها يباکتر
 کاتوریعنوان اند) بهPTCC 1330( یکل ایشیو اشر

  ند. شد استفاده یکروبیضدم يها تست
  کشت طیمح نمک يساز نهیبه

هرکدام MH و  SNA ،SWN يها کشت طیمح
 میسد دینمک کلر تریلبرگرم 100و  20، 20 يدارا بیترت به

- تست غربال که ییجاباشند. ازآن یم کشت طیدر فرمول مح

غلظت  يساز نهیبه شد، یانجام م دیبا هیروش دولابه  يگر
يباکتر يرو بر یمنف يرگذاریعدم تاث يبرا هیپا هینمک در لا
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 هی) که در لایکل ایشیاشر و سرئوس لوسی(باس کاتوریاند يها
 از ابتدا. دیرس ینظر م به يضرور ،قرار داشتند ییبالا

د و ش حیتلق TSB عیکشت ما طیدر مح کاتوریاند يها يباکتر
 620موج  در طول یکروبیکدورت رشد م دنیپس از رس

 ونیاز سوسپانس تریل یلیم 2، حدود 8/0تا  7/0به حدود نانومتر 
 يمذاب در دما TSAکشت  طیاز مح تریل یلیم 8با  یکروبیم

مخلوط شد که غلظت  يطور به گرادیدرجه سانت 50تا  40
 يه بر روفارلند شود و بلافاصل مک میحدود ن یکروبیم یینها
 میدسدیاز نمک کلر یمتفاوت يها که از قبل با غلظت هیپا هیلا
گراد درجه سانتی 37دماي . سپس در شد ختهیبود، رشده هیته

 یساعت چگونگ 16تا  12شد و پس از گذشت  يگرماگذار
 يبر رو هیپا هیموجود در لا میدسدیغلظت نمک کلر ریتاث

شد.  یبررس ییبالا هیموجود در لا کاتوریاند يها يرشد باکتر
 طیدر مح هیپا هیدر لا میدسدیمختلف نمک کلر يها غلظت
 تریل  بر  گرم 20و  15، 10 زانیبه م SNAو  SWN يها کشت
 100و  80، 50، 20، 15 زانیم  به MHکشت  طیمح يو برا
  .شد  نظرگرفته در تریل  بر  گرم

ها به صورت دوبار تکرار انجام شد. مقدار  تست
طرف  کیاست که از  يمقدار میدسدیکلر نمک نهیبه

رشد کنند و از  ییبالا هیبتوانند در لا کاتوریاند يها يباکتر
 ینییپا هید در لابتوان هم ما یاصل لیهالوف يباکتر گریطرف د

  .دهد نشان را خود یکیمتابول اثرات و کرده رشد
  یکروبیضدم يگرغربال تست انجام

 يهاياکترابتدا ب ،يگرجهت انجام تست غربال
 طیمح يآندوسپور جداشده، بر رو دکنندهیمثبت تول گرم

مقدار  يکه دارا هیپا هیخود در لا یکشت اختصاص
 با وار رهیصورت دابود، به میدسدیاز نمک کلر يا شده نهیبه

 گراد یدرجه سانت 37 يو در دما شدند حیتلق مشخص قطر
 روز از رشد 4تا  3انجام شد. پس از گذشت  يگرماگذار

 20با  ها لیهالوف افتهیرشد يها یکلن ،يو اسپورساز هیسو
 طیمح یشد و پس از اندك زمان تر زوپروپانلیا تریکرولیم

است در  کاتوریاند يها يباکتر يکه محتو ییبالا هیکشت لا

 هیلا يشد بر رو  که قبلا شرح داده یقیطر حالت مذاب و به
انکوبه گراد  درجه سانتی 37و در انکوباتور  شد  ختهیر هیپا

 هیناح اطراف در رشد عدم هاله وجود عدم ای. وجود گردید
شد. از هر گروه  یساعت بررس 16تا  12 از پس افتهی رشد

 خود از يا ملاحظه قابل یکروبیضدم تیفعال که ییها هیسو
 یکنترل منف تیمرحله بعد انتخاب شدند. پل يبرا ،دادند نشان

تفاوت که  نیفقط با ا ،دش یمانند تست انتخاب و طراح قایدق
  .بود هانجام نشد هیپا هیلا يرو یحیتلق

  یکروبیضدم فعال ماده دیتول بر زمان اثر
ماده (مواد) فعال  دیتول ياثر زمان بر رو یبررس يبرا

ماده فعال  دیتول یمنتخب، بررس يهاهیسو توسط یکروبیم ضد
 نیابا  ،صورت دوبار تکرار مانند بالا انجام شدبه یکروبیضدم

 یزمان يها بازه در و مختلف يها تیپل در ها هیسو که تفاوت
دند و تست ش داده کشت روزه 7 و 5، 4، 3، 2، 1، 5/0

رشد از هشت جهت با  مانجام شد و شعاع هاله عد یکروبیضدم
  شد.  يریگ اندازه سیکول

  یکروبیضدم فعال مادهغلظت آگار بر انتشار  اثر
بر  کشت طیمحاثر غلظت آگار  یبه منظور بررس

شده توسط  دیتول یکروبیم فعال ضد ي انتشار و نفوذ ماده
 هیمنتخب، اثر چهار غلظت متفاوت از آگار در لا يها يباکتر

  ) مورد مطالعه قرارگرفت.  درصد 5/1و  2/1، 1 ،7/0( هیپا
 يآمار تحلیل

شعاع هاله  راتییتغ نیانگیبراساس م يآمار تحلیل
انجام شد. در  نیانگیاز م اریمع افانحر يریگ رشد و اندازه عدم

 آزمون تعقیبیطرفه با -کی انسیوارتحلیل  يتست آمار
  گرفته نظر ، معنادار در05/0کمتر از  pمقدار ارزش  یتوک
 شد. 

  
 ها افتهی

  يباکتر ییشناسا
 شور مناطق از جداشده يها نمونه از ،پژوهش نیا در

 از پس که شدند يجداساز يباکتر گونه 62 تعداد ،رانیا
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 مثبتگرمي ها يباکتر عنوان به نیگر تیمالاش يزیآم رنگ
 با جداشده يها هیسو. ندشد ییشناسا آندوسپور دکنندهیتول

 دو در و شدند گونه نییتع rRNA S16 زیآنال از استفاده
 ای لیهالوف آندوسپور دکنندهیتول مثبت گرم يها يباکتر گروه

 يها يباکتر و )نهگو 31( یلوسیباس جنس به متعلق هالوترانت

 )گونه 31( یلوسیرباسیغ آندوسپور دکنندهیتول مثبت گرم
ه همرا به ها آن مشخصات و نام که شدند يبند طبقه

 آورده 3و  2 جداول دری لوژنیف لحاظ از هیسو نیتر کینزد
  .استشده

  
 جداشده یلوسیباس  يها جنس به مربوط هالوتالرنت ای لیهالوف آندوسپور دکنندهیتول مثبت گرم يها هیسو يبرا يگرغربال تست جینتا .2 جدول

   رانیا مختلف نقاط از
  فیرد  هیجدا نام 16SrRNA يبر اساس الگو هیسو نیتر کینزد نام  استفاده مورد کشت طیمح  ظهور هاله عدم رشد

E.coli B.cereus 
_  _  MH Bacillus vietnamensis 15-1(T) DB9 1 
_  ±  SWN Bacillus clausii KSM-K16 WT1 2 
_  ±  SWN Bacillus halmapalus DSM 8723(T) BH6 3 
-  ±  SWN Bacillus vallismortis DSM 11031(T) WT4 4 
-  ±  SWN Bacillus horikoshii DSM 8719(T) BG3 5 
-  -  SWN Bacillus pseudofirmusDSM 8715(T) BH50  6 
-  -  SWN Bacillus niabensis 4T19(T) BB6 7  
+  +  MH Bacillus safensis FO-036b(T) WT6 8 
-  -  SWN Bacillus daliensis DLS13(T) BH20 9 
+  +  MH Bacillus clausii KSM-K16 R4A19 10 
-  ±  SNA Bacillus vietnamensis 15-1 W4S21 11 
-  -  SWN Bacillus mojavensis IFO 15718 R2S12 12 
-  +  SWN Bacillus sonorensis M16 13 
-  +  SWN Bacillus jeotgali M36 14 
-  +  SWN Bacillus safensis FO-036b(T) F2 15 
-  ±  SWN Bacillus safensis FO-036b(T) C3 16 
-  -  SWN Bacillus safensis FO-036b(T) GB2 17 
-  -  SWN Bacillus aerophilus 28k I1 18 
-  +  SWN Bacillus safensis FO-036b(T) K4 19 
-  -  MH Bacillus atrophaeus RC1  20 
-  ±  MH Bacillus safensis FO-036b(T) I6 21 
-  ±  SWN Bacillus thuringiensis M8 22 
-  -  MH Bacillus hwajinpoensis B7sub 23 
-  -  MH Bacillus aryabhatti GA5 24 
-  -  SWN Bacillus safensis FO-036b(T) G7 25 
-  -  NA Bacillus cereus ATCC 14579(T) S27-3 26 
-  -  NA Bacillus safensis FO-036b(T) S10-4  27  
-  -  MH2.5% Bacillus sp. GASY1 -  28  
-  -  MH2.5% Bacillus sp.GASYg -  29  
-  -  MH2.5% Bacillus sp. GASx21 -  30  
-  -  MH2.5% Bacillus sp. GASx6 - 31 
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 یلوسیباس ریغ يها جنس به مربوط هالوتالرنت ای لیهالوف آندوسپور دکنندهیتول بتمث گرم يها هیسو يبرا يگرغربال تست جینتا. 3جدول
  رانیا مختلف نقاط از جداشده

  ظهور هاله عدم رشد
  فیرد  هیجدا نام 16SrRNA يبر اساس الگو هیسو نیتر کینزد نام  استفاده مورد کشت طیمح

E.coli B.cereus 
-  -  MH Alkalibacterium putridalgicola BH3 1 
-  -  MH Pontibacillus marinus  BH030004 (T) DA2 2 
-  -  MH Thalassobacillus hwangdonensis AD-1(T) DB2 3 
-  -  MH Halobacillus profundi IS-Hb4 (T) DB8 4 
-  -  MH Alkalibacterium putridalgicola T129-2-1 (T) DC2 5 
-  -  MH Oceanobacillus picturae LMG 19492 (T) BE1  6 
-  -  MH Gracilibacillus dipsosauri DD1(T) WT20 7  
+  -  MH Oceanobacillus oncorhynchi R4A20 8 
-  +  SNA Virgibacillus olivae  E308 R4S2 9 
-  +  SNA Virgibacillus salaries SA-VB1 LbS2 10 
-  -  MH Halobacillus alkaliphilus  FP5 (T) R2A12 11 
-  -  MH Piscibacillus salipiscarius  RBU1-1 (T) WT16 12 
-  -  MH Halobacillus profundi  IS-Hb4 R4A11 13 
-  -  MH Oceanobacillus picturae  LMG 19492 W1B8 14 
-  -  MH Virgibacillus necropolis  LMG 19488 R4A39 15 
-  -  MH Halomonas fontilapidosi  5CR R3A11 16 
-  -  SWN Terribacillus aidingensis MB5 17 
-  -  SWN Oceanobacillus picturae LMG 19492 (T) M47 18 
-  +  SWN Psychrobacter faecais RF1 19 
-  -  SWN Ornithinibacillus scapharcae BD5  20 
-  -  MH Oceanobacillus picturae LMG 19492 (T) H10 21 
-  -  SWN Virgibacillus necropolis LMG 19488 SE2 22 
-  -  MH Oceanobacillus pictura LMG 19492 (T M47sub 23 
-  -  MH Virgibacillus byunsanensis KB1 24 
-  -  MH Pontibacillus chungwensis N7 25 
-  -  MH Piscibacillus halophilus B16 26 
-  -  MH2.5% Nesiotobacter sp. GBWX7 -  27  
-  -  MH2.5% Cyclobacterium sp. GBPX2 -  28  
-  -  MH2.5% Marinobacter sp. GAWY5 -  29  
-  -  MH2.5% Marinobacter sp.  GBWX8 -  30  
-  +  MH - WT19 31 

 رشد عدم هاله: ±.رشد عدم هاله شک به ییبالا هیلا در کاتوریاند يباکتر رشد مهار . +:ییبالا هیلا در کاتوریاند يباکتر رشد مهار عدم: -
  .نبود واضح اما شد مشاهده

  
 کشت طیمح يسازنهیبه تست جینتا

موجود در  میدسدیمقدار نمک کلر يساز نهیدر به
 يها زمیگانکرواری، مSNAو  SWN يها کشت طیمح

 هیلا در یخوببه یاکلیشیسرئوس و اشرلوسیباس کاتوریاند
 هیموجود در لا میدسدیاز کلر یمنف يرشد کردند و اثر ییبالا

 100در غلظت  MHکشت  طیدر مح یمشاهده نشد. ول هیپا
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مطابق  جینتا کهسرئوس اصلا رشد نکرد  لوسیباس تریل بر گرم
نمک  تریبرل گرم 80غلظت  تی. در نهاباشد یم 4جدول 

سرئوس  لوسیغلظت باس نیدر ا رایز ،انتخاب شد میدسدیکلر

را انجام داد  يگرکه بتوان تست غربال يتا حد یکل ایشیو اشر
   و هاله عدم رشد را مشاهده کرد، رشد کردند.

  
 هیلا در کاتوریاند يها يباکتر رشد بر آن اثر یبررس و هیپا هیلا MH کشت طیمح در موجود میسد دیکلر نمک مقدار يساز نهیبه. 4 جدول

  ییبالا
NaCl Concentration (g/l)  Indicator bacteria ٨٠ ١٠٠  ۵١  ٢٠  ٠۵  

-  +++  +++  ++++  ++++  Bacillus cereuse  
+++  ++++  ++++  ++++  ++++  Escherichia coli 

 

  يگرغربال تست جینتا
که  یلوسیجنس باس يها يباکتر هیسو 31 نیاز ب

 يها يباعث مهار رشد باکتر هیشدند، چهارده سو يگرغربال
دوازده  ه،یسو  چهارده نیشدندکه از ا ییبالا هیدر لا کاتوریاند
 مهار راسرئوس  لوسیباس يباکتر رشد فقط توانستند هیسو

باعث مهار هر  R4A19و  WT6 هیدو سو که یدرحال ،کنند
  .)2(جدول  شدند یکل ایشیاشر و سرئوس لوسیباس يدو باکتر

 ،یلوسیرباسیجنس غ يها يباکتر هیسو 31 نیاز ب
 توانستند WT19و  R4S2، LbS2، RF1 ي هیسو چهار
در  موجود سرئوس لوسیباس کاتوریاند يرشد باکتر فقط

 و مهار کنند یکروبیماده فعال ضدم دیبا تول را ییبالا ي هیلا
 کیفقط  که یدرحال ،نداشتند یکل ایشیاشر يرو بر ياثر
 جادیباعث ا یکروبیماده فعال ضدم دیبا تول R4A20 ي هیسو

شد  یکل ایشیاشر کاتوریاند يهاله عدم رشد در کشت باکتر
  ). 3(جدول 

 فعال ماده دیبرتول ونیانکوباس اثرزمان یبررس جینتا
 یکربیضدم

روزه کشت هفت یزمان يبازه کیدر  ها يباکتر
 هیعل یکروبیم ماده فعال ضد دیداده شدند و حداکثر تول

 يریگرشد اندازه متوسط شعاع هاله عد کاتوریاند يها يباکتر
 WT6 هیتوسط سو یکروبیم ضد فعال ماده دی. حداکثر تولشد
 يباکتر هیسرئوس بعد از روز سوم وعل لوسیباس يباکتر هیعل

 دیتول کهیدرحال شد، جادیچهارم ا روز بعد از یاکلیشیاشر

از پنج روز  بعد R4A20 هیتوسط سو یکروبیم ماده فعال ضد
 2و  1 يدر نمودارها بیترتکه به دیرس خود زانیم نیشتریب به

  نشان داده شده است.
  

  

  
ماده فعال  دیبر تول ونیاثر زمان انکوباس ی. بررس1نمودار

 یاکلیاشرش يباکتر) a( هیعل WT6 هیتوسط سو یکروبیم ضد
)0026/0 : p) و (b (سرئوس لوسیباس يباکتر )0001/0 < p(.    
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 روزه هفت یرشد در بازه زمانهاله عدم شعاع راتییتغ .2نمودار

 R4A20 هیتوسط سو دشدهیتول یکروبیفعال ضدم ماده يبرا
)0001/0 <p (.  
  

 فعال ضدمیکروبیآگار بر نفوذ ماده  غلظت ریتاث

 کشت طیمح يبر رو WT6و  R4A20 يها هیسو
متفاوت از آگار کشت  يها) با غلظتMH( خود یاختصاص

، شود یمشاهده م 4و 3طور که در نمودار و همان ندده شددا
 يها رشد در غلظت در اندازه شعاع هاله عدم يتفاوت معنادار

   نداشت. وجودمتفاوت 

  

  
بر نفوذ ماده  MH يهیپا کشت طیمح در آگار غلظت اثر. 3نمودار

 يباکتر هیعل WT6 يهیشده توسط سو دیتول یکروبیم فعال ضد
) b( یاکلیشیاشر يباکتر و) a)(368/0  :p( سرئوس لوسیباس

)25/0  :pرشد عدم هالهشعاع  يری) با اندازه گ.  

  
درصد آگار  رییرشد نسبت به تغشعاع هاله عدم راتیی. تغ4نمودار

 دشدهیتول یکروبیماده فعال ضدم يبرا MH کشت طیدر مح
  .)R4A20 )0818/0  :p هیتوسط سو

  
  بحث

پاتوژن به  ياه کروبیمقاومت م شیبا افزا
ها به انانس یسلامت يبرا يجد اریبس دیها تهدکیوتیب یآنت

رشد در  يکه برا ییهاسمیکروارگانیوجود خواهد آمد. م
 رینظ ،اند کرده دایپ يسازگار ژهیو طیبا شرا ییها طیمح

 يها تیکننده نمک، قابل تحمل ایدوست  نمک يها يباکتر
 تیفعال يدارا مواد دیتول جهت از قیتحق و مطالعه يبرا يادیز
  . دارند کیوتیب یخصوص آنتبه و یستیز

 یکروبیضدم يگرغربال انجامدر  يچالش جد کی
 دیتول يمناسب برا طیتفاوت شرا ها، زمیکروارگانیم نیا يبرا

نمک يها سمیکروارگانیم نیاتوسط  یکروبیمضدماده فعال 
 کاتوریاند يها يباکتر رشد يبرا مناسب طیشرا با دوست

کشت و  طیاز نمک در مح ییدر غلظت بالا ها لیهالوف. ستا
که یدرحال کنند، ی) رشد ميدیاس ای ییای(قل یمتفاوت pH ای
مورد استفاده در  کاتوریاند يها يباکتر يبرا طیشرا نیا

نامطلوب  ییبالا هیجهت رشدشان در لا يگرلغربا يها  تست
 کنند یم درش آن يرو بر ها لیهالوف که هیپا هیلاباشد.  یم

 و ها لیهالوف رشد از پس که است نمک يادیز ریمقاد يدارا
 در تواند یآن، نمک م يبر رو ییبالا ي هیلا ختنیاز ر بعد

 از مانع است ممکن آن مقدار به بسته و ابدی انتشار ییبالا ي هیلا
 ایشی(اشر ییبالا ي هیلا در موجود کاتوریاند يها يباکتر رشد

 ابتدا که بود لازم، از این رو شود )سرئوس لوسیباس و یکل
 و نمک مقدار که است ذکر به لازم. شود نهیبه نمک مقدار
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 ي هیلا در آن انتشار و نفوذ و هیپا ي هیلا در موجود يایقل
 نیچند در کاتوریاند يها يباکتر رشد بر آن یمنف اثر و ییبالا
بود مقدار  يکه ضرور )26، 20( است شده مشاهده قیتحق

به رشد  ازیرشد نمشاهده هاله عدم يبرا رایز ،شود نهینمک به
 ،مطالعه نیدر ا .است کاتوریاند يها يمناسب باکتر

حاوي  )ینییپا هیدوست (لا نمک يها يباکتر کشت طیمح
 ،جهینت دربود.  میدسدیاز نمک کلر ییبالا يهاغلظت

 نمک غلظت نهیمقدار به جادیا يبرا مذکور يهاکشت طیمح
دوست  نمک يها يباکتر يطرف برا کیاز  هک میسددیکلر

 لوسیباس کاتوریاند يها يباکتر گرید طرف از و باشد سازگار
در آن رشد کنند، مورد  بتوانند یکلایشیشریسرئوس و ا

آمده است  4جدول در که طورهمان. گرفتند قرار شیآزما
گرم از نمک  یلیم 100، در غلظت MH کشت طیمح يبرا

سرئوس مهار  لوسیباس کاتوریاند يکتربا يابر میسددیکلر
یلیم 100در غلظت  یحت یکلایشیشراما ا ،رشد وجود داشت

که ییجارشدکرد. از آن یخوببه میسد دیکلر نمک از گرم
مثبت هستند،  گرم يها يتر از باکتر مقاوم یمنف گرم يها يباکتر

تحمل کرده  لیدل نیممکن است غلظت نمک بالا را به ا
با  MH کشت طیمح يگردر تست غربال نیرا. بنابباشند

تست با  يبرا تریل برگرمیلیم 80 میدسدیغلظت نمک کلر
از آن جایی که شد.  هیسرئوس ته لوسیباس کاتوریاند يباکتر

گرم 25غلظت نمک  يدارا درصد MH 5/2 کشت طیمح
 طیچون مح ،نداشت يساز نهیبه انجام مرحله به نیاز ،ر بودتیبرل

MH  يبرا که تریبرلگرمیلیم 100نمک  با مقدار 
گرم یلیم 25 از بالاتر یلیخ ،سرئوس مهارکننده بود لوسیباس
  .بود

pH هیپا يهیکشت مورد استفاده در لا يها طیمح 
 يها کروبیرشد م يبرا یشود و مشکلیم میتنظ 5/7حدود 

در  کند.ینم جادیسرئوس ا لوسیباس و یاکلیشیشریا کاتوریاند
- غربال کیدر  2011دانش و همکاران در سال  مطالعه اي که

شده از يآورجمع) لیفی(آلکال ادوستیقل يها هیسو يبرا يگر
میانجام دادند، سد ددر دانشگاه لوند سوئ یشرق يقایآفر

که باعث  بود زا چالش هیپا کشت طیدر مح موجودکربنات 
 جی. نتابود شده ییبالا هیدر لا کاتوریاند يها يمهار رشد باکتر

 یکلایشیاشر به نسبت لوسیتر بودن باسحساس زین مورد نیا در
 يها اچهیدر ازکه  يا زولهیا 62 تعداد). 20(را نشان داده است 

 با و rRNA S16 یکیژنت زیآنال توسط جداشدند، رانیا شور
 ياریبس شباهت که هیسو نیترکینزد یکیلوژنتیف درخت رسم
 یکیروش  نیده از اها داشت مشخص شد. هرچند استفا با آن

چه در مراحل بعد چنان یول)، 27(هاست  روش نیتر از مطمئن
 ماده ییو شناسا يساز خالص انبوه، قدارم در دیتول شامل که

 دیبا ،کند دیتول یباارزش یکروبیضدم ماده يا هیسوفعال است، 
   .شود انجام گونه نییتع يتر قیدق طور به

 R4A19و  WT6 ي هیدو سو ،یلوسیجنس باس در
 کاتوریاند يباکتر ود کردند که رشد هر دیتول ییها تیمتابول

 را) یمنف (گرم یکل ایشیاشر و) مثبت سرئوس (گرم  لوسیباس
 از ییها گونه 2015در سال  همکاران و نیام. کردند مهار

 یفعال مواد که کردند جدا خاك از یلوسیباس يها يباکتر
 و یکل ایشیاشر هیعل بر یکروبیم ضد اثراتکه  کردند یم دیتول

 یلوسیرباسیدر جنس غ). 28( داشتند اورئوس لوکوکوسیاستاف
 کنند، مهار را سرئوس لوسیرشد باس توانستندکه  ییها هیسو
که  باشند یم R4S2و  WT19، RF1، LbS2 يها هیسو

در  یسلول وارهیساختار سست د لیدل  هممکن است ب
 یرم منفگ يها يمثبت نسبت به باکتر گرم يها يباکتر
 يبر رو ها هیشده توسط آن سو دیتول هیثانو يها تیمتابول
مواد  چراکه است،  کردهاثر  شتریمثبت ب گرم يها يباکتر

. کنند ینفوذ م یخارج يبه غشا ینسبتا به آهستگ یکیوتیب یآنت
 جادیا رشد عدم هاله یاکلیشیاشر کاتوریاند هیبرعل که ياهیسو

 R4A20 )Oceanobacillus هیسو کرد،

oncorhynchiهیعلبر فقط شدهدیکه مواد فعال تول ) بود 
 کیاست موثر بود. در  یمنف که گرم یاکلیشیشرا يباکتر

و همکارانش انجام  تامبکارتوسط  2013مطالعه که در سال 
 Oceanobacillusجنس به نام نیاز ا يگرید هیسو ،شد

inehyensis هیبرعل یکروبیم مشاهده شد که خواص ضد 
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 سیسوبتل لوسیباس هیعلبر یلو ،نشان داد خود از یکل ایشیشرا
 .)29( کرد جادیا يکمتر یکروبیم اثرات ضد

 شده دیتول يهیثانو يها تیکه متابول ییجااز آن
ها ممکن است درطول زمان متفاوت سمیکروارگانیتوسط م

 7 دوره کیبه حداکثر برسد،  یخاص زمان کی در یعنی ،باشد
طور که انتخاب شد. همان يگرغربال تتس انجام يبرا روزه

 هیمطالعه که با سو نینشان داده شده است، در ا 2در نمودار
R4A20  نشان داده  يکه هاله رشد بهتر ياهیانجام شد (سو

 يهاله چیه هساعت 24و  هساعت 12 یزمان فاصله)، در بود
دهد ماده موثره آن از  ینشان م نینشد که ا جادیا يرشد عدم

 حداکثر بهه بعد از پنج روز کبوده است  هیثانو تیابولنوع مت
ماده فعال  دیحداکثر تول کهیحال در ،دیرس خود دیتول

 وسرئوس  لوسیباس هیبر عل موثر WT6 هیسو یکروبیم ضد
 شد جادیبعد از روز سوم و چهارم ا بیبه ترت یاکلیشیاشر

د موا يسازوخالص دیمرحله تول يبرا ها داده نی). ا1(نمودار
مطالعه مشابه که توسط  کی. در است تیاهم يفعال دارا

 لوسیباس کی يرو بر 2011دانش و همکاران در سال 
 پس یکروبیفعال ضدم ماده دیتول است، شده انجام لیوفآلکال

 5 گذشتپس از  که دیرس خود زانیم نیشتریب به روز دو از
  ).20( شد کم یکروبیضدم تیفعال دوباره روز

  
 گیرينتیجه

 یکشت يها طیدر مح مهم فاکتور کیظت آگار غل
 یکروبیضدم يگرغربال يها در تست که شود یم محسوب
 دیتول یکروبیم ضد ماده کی کهنیا. )26( شوند یاستفاده م

هاي مختلفی  غلظت مقدار در ها آن انتشار ماده، دو ای شود یم
 نیا آگار غلظت شیافزا با و بود خواهد متفاوت آگار از

مشهدي و  اي که مطالعه رد .شد خواهد زتریمامت تفاوت
و معلوم  شد مشاهده یتفاوت نیچن)، 26(همکاران انجام دادند

 یکل ایشیاشر هیبرعل یکی که شود یم دیتول فعال ي ماده وشد د
 وجود آورد را به رشد عدم هاله نیشتریب درصد 2/1 غلظت در
 سیلیسوبت لوسیباس هیعل بر درصد 5/1 غلظت در يگرید و

 يبعد شاتیآزما در و کرد یم جادیا را رشد عدم عاله نیشتریب
 دهید 4و 3گونه که در نمودار هماناما . شد تیتثب افتهی نیا

مختلف آگار  يهارشد در غلظتهاله عدم در این مطالعه، شد
محاسبه شده 05/0 شتریب pنداشت (ارزش  يداریاختلاف معن

 تیمتابول يابر تیمز کی تواند یم موضوعن یاست). ا
فعال ماده نیا ،عنوان مثالشده در نظرگرفته شود. به دیتول

مختلف   یتیپروس يدارا و سکوزیو يها در سامانه تواند یم
  استفاده شود. 
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