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در باسيلوس سرئوس، باسيلوس تورنجينزيس و   pxo1فراواني ژن
   SDS- PAGEاستفاده از تكنيكباسيلوس سوبتيليس با 
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  دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهريار ،زيست شناسياستاديار گروه  5
  دانشگاه باهنر كرمان ،كارشناس ارشد تربيت بدني 6
  دانشگاه تربيت مدرس ،دانشجوي كارشناسي ارشد مهندسي فراوري مواد معدني 7
  

  ، سيد حسين شاهچراغي244 پلاك متري بازك، 12ان طبس، خيابان يزد، شهرست: ولؤنشاني نويسنده مس
Email: shahcheraghih@yahoo.com 

  

  17/6/89:، پذيرش20/5/89:، اصلاح2/4/89:وصول

  چكيده
از د كـه  نباش ـمـي داراي اهميت زيادي  نتراسيسآو باسيلوس  باسيلوس سرئوس، باسيلوس تورنجينزيس ها، در بين باسيلوس :زمينه و هدف

و پلاسميد مربوط بـه آن   pxo1توليد توكسين در باسيلوس آنتراسيس توسط ژن  .باشدميزخم  عامل بيماري سياه آنتراسيس باسيلوس هاميان آن
هـدف ايـن   . انتقال يافتـه اسـت  نيز  فوقدر ياد شده هاي كه اين ژن به ساير باسيلوس شده است تحقيقات نشان داده در اًاخير .گيردصورت مي

بتوان از ها آن در pxo1ژن در صورت وجود تا  باشدميباسيلوس آنتراسيس جز ههايي بدر باسيلوس pxo1فراواني ژن تعيين جستجو و عه مطال
     .كرداستفاده ساخت واكسن عليه سياه زخم در ها بدون خطر بيماريزايي آن

و ارگانيسم هاي مورد نظـر از آن   جمع آوري شدق مختلف ايران از مناط نمونه خاك 65 ،مقطعي -توصيفي مطالعهدر اين  :هامواد و روش
- SDS  بـا اسـتفاده از تكنيـك   ي يافت شـده  جدا شده از باسيلوس هاهاي  پروتئين، ها از خاكپس از جداسازي ارگانيسم. جدا شدند هاونهمن

PAGE هاي كد شده توسط ژن  و محدوده پروتئين همورد ارزيابي قرار گرفتpxo1 صورت ها بهداده. شدمشخص بررسي و ها ك از آندر هر ي
  .تلخيص شد Exellافزار جداول و نمودار با استفاده از نرم

 pxo1هاي كد شـده توسـط ژن    داراي باندهاي پروتئيني در ناحيه پروتئينمطالعه شده  باسيلوس 38از  باسيلوس 13 ،نتايجبراساس  :هايافته
    .گروه باسيلوس سرئوس بودندها از كه همگي اين نمونه باشندمي

مجله (. باسيلوس جدا شده از گروه باسيلوس سرئوس انتقال يافته است 13به از باسيلوس آنتراسيس،  pXO1پلاسميد در ايران  :گيرينتيجه 
  .)196-206صص/  3 شماره/17دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني سبزوار، دوره

  .pXO1پلاسميد  ؛باسيلوس ؛SDS-PAGE :ي كليديها واژه
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  مقدمه
هاي گرم مثبت هوازي اجباري  ها باكتري باسيلوس  

. هستند كه به فراواني در آب، خاك و هوا وجود دارند
عامل بيماري ) Bacillus anthracis(باسيلوس آنتراسيس 

هاي بيولوژيك در ساخت در جنگ باشد كهميزخم  سياه
- مي pXOسميد از نوع داراي دو پلا و شتهسلاح كاربرد دا

و  )pXO1(دار است باشد كه يكي توليد توكسين را عهده
اندازه  ).pXO2(دهد ديگري توليد كپسول را انجام مي

و اندازه پلاسميد  189kbباسيلوس اين  pXO1پلاسميد 
pXO2  95آنkb توكسين باسيلوس آنتراسيس . باشدمي

 كژنيياز چند واحد آنت كه باشدميكمپلكس پروتئين يك 
-ژن محافظتآنتيشامل اين واحدها . تشكيل شده است

) LF( يا ژن كشندهآنتي، Protective antigen (PA)يا كننده
Lethal factor  ژن تورمي آنتيو)EF(Edema factor  مي-

تئين فوق به سه پرواختصاصي وزن مولكولي . دنباش
  ).88/8kD ,83kD  ,82/7kD  )1عبارتند ازترتيب 
بين باسيلوس آنتراسيس و  بسيارشباهت  با وجود  

 باسيلوسسرئوس تفاوت عمده بين اين  باسيلوس گروه
 pXO2و   pXO1دو پلاسميد ها در وجود يا عدم وجود 

هاي لازم براي ، ژندر هر دو پلاسميد ذكر شده. مي باشد
وجود دارند  توكسين و كپسول توليد كنترل بيان ژن هاي

روي پلاسميد   pag R و  atx Aها شاملكه اين ژن
pXO1  وacpB  وacpA  روي پلاسميدpXO2 باشندمي 

)3,2(.  
 ،)Bacillus cereus( در بررسي باسيلوس سرئوس  
 كه در اين ميان ندزيادي پلاسميد شناسايي شده ا تعداد

در مقايسه با ساير پلاسميدها  ،پلاسميدهاي كوچكتر
وس به پلاسميدهاي كوچكتر باسيل بيشتريهاي شباهت

يك . نداهنشان داد )Bacillus thuringiensis( تورنجينزيس
، از باسيلوس pBc 10987به نام  Kb208 اندازه به پلاسميد
زا غير بيماري كه جدا شده است )ATCC10987(سرئوس 

اي به پلاسميد العادهشباهت فوقاين پلاسميد  .باشدمي
pXO1 هاي گروه باسيلوس. باسيلوس آنتراسيس دارد

پزشكي و استفاده در دفاع  و اقتصادي به لحاظئوس سر
اين گروه حاوي ژنوم هاي كاملاً . اهميت دارندبيولوژيك 

با معلوم شدن ارتباط و تشابه . باشندمرتبط و مشابه مي
شده است تا  پيشنهادژنتيكي بين اعضاي اين گروه، 

باسيلوس آنتراسيس، باسيلوس سرئوس و باسيلوس 
  ).4-6( گ گونه واحد معرفي شوندتورنجينزيس اعضاي ي

در مورد فعاليت باسيلوس تورنجينزيس در برابر   
ها مثل عنوان ناقل براي برخي از بيماريي كه بهيهاپشه

ارائه شده  هاييگزارش، كنندمالاريا و تب زرد فعاليت مي
اسپور باسيلوس دست آمده از بههاي فرآورده. است

بيولوژيك خيلي مهم اي هكشعنوان حشرهتورنجينزيس به
 . )7( مطرح هستند

از ) Bacillus subtilis(باسيلوس سوبتيليس   
هايي است كه براي بررسي رشد و تمايز سلولي باكتري
باسيلوس ناتو آن  هاي ديگرنام. باشدميمناسب بسيار 

)Bacillus nato(  و باسيلوس گلوبيجي)Bacillus 

globigi (باكتري ويبريو  ابتدا به نام كه در باشدمي
باعث  معمولاً. شدميناميده ) Vibrio subtilis(سوبتيليس 

 هاي بزرگ، مسطحداراي كلني. شودبيماري در انسان نمي
 8( باشداي ميهاي صورتي، زرد يا قهوهكدر به رنگ و
,7(.  

و  آندراپ توسط ايدر مطالعه 2008در سال   
 افت شديدر باسيلوس سرئوس  يپلاسميد بزرگ ،همكاران

در  pXO1 پلاسميد شبيهو بود  pBCXO1 همان كه
در ضمن يك گونه از  .بودنيز باسيلوس آنتراسيس 

يافتند كه محتوي پلاسميد  نيز باسيلوس تورنجينزيس را
از باسيلوس  اتدر اين آزمايش. بود pXO2شبيه 

 باسيلوس ميكوئيدس باسيلوس سرئوس و، تورنجينزيس
)Bacillus micoides( باكترياز هر ليزوله اد يك به تعد 

  .)8( استفاده شد
همكاران، طي يك بررسي دريافتند كه دو و  اوورا  
در باسيلوس تورنجينزيس pBT9727 و AW63 پلاسميد

باسيلوس آنتراسيس  pXO2د كه مشابه پلاسميدنوجود دار
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مربوط به اين سه ) sequencing(آناليز توالي  .باشندمي
ها از يك پلاسميد آن يهمگ كه نمودپلاسميد مشخص 

همچنين معلوم . اند مشتق شده )conjugative( كونژوگاتيو
در  pBT9727 و  pAW63يعني اين دو پلاسميدشد كه 

 هاي كپسول باسيلوس تورنجينزيسد كردن پروتئينكُ
 باسيلوس تورنجينزيس در مطالعه تعداد نوزده. دارند نقش

ايزوله  جآزمايش شدند كه از اين تعداد، پن ياد شده
 ياد شده داراي هر دو پلاسميد باسيلوس تورنجينزيس

  .)9( بود pAW63 فقط محتوي پلاسميد  ي نيزو يكبوده 
 ،و همكارانمين ئوذياتوسط  ايمطالعههمچنين در   

در باسيلوس pXO1 اي از پلاسميد كه قطعهمعلوم شد 
باسيلوس سرئوس و باسيلوس تورنجينزيس  ، آنتراسيس

 باسيلوسيك  با مطالعه. رندشباهت دا ديگربه يككاملاً 
باسيلوس سرئوس  يعنياز انواع باسيلوس سرئوس  ديگر

DBT248 عنوان ي بهيكه در برخي كشورهاي اروپا
 مزبور باكتري مشخص شد كه ،شودپروبيوتيك استفاده مي

تعداد ياد شده در تحقيق . باشدمي pXO1پلاسميد  فاقد
باسيلوس  چهار باسيلوس سرئوس و بيست و

 Polymerase Chainبا استفاده از تكنيك تورنجينزيس را 

Reaction )PCR( طي آن كه  مورد بررسي قرار دادند
باسيلوس سرئوس  باسيلوس تورنجينزيس و دوازده شش

 pXO1 اي شبيه قطعه موجود در پلاسميد داراي قطعه
  .)10( مشاهده گرديد

 اي بهطي مطالعه همكاران نيز و هوفماستر  
هاي توكسين باسيلوس آنتراسيس در شناسايي ژن

حلقوي به  پلاسميد يكبه و پرداختند باسيلوس سرئوس 
  با پلاسميد يدرصد 6/99با شباهت pBCXO1  نام

pXO1  وظيفه كد كه  رسيدندباسيلوس آنتراسيس در
به  G9241را در باسيلوس سرئوس  كردن توكسين باكتري

  .)11( عهده دارد
تعداد  2006اي ديگر در سال عهمطال در        
كه در  ندباسيلوس سرئوس مورد بررسي قرار گرفت زيادي

  پلاسميدهاي شبيه، ميان پلاسميدهاي شناسايي شده

pXO1 تقريبيبا اندازه kb272 در مقايسه  كه وجود داشتند
مشاهده بزرگتر  نسبتاً اي داراي اندازه ،pXO1پلاسميد با 

پلاسميدهايي  كه شدهمچنين مشاهده  .گرديد
بزرگترين پلاسميدهاي  pCER270و   pPER272مانند
  .)12( بودندpXO1 شبيه 

-گونهبه  حاضرتحقيق  ،مطالعات فوق با توجه به  

 )SDS-PAGE( تكنيكاز  با استفاده اي طراحي شد تا
Sodium Dudsyl Sulfat- Polyacrilamid Gel 

Electrophoresis  پلاسميد  انتقالموضوعpXO1 متعلق 
باسيلوس ها از ساير باسيلوسبه باسيلوس آنتراسيس به 

 باسيلوس سوبتيليس تورنجينزيس و باسيلوس سرئوس،
   .مورد بررسي قرار گيرددر ايران 

  
  هامواد و روش

جامعه مورد  مقطعي -مطالعه توصيفي در اين   
هاي استان از جملهمناطق مختلف ايران شامل بررسي 

راسان رضوي، تهران، همدان، خوزستان، كرمانشاه، يزد، خ
اين نواحي انتخاب كه دليل  بود ايلام، فارس و سمنان

 ،بوددر معرض نور خورشيد و خاك مناطق كويري  وجود
ها چرا كه نور خورشيد باعث از بين بردن برخي باكتري

هاي اسپوردار مثل باسيلوس اثر شود ولي روي باكتريمي
از  )1388ن تا اسفند از بهم( نمونه خاك 65تعداد  .ندارد

در برابر نور خورشيد  سطح و عمق سه سانتيمتري خاك
شده صاف شده و  آوريجمعهاي خاك .آوري شدجمع

يك گرم از هر نمونه خاك صاف شده درون لوله در 
ميلي ليتر آب مقطر بود ريخته  9دار استريل كه داراي  پيچ

 20مدت  هاي فاقد اسپوراز بين رفتن باكتريجهت  شد و
 گراد حرارت داده شدند درجه سانتي 80دقيقه در بن ماري 

 دمايكامل خاك و آب، در مخلوط شدن و سپس براي 
°C30 حركت آرام همراه با )shaking (پس  .قرار گرفتند

بر روي محيط اي نمونهاز خنك شدن، از هر سوسپانسيون 
به مدت  C 37°گار كشت داده شد و در دماي آنوترينت 

 .آميزي گرم انجام شدرنگ سپس. داري شدگهساعت ن 48
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زيل  روشآميزي اسپور شبيه رنگ گرم آميزيرنگ بعد از
. بري از اتانول استفاده شد براي رنگ  ونلسون انجام شد 
فوشين غليظ را روي لام ريخته و به بدين ترتيب كه 

دقيقه حرارت داده تا بخار از آن متصاعد گردد،  5مدت 
با افزودن اتانول، رنگ . ته شدا آب شسسپس ب. اما نجوشد

سپس . ماند باقيملايمي لام از بين رفته و رنگ قرمز تند 
لام را با آب شسته و با متيلن بلو به مدت يك تا دو دقيقه 

لام را شسته و كج نگاه داشته تا آب گاه آن .ه شدپوشاند
در زير . گرددآن خارج شده و در مجاورت هوا خشك 

ها به رنگ آبي و اسپور به   كروارگانيسمميكروسكوپ، مي
هاي تست ،در مرحله بعد .)13( شد  رنگ قرمز مشاهده

   :ندگرفت انجام 1 شماره به شرح جدوللازم  بيوشيميايي
هاي بيوشيميايي براي تقسيم بندي ايزوله ها بر تست

  )1جدول ( آميزياساس رنگ
تست  كه شددر محيط حاوي زرده انجام بيوشيمي تست 

واكنش مثبت تست با ايجاد هاله سفيد . ستيناز نام داردل
  .شدمشخص مي

مقداري از كلني با لوپ در آب اكسيژنه تست كاتالاز در 
  .شدحل  شد و واكنش مثبت با ايجاد حباب مشخص 

با كمك آنس، به صورت   در اين تست كشتي از ارگانيسم
ت در تس. شدهاي آگار نيمه جامد تلقيح  عمودي در لوله

  .شدنس كدورت ايجاد ميآمثبت اطراف 
. شداستفاده مي MR-VPبراي اين تست از محيط  -4 

 شدواكنش مثبت با تغيير رنگ قرمز محيط مشخص مي
)14(.  
  . ها مثبت هستند باسيلوسدرصد از  100تا  90+: الف*
  . اند معمولاً مثبت ضعيف(+): ب
  . اند ها مثبتباسيلوسدرصد  90تا : -+ج
  .   باشند ها مثبت مي درصد سويه 10تر از كم: - د

هاي براي تشخيص توليد آنزيمنيز تست هموليز     
- هالهمشاهده خارج سلولي توسط باكتري انجام شد كه با 

مثبت بودن آن  ،اي از هموليز اطراف كلني باكتري
در تست لستيناز نيز از محيط نوترينت . گرددميمشخص 

رصد استفاده شد كه د 10گار حاوي زرده تخم مرغ آ
از . بيشتر براي تشخيص باسيلوس سرئوس انجام شد

كمك گرفته شد كه  VPنيز براي واكنش  MR-VPمحيط 
ساعت از كشت باكتري در اين محيط،  48گذشت پس از 

قطره آلفا نفتول  6درصد و  40قطره هيدروكسيد پتاسيم  2
-تغيير رنگ قرمز نشان ،در اين تست. اضافه شدبه آن 

  ).   14( باشدميتست بودن مثبت ده دهن
 SDS-PAGEانجام ه منظور بتهيه نمونه پروتئين   

محيط كشت باكتري را كه يك . انجام شد زير صورتبه
شب از كشت آن گذشته بود، سانتريفوژ كرده و در محلول 

هاي  در اين روند، فرآورده. نموديمساكاروز شناور 
يط حذف و هاي محلول در مح غيرضروري و پروتئين

ها،  به اين سلول. باقي ماندها حجم كوچكي از سلول
ها متلاشي  ليزوزيم اضافه شد تا لايه پيتيدوگلايكن آن

ها به وسيله شوك اسمزي و در معرض  سپس، سلول. شود
. سريع در برابر حرارت تخريب شدند گرفتنقرار

بعد دوبار . هاي متلاشي شده، سونيكاسيون شدند سلول
وژ انجام شد، در اولين سانتريفوژ، ذرات عمل سانتريف

براي مثال، (غيرمحلول با وزن مولكولي بالا رسوب كرد 
 بادر سانتريفوژ دومي كه  و، )هاي متلاشي نشده سلول

هاي غشاء رسوب سرعت بالاتري انجام شد، وزيكول
هاي محلول در مايع سطحي  بدين ترتيب، پروتئين. كردند
 مورد ،دوشمي تشكيل  كه د و رسوبي همنمانمي  باقي 

  . گيردقرار مياستفاده 
ليتر از كشت باكتري را كه  ميلي 10 ،در مرحله بعد  

 به ميزاندقيقه  5يك شب كشت داده شده بود، به مدت 
K5 رسوب . مايع سطحي را دور ريختيم. سانتريفوژ كرديم
 pH (30mM Tris=8/1(ليتر از  ميلي 10را درجا مانده هب

HCI ها را به  سلول مجدداً. اخته و ورتكس كرديمشناور س
سانتريفوژ نموده و مايع سطحي آن  K5دقيقه در  10مدت 

ميكروليتر از  ساكاروز  200رسوب را در  . را دور ريختيم
شناور  pH (30 mM Tris  HCL=8/1(محلول در  20%

ساخته و بعد، مخلوط را به لوله واكنش منتقل نموده و به 
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 به ازايميكروليتر  20 و يخ قرار داديم دقيقه روي 2مدت 
 EDTA 1Mليزوزيم را كه در ليتر گرم در هر ميلي يك ميلي

 30لوله را به مدت . اضافه كرديم لولهبه  ،ه بودساخته شد 
در دقيقه  30ها را به مدت  ل سلو. دقيقه روي يخ گذاشتيم
 pH (3mM=7/3(ليتر  ميلي 25/1 يخ خشك قرار داديم و

EDTA ها را ورتكس  و سلول نمودهآن اضافه  را به
محتويات لوله را به لوله سانتريفوژ منتقل كرده و . كرديم

دو دقيقه  به مدترسوب را  و سرلوله را با پارافيلم بستيم
 محتويات. قرار داديمسونيكاسيون  در معرض ثانيه 34و 
ها را  سلول و لوله را به لوله واكنش جديد منتقل نموده اين

. رسوب داديم K5دقيقه در  5ريفوژ كردن به مدت با سانت
مايع سطحي را به لوله واكنش جديد وارد نموده و رسوب 

دقيقه  15را به مدت  ياد شده مايع سطحي. را دور ريختيم
ماده (رسوب  پي آندر  كه سانتريفوژ كرديم 15Kدر 

 .شد توليد ) ماده محلول(و مايع سطحي )  همراه با غشاء
كروليتر از مايع سطحي را به لوله واكنش مي 100 مقدار

اين عمل بايد با دقت انجام شود تا . جديد وارد كرديم
ميكروليتر از  100به لوله حاوي . وردنخهم  هرسوب ب

. اضافه كرديم 3x LUGميكروليتر از بافر  50مايع سطحي، 
در  SDS-PAGEاين نمونه را تا زمان موردنياز براي انجام 

مايع سطحي باقي مانده را و  نموديمروي يخ نگهداري 
 100در رد استفاده را ومرسوب سپس . دور ريختيم

رسوب شناور . شناور ساختيم 1x LUG ميكروليتر از بافر
را به لوله واكنش انتقال داده و تا زمان كه آن شده 

  . در روي يخ قرار داديم SDS-PAGEموردنياز براي انجام 
ــراي انجــام   ــدا ژ SDS-PAGE ب را حــلال ل ابت

متـري ابتـداي شيشـه ريختـه و سـپس روي       تا دو سـانتي 
ــانول ــام  ريختــــيم )Isobutanol( آن ايزوبوتــ ــا تمــ تــ

و ســطح ژل صــاف و يــك  دههــاي آن خــارج شــ حبــاب
ــردددســـت  ــد،  . گـ ــه ژل ســـفت شـ ــد از ايـــن كـ بعـ

. هـا خـالي كـرديم    ايزوبوتانول را با سرازير كـردن شيشـه  
ــا آب ــانول را شس  ب ــا مقطــر، جــاي ايزوبوت تشــو داده و ب

را ريختــه و بــراي  بــالا ژلكاغــذ صــافي خشــك كــرده، 

ــم درون ژل ايجــاد چاهــك، شــانه را  ــرار دادي ــد از . ق بع
پــاييني را  spacerســفت شــدن ژل، ابتــدا شــانه و ســپس 

را بـــا كاغـــذ صـــافي پـــاك  spacerدر آورده و جـــاي 
ــرديم ــه  . ك ــورز ب ــتگاه الكتروف ــر روي دس ــور ژل را ب ط

تانــك را بــه آن وصــل كــرده، . عمــودي نصــب نمــوديم
ــك    ــافر تان ــد ب ــورز و   IXبع ــك الكتروف را در درون تان

ــرديم   ــافه ك ــه ژل اض ــوط ب ــالاي مرب ــل از . قســمت ب قب
دقيقـه   5افزودن نمونه بـه درون ژل، نمونـه را بـه مـدت     

ــراه   ــه همـ ــه  بـ ــافر نمونـ ــانديمبـ ــدار .جوشـ  200 مقـ
ــول    ــه محل ــين از نمون ــه و همچن ــر از نمون ــه ميكروليت ب

ــده  ــت آم ــلول   دس ــاء س ــا   از غش ــره ب ــه درون حف را ب
ــون ــورنگ هميلتـ ــاركر  سـ ــز مـ ــوديم و نيـ  تزريـــق نمـ

 هـاي مولكـولي معـين تـا    بـا وزن را  )فرمانتـاز (استاندارد 
170 KDa   ــه در وســط ژل وارد ــه درون حفــره جداگان ب

ــدا  ــتگاه را ابت ــرديم و دس ــاژ ك ــه ولت ــد از  85 ب ــيم و بع ن
كـه  هنگـامي  . ولـت وصـل كـرديم    105 بـه ولتـاژ  ساعت 

ــه انتهــاي ژل ) بروموفنــل بلــو(رنــگ جلــويي  نزديــك ب
ــورز را متوقــف كــرديم  ــه . رســيد، عمــل الكتروف ژل را ب

 بلــو آميــزي كوماســي در محلــول رنــگ مــدت يــك شــب
)comasi blue( ــاتو ــتيم )Rotator( رروي روتـ . گذاشـ

پاسـتور بـه    پـت  آميـزي را بـا پـي    محلول رنـگ  ،روز بعد
بـه ژل آسـيبي    كـه  بـه نحـوي    ،آهستگي خـارج سـاختيم  

ــد ــگ. نرس ــول رن ــتيك   محل ــامل اسيداس ــه ش ــر را ك  8ب
ــد ــانول  درص ــد 12و ات ــود درص ــيم و  ،ب روي آن ريخت

بـر تـازه بـه    محلـول رنـگ   ،هر يـك سـاعت  . صبر كرديم
تكـرار كـرديم    قـدر آن  ايـن عمـل را   و آن اضافه نموديم

-سـپس از ژل عكـس  بـود و  بـر شـفاف    محلـول رنـگ   تا

  ).15( نموديمبرداري 
ــق در    ــن تحقي ــون   ،اي ــام آزم ــه انج ــاز ب ــاي ني ه

ــراي محاســبه درصــدها و    ــي ب ــود ول ــداني نب ــاري چن آم
  .استفاده شدExcell رسم نمودارها از نرم افزار 

   هايافته
 ميزان، آوري شدههاي جمعدر ميان نمونه  
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كرمانشاه و تهران  ،يزد در سه استان باسيلوس سرئوس
باسيلوس سرئوس ه ايزولكه سه  را داشتندبالاترين ميزان 

 اين باسيلوس. جداسازي شددر هر يك از اين استان ها 
بود كه تعداد  را دارا ترين ميزاندر همدان و سمنان، پايين

تنها استان اين دو  از خاكباسيلوس سرئوس جدا شده 
باسيلوس  در مورد. بودباسيلوس سرئوس ايزوله يك 

ي استان ها در بالاترين درصد جداسازي ،سوبتيليس
ايزوله  دو كه تعدادخراسان و سمنان بود  ،ديز ،كرمانشاه

ها بود و ميزان پايين جداسازي استانهر كدام از اين در 
نحوي كه هب ،فارس مشابه بود در ايلام، تهران، خوزستان و

جدا  هاباسيلوس سوبتيليس در اين استانتنها يك ايزوله 
ه ايزولباسيلوس تورنجينزيس، يك ايزوله سه  .شد

باسيلوس سوبتيليس از ايزوله باسيلوس سرئوس و يك 
بخش ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران 

يك ايزوله باسيلوس سرئوس و ايزوله يك  ،شمال
بخش ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد  ازباسيلوس سوبتيليس 

 2جدول  .دريافت شدنيز علوم و تحقيقات  اسلامي واحد
هاي جدا شده از يك از باسيلوس تعداد هردهنده نشان

هر دست آمده به تفكيك ههاي بخاك و فراواني نمونه
  .باشدمياستان 

هاي شناسايي شده از توزيع باكتري ،1 نموداردر   
هاي مختلف كشور نشان داده شده نمونه خاك استان 65

باسيلوس سرئوس كه ميزان دهد اين شكل نشان مي .است
كرمانشاه و تهران بالاترين  ،ن يزدتفكيك شده در سه استا

در  .باشدرا دارا مي ترين ميزانو در همدان و سمنان پايين
به بالاترين درصد تفكيك  ،باسيلوس سوبتيليسمورد 
 خراسان و سمنان و، يزد، هاي كرمانشاهاستان در ترتيب
تهران،  ايلام،هاي استانميزان تفكيك در ترين پايين

  .)1 نمودار( بود فارس خوزستان و
تعداد كل (از خاك جدا شده  باسيلوسبيشترين   

هاي كرمانشاه و يزد و در استان) باسيلوس جدا شده
- كلنيتعداد  .استان همدان بودمربوط به ميزان آن كمترين 

      ).2 نمودار(باكتري بود ايزوله  31شده از خاك جدا هاي 
-SDSها و انجام  استخراج پروتئيننتايج بعد از در   

PAGE )باندهاي نكته قابل توجه اين است كه  ،)1 شكل

  وسباسيلگونه  چهار خصوصيات افتراقي: 1جدول

 واكنش
باسيلوس 
 سرئوس

باسيلوس 
س ئوسر

 واريته
 دسيميكوئ

 باسيلوس
 يسزنجتورين

باسيلوس 
 آنتراسيس

واكنش زرده 
 1خم مرغت

 *ب(+)  + + *الف+ 

 + + + - 2كاتالاز

رنگ آميزي 
 گرم

+ + + + 

 - -+ *د - *ج+  3حركت

هموليز 
گلبول قرمز (

 )گوسفند
+ + + - 

رشد به 
كلني صورت 

 اي ريشه هاي
- + - - 

- بي استفاده

هوازي 
 ازگلوكز

+ + + + 

 + + + + vp4واكنش

  
  ك و فراواني هاي جدا شده از خاتعداد باسيلوس: 2جدول 

  هاي خاك به تفكيك هراستاننمونه

  
  

B. 
cereus  

B. 
subtilis  

B. 
thuringiensis  مجموع  

فرا واني 
نمونه 
  خاك

  6  5  -  2  3  كرمانشاه
  10  3  -  1  2  ايلام

  9  1  -  -  1  همدان
  4  4  -  1  3  تهران

خراسان 
  7  4  -  2  2  رضوي

  9  5  -  2  3  يزد
  10  3  -  2  1  سمنان

  4  3  -  1  2  خوزستان
  6  3  -  1  2  فارس
  -  **7  3  2  2  اهدايي
  65  *38  3  14  21  كل

-نمونه خاك كدگذاري شده و باكتري 65هاي جدا شده از تعداد كل باسيلوس*: 

  هاي اهدايي 
هاي اهدايي دو دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقات و تعداد باسيلوس**: 

  .واحد تهران شمال

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 شاهچراغي و همكاران

 

 1389پاييز / 3شماره/ 17دوره                                                                      مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني سبزوار         202

نمونه به وفور  13در  KDa 95-72پروتئيني در محدوده 
ها محدوده و چون در اين باكتري مشاهده شد،

- هاي مربوط به توكسين در بين اين دو باند مي پروتئين

هاي مربوط به توكسين كه ژن نمود پيشنهادتوان مي ،باشد
 13از اين  .گيرندبدر اين ناحيه قرار  pXO1در پلاسميد 

 تهران، نمونه استان مربوط به 2 و 1 نمونه باكتري، نمونه
مربوط  5 خراسان رضوي، نمونهاستان مربوط به  4 و 3
 7 يزد، نمونهاستان  مربوط به 6 سمنان، نمونهاستان  به

استان  مربوط به 9 و 8 همدان، نمونهاستان مربوط به 
 فارس و نمونهاستان مربوط به  11و  10 خوزستان، نمونه

   .مربوط به استان كرمانشاه بود 13و  12
  

  بحث
آزمايش باسيلوس  38باسيلوس از ايزوله  13تعداد   

د هاي كُ شده داراي باندهاي پروتئيني در ناحيه پروتئين
شده  مطالعات نشان دادهدر . بودند pxo1شده توسط ژن 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

يزد كرمانشاه خراسان ايلام تهران همدان خوزستان سمنان فارس

استان ها

داد
تع

 
س
يلو

باس
 در 

حد
وا

 
اك

خ
 

يزد و  تفكيك شده در سه استان هاي مختلف كشور كه ميزان باسيلوس سرئوسنمونه خاك استان 65هاي شناسايي شده از توزيع باكتري: 1 نمودار
 بالاترين درصد تفكيك به ترتيب در در مورد باسيلوس سوبتيليس. باشدترين ميزان را دارا مين و سمنان پايينكرمانشاه و تهران بالاترين و در همدا

 .فارس بود تهران، خوزستان وترين ميزان تفكيك در ايلام،هاي كرمانشاه، يزد، خراسان و سمنان و پاييناستان

0

1

2

3

4

5

6

يزد كرمانشاه خراسان ايلام تهران همدان خوزستان سمنان فارس

ترين و استان همدان هاي كرمانشاه و يزد بيشهاي جدا شده از خاك به تفكيك استان در شكل مشخص است كه استاني كلنيتوزيع كم: 2 نمودار
  .را دارا بودند كلني باسيلوس كمترين تعداد
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نوع مسموميت باسيلوس سرئوس عامل دو كه  است
كش  حشرهعنوان بهباسيلوس تورنجينزيس،  ازبوده، غذايي 

عنوان د و باسيلوس سوبتيليس بهوشمياستفاده بيولوژيك 
 .بيوتيك در صنعت مطرح است توليدكننده آنتي عبمنيك 

ژن  كهباشد  زخم مي باسيلوس آنتراسيس مولد بيماري سياه
 كهباشد مي pxo1ژن  ،مربوطهپلاسميد  توليد سم آن در

مين پلاسميد ود .دهدنشان ميرا  آن سمي بودنخواص 
هاي سنتز كپسول است كه  حاوي ژن pXO2 يعنينيز  آن

با توجه  .باشند ضروري مي اين باسيلوس ييزابراي بيماري
از  pxo1انتقال ژن برخي از مقالات  اخيراً كهبه اين

رد مو غير آنتراسيسهاي  به باسيلوس ،باسيلوس آنتراسيس
فراواني ژن حاضر در مطالعه گرفته است، كيد قرار أت

pxo1  باسيلوس سرئوس، باسيلوس هاي ايزولهدر
با مشاهده باند  تورنجينزيس و باسيلوس سوبتيليس

بررسي مورد در ايران  SDS-PAGEدر  مربوط پروتئيني
در آن شرح كه  پژوهشبا توجه به روش  .گرفتقرار 

-SDS نتايج حاصل از، ارائه شدها بخش مواد و روش

PAGE  نشان داد كه انتقال ژنpxo1 هابه ساير باسيلوس 
به اين دليل  ،باسيلوس آنتراسيس افزايش يافته است جزهب

 از لحاظ ژن هاباسيلوساز ايزوله  نمونه 13تعداد  كه

pxo1  سرئوس   يلوسباس ها ازآنمثبت بودند كه همگي
  .استخراج شده بودند

به يك مطالعه خود در ران و همكا آندراپ  
پلاسميد بزرگ در باسيلوس سرئوس رسيدند كه 

pBCXO1 شبيه  كهشود ناميده ميpXO1  باسيلوس
يك گونه از باسيلوس ؛ همچنين آنتراسيس بود

 pXO2تورنجينزيس را يافتند كه محتوي پلاسميد شبيه 
از از هر كدام نمونه به تعداد يك ها آنات در آزمايش. بود

باسيلوس  تورنجينزيس، سرئوس و يهاباسيلوس
كه پلاسميد  معلوم شد همچنين. استفاده شد ميكوئيدس

جدا شده از باسيلوس تورنجينزيس از طريق الكتروفورز، 
در محدوده اين باند كه  رددا kb128 حدود  اي دراندازه

روش به كار . دبومشاهده قابل  رفته شدهگبه كار  از ماركر
ع پلاسميدهاي ، براي جداسازي انوااهآن رفته در آزمايش
به كار  نيز دارند kb 350اي در حدود بزرگ، كه اندازه

كه باسيلوس  نتيجه گرفته شد مزبور در تحقيق. رودمي
تورنجينزيس و باسيلوس سرئوس كه در گروه سرئوس 

. باشندقرار دارند، محتوي پلاسميدهاي بزرگ مي
هاي از زخم كار گرفته شدهبهباسيلوس تورنجينزيس 

نيز  حاضرمطالعه در  ).8( حاصل از جنگ جدا گرديد
 مربوط به پلاسميد  باندهاي پروتئينيوجود 

pXO1براي  يشاهد ديگراين خود كه  مشاهده شد
در باسيلوس سرئوس  pXO1  احتمال وجود پلاسميد

  .     خواهد بود
با استفاده و همكاران  آئورااي كه توسط در مطالعه  

 دو پلاسميدوجود  ،انجام شدالكتروفورز از تكنيك 
AW63  وpBT9727  يد شدأيتدر باسيلوس تورنجينزيس 

باسيلوس آنتراسيس موجود در  pXO2كه مشابه پلاسميد 
آناليز توالي مربوط به اين سه پلاسميد فوق  .بودند

ها از يك پلاسميد كونژوگاتيو مشتق مشخص كرد كه آن
 و AW63 پلاسميد همچنين مشخص شد كه دو. اند شده

pBT9727 ُهاي كپسول د كردن پروتئيننقشي در ك
باسيلوس ايزوله  تعداد نوزده. باسيلوس تورنجينزيس دارند

  

بـوده و   باسيلوس سرئوسهاي از ايزولهنمونه مثبت  13:  *1شكل 
هــا مشــخص در آن KDa 95-72بانــدهاي پروتئينــي در محــدوده 

هاي مربوط به توكسين در  ها محدوده پروتئيندر اين باكتري .است
بانـدهاي مـاركر در شـكل مشـخص      :*M .باشدبين اين دو باند مي

بـوده و هفـت    )Sm0671( اين ماركر ساخت شركت فرمنتـاز . است
 10و  16،  34، 55، 72، 95،  170بانـــدهاي بانـــد كـــه بـــه ترتيـــب 
  .كندكيلودالتون را ايجاد مي
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آزمايش شدند كه از اين  فوقتورنجينزيس در مطالعه 
باسيلوس تورنجينزيس داراي هر دو ايزوله  تعداد، پنج
باسيلوس تورنجينزيس ايزوله و يك  ياد شده پلاسميد

شباهت بين . بود pAW63قط محتوي پلاسميد ف
باسيلوس آنتراسيس،  pXO2پلاسميد  و  pAW63پلاسميد

 و pBT9727به مراتب بيشتر از شباهت بين 

pXO2وجود اين دو پلاسميد . باسيلوس آنتراسيس است
، هاي ذكر شدهدر باسيلوس  pBT9727 و  pAW63يعني
ها سيلوسدهنده اين موضوع است كه در برخي از بانشان

 به ويژه اعضاي گروه سرئوس، پلاسميدهاي مشابه
هاي در باسيلوس. پلاسميد توكسين و كپسول وجود دارد
 ي، پلاسميدياد شده تورنجينزيس آزمايش شده در تحقيق

مشابه با پلاسميد كپسولي باسيلوس آنتراسيس شناسايي 
اين آزمايش براي يافتن پلاسميدهاي شبه  اماگرديد 

 باسيلوس تورنجينزيس، نتيجه منفي داشتتوكسين در 
از نظر  مابا نتيجه كار  فوقمطالعه ات نتيجه آزمايش .)9(

همخواني نداشت كه دليل آن  pXO1وجود پلاسميد شبيه 
عدم انتقال پلاسميد مذكور به اين گروه از  احتمالاً

  . بوده استها آن ها در زمان آزمايش توسطباسيلوس
اي دريافتند كه ي مطالعهو همكاران ط زيائومين  

در باسيلوس آنتراسيس و pXO1 اي از پلاسميد قطعه
باسيلوس سرئوس و باسيلوس تورنجينزيس كاملاً شباهت 

ي به نام باسيلوس دركه  نشان دادندها آنهمچنين  .رنددا
DBT248  در  و دست آمدههب از باسيلوس سرئوسكه

 ،رودمي كارهعنوان پروبيوتيك بكشورهاي اروپايي به
ميزان ياد شده در تحقيق  .وجود ندارد pXO1 پلاسميد

باسيلوس نمونه چهار  تعداد بيست وتشابه ژنتيكي 
مورد  PCRسرئوس و باسيلوس تورنجينزيس از طريق 

نمونه شش كه  نتايج نشان داد و گرفتبررسي قرار 
باسيلوس سرئوس  نمونه باسيلوس تورنجينزيس و دوازده

 pXO1 ه قطعه موجود در پلاسميد اي شبيداراي قطعه
ونه من و دوازدهpXO1 پلاسميد  ازاين قطعه . باشندمي

 هيباسيلوس سرئوس جدا شده مورد آزمايش، داراي تشاب

كه به عنوان pXO1 پلاسميدهاي . نددرصد بود 90حدود 
باسيلوس آنتراسيس جدا نمونه از سه  ،ندشاهد استفاده شد

 اتاين قطع كهپس از اين. ندو مورد استفاده قرار گرفت
استخراج شد، اثر آن از نظر سمهاي ت روي سلولي

ثير أعدم تها تستنتيجه كه تخمدان هامستر بررسي شد 
 هاآن نتيجه مطالعهبنابراين . ها بودروي اين سلولبر  هاآن

به باسيلوس pXO1  پلاسميد هر چندكه  داد نشاننيز 
يافته است ولي  سرئوس و باسيلوس تورنجينزيس انتقال

ي فاقد خاصيت سمpXO2 به دليل عدم وجود پلاسميد 
به حاضر ياد شده با نتايج تحقيقات  مطالعه. )10( است

  .تشابه داشتpXO1  لحاظ نشان دادن وجود ژن
 و همكارانوفماستر هتوسط كه ديگر  ايمطالعه در  

و  توكسين باسيلوس آنتراسيس مولد هايژنانجام شد 
در باسيلوس سرئوس كه نوعي ن با آ هاي مرتبطژن

مورد بررسي قرار  ،كندايجاد ميزخم بيماري شبيه سياه
درصدي با  6/99پلاسميد با شباهت  يكبه ها آن. گرفت

اين . يافتنددست باسيلوس آنتراسيس pXO1 پلاسميد
 باشدمي pBCXO1پلاسميد يك پلاسميد حلقوي به نام 

د كردن توكسين كُ ولؤپلاسميد مس اب ييكه شباهت بالا
در  اين پلاسميد .داشت باكتري در باسيلوس آنتراسيس

. به عهده داردهمان وظيفه را  G9241باسيلوس سرئوس 
 ياد شده ويرولانس باسيلوس سرئوس كه در تحقيق

ييد قرار أها مورد تآزمايش بر روي موش ، بااستفاده شد
ول ؤهاي مسهمولوگ بودن ژن ،ورذكدر مطالعه م .گرفت

د كردن كپسول ول كُؤهاي مسبا ژنpXO2 توليد پلاسميد 
ييد أدر باسيلوس آنتراسيس مورد آزمايش قرار گرفت كه ت

كه بر  RNA16Sr از طريق آزمايشات فنوتيپي و آناليز. نشد
 ،شد انجام هاو بر روي موش روي باسيلوس سرئوس

- توانايي به G9241مشخص گرديد كه باسيلوس سرئوس 

بيماري شبيه آنتراكس را دارد و در  وجود آوردن يك
مراحل ابتدايي ابتلا به  به شبيه دقيقاً يشروع بيماري علايم

 مزبور با توجه به نتيجه مطالعه. آوردوجود ميبه زخمسياه
و عدم وجود  pXO1 و اثبات وجود پلاسميد مشابه
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شباهت  ،G9241 در باسيلوس سرئوس pXO2پلاسميد 
در  البته .زياد بود بسيار ماط انجام شده توس كارآن با 
آناليز  وكار مولكولي انجام شده  هوفماستر مطالعه

RNA16Sr  تر بوددقيقتوسط ما انجام شده نسبت به كار 
شده نيز مشخص  pXO1نوع پلاسميد شبيه  كه در آنچرا 
  .)11(بود 

 تعداد زيادي ،2006سال و همكاران در  راسكو  
را  هاپلاسميدهاي آنو تعداد بسياري  باسيلوس سرئوس

پلاسميدهاي نشان داد كه ها آنآزمايشات  .جدا نمودند
 دارند و kb 272 اي حدودبه طور كلي اندازه pXO1شبيه 

تر ها كوچككمي از آن ،pXO1خود پلاسميد  كهحال آن
 pXO1ترين پلاسميدهاي شبيه پلاسميد بزرگ. باشدمي

بيني پيش قبلاً. باشندمي pCER270و  pPER272شامل 
ا مباشد، ا kb pCER270 208 اندازه پلاسميدشد كه مي

 kb  270آزمايشات تعيين توالي نشان دادند كه اندازه آن
 يهر دوي اين پلاسميدها، داراي ساختار موزائيك. باشدمي
 هايكه روي كروموزوم هستندهايي ژن حاويو  هبود

اين شواهد . ندوشمياعضاي گروه سرئوس هم يافت 
سرئوس و ان داد كه پلاسميدهاي بزرگ در گروه نش

- پلاسميدهاي باكتريايي قادرند بهديگر ، مانند اعضاي آن

ها براي تغيير عنوان ناقل عمل كنند و اين عمل آن
 منظور تعيينهايي كه بهآناليز. ثر استؤاطلاعات ژنتيكي م

نشان داد  انجام شد ،pXO1تعداد كپي پلاسميدهاي شبيه 
. باشدميعدد  3تا  1ها در هر كروموزوم كه تعداد آن

 pXO1پلاسميد  هايتحقيقات نشان دادند كه تعداد كپي
 كپي در هر كروموزوم 40تا  13در باسيلوس آنتراسيس از 

ي كه براي تعيين ميزان يهاروش نتايج حاصله از. باشدمي
ي فاكتورهانشان داد كه  ،استفاده شدند هاكپي پلاسميد

اهميت بيشتري  رشد و محيط زمان از جمله مختلفي
هاي به اثبات رسيد كه كروموزوم نيز لهأاين مس. رنددا

و  بودهاعضاي گروه سرئوس، خيلي شبيه يكديگر 
در  يپلاسميدهاي موجود در اين اعضاء نقش مهم

آناليز . ها دارندويرولانس و اكولوژي ارگانيسم

بط به شناسايي نواحي مرت منجر pXO1پلاسميدهاي شبيه 
ي در پلاسميدها به خصوص، پلاسميد يزابا بيماري
pCER270 اين  دست آمده ازبه بر اساس نتايج. شد

 pXO1مرتبط با پلاسميد   pCER 270آناليزها پلاسميد 
  pCER 270 است كه پلاسميد كيدأتلازم به . باشدمي

  . باشدمحتوي ژن سنتز كرئوليد مي
يدهاي كه پلاسم است شدهتحقيقات اثبات در   

pCER270  وpPER272  در ههاي مربوطدارا بودن ژنبا ،
ها و پلاسميدها در اعضاي تغييرات ژنتيكي بين كروموزوم
هاي با توجه به توالي. گروه سرئوس، نقش دارند

-مي حاوي دو پلاسميد فوقي كه هايكروموزومي گونه

 هاهاي آنها براي كشف تشابه بين ژنتلاش باشند
كه  نشان داد مطالعات گروه مذكور . داردادامه  همچنان

 ارتباط و تشابه زيادي با پلاسميد pPER272پلاسميد 
pBC10987 پلاسميد . داردpPER 272 يك قسمت داراي 

kb 90 كه اين قسمت در پلاسميد  باشدميpXO1  يافت
در باسيلوس pXO1  هوجود پلاسميدهاي شبي. نشده است

- عدم بيماريلي و ،داثبات ش ياد شده سرئوس در تحقيق

رغم وجود اين پلاسميدها، ها عليباسيلوسزايي اين 
 باشد  pXO1ساختار كامل خاطر نداشتنبهممكن است 

دست هبهاي يافتهييدكننده أياد شده ت مطالعهنتايج . )12(
باشد كه در آن وجود پلاسميد ميدر مطالعه حاضر آمده 

pXO1  رفته استقرار گييد أترد ومدر باسيلوس سرئوس. 
از باسيلوس  pXO1انتقال پلاسميد در ايران همچنين 

در آزمايشاتي  باسيلوس سرئوسايزوله  13 آنتراسيس به
   .به وقوع پيوسته استانجام شد  كه
  

  تشكر و قدرداني
از دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران وسيله بدين  
در اختيار  خاطرويژه جناب آقاي دكتر اخوان به شمال به

  .شودباسيلوس قدرداني ميهاي ايزوله برخيشتن گذا
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