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چکیده:
سابقه وهدف:هدف از این تحقیق شناسایی و جدا سازی باکتری های ترموفیل از چشمه آب گرم دالاکی واقع در استان بوشهر به 

روش بیوشیمیایی وملکولی وبررسی خواص آنزیمی، ضد باکتریایی وضد قارچی سویه های جدا شده می باشد.
مواد و روش ها:نمونه برداری از سطح آب ،لجن وعمق 1متری در شرایط استریل  انجام شد. نمونه ها به مدت یک هفته گرما 
گذاری وسپس باکتری های رشد کرده خالص سازی شدند. شناسایی به دو روش بیوشیمایی وملکولی  انجام شد. خواص ضد باکتر یایی 
علیه باکتری های اشرشیا کلی واستافیلو کوکوس اورئوس به روش کدورت سنجی وخواص ضد قارچی براساس قدرت بازدارندگی علیه 

آسپرژیلوس نایجر 1مورد بررسی قرار گرفت .
تحمل  را  کلرید سدیم  های A1,A8,A9,A1120%نمک  و خالص سازی شدند. سویه  12 سویه)A1-A12( جدا سازی  یافته ها: 
علیه  باکتریایی  اثر ضد  داشتند.نتایج  گراد  سانتی  در جه  دمای 20-56  و    pH=3-12 در رشد  توانایی   A11 و  A1های کردند.سویه 
استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد که در سویه های A5,A6,A7,A10,A11,A9,A12 با افزایش غلظت عصاره سویه ها از5 % به %20 
،خاصیت ضدباکتریایی به صورت معنی دار افزایش یافت.در حالیکه تنها سویهA12سبب مهاررشد اشرشیا کلی در غلظت 20% شد. موثر 
ترین سویه علیه قارچ آسپرژیلوس A2و A6 بود.با توجه به توان رشد سویه  A11در طیف وسیع دما،pH وهمچنین ارجحیت توانایی 
آنتاگونیستی، ترادف ناحیه SrDNA 16 مذکور تکتیروتوالی یابی شد. بر این اساس سویهA11با تشابه 98%باسیلوس سوبتی لیس زیر 

گونه 2اسپیززنی NRRL )کد رهگیری lcl|48269  (شناسایی شد.
باکتریایی وضد قارچی درتحقیقات آینده گزینه مناسبی در  زمینه درمان  اثر ضد  باکتری های ترموفیل به دلیل  نتیجه گیری: 

بیماریها ومبارزه میکربی می باشند.
کلمات کلیدی:چشمه ی آب گرم،ترموفیل، آنتاگونیستی،باسیلوس

1 Aspergillus niger
2 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain NRRL

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393 

مقدمه:
ــه  ــود ك ــی ش ــاق م ــمه‌اي اط ــه چش ــرم، ب ــمه ی آب گ چش
گرمــاي آب آن بالاتــر از اندازه‌هــاي معمــول)37در جــه ســانتی 
�ـر  �ـي اس�ـت و گاه اث گ�ـراد(، داراي برخ�ـي نمكه�ـا و م�ـواد معدن
درمانـ�ي دارد. آب از اعمـ�اق زميـ�ن سرچشـ�مه مي‌گيـ�رد و  

ــی آید.چشــمه  ــرون م ــن بي ــكافهاي ســطح زمي ــولا از ش معم
ــد و  ــده ان ــان پراکن ــف جه ــرم  در  مناطــق مختل ــای آب گ ه
بســياري از آبــادي هــا بــه علــت داشــتن اين‌گونــه چشــمه‌ها، 
شــهرت و اهميــت يافتــه اند.برخــي ازچشــمه هــای آب گــرم 
هــا بــه علــت داشــتن پــاره‌اي مــواد شــيميايي، داراي رنــگ، بــو 
ــات گوگرد(ســولفور  ــزه خاصــي مي‌شــوند. برخــي تريكب ــا م ي
ــي  ــي مي‌دهنــد و آب ــا آب ــه آب رنــگ شــيري ي و ســولفات( ب
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كــه ئيــدروژن ســولفوره داشــته باشــد، بــوي تخم‌مــرغ فاســد 
دارد. آب گــرم هــاي داراي تريكبــات آهــن، رنــگ ســرخ دارنــد. 
نمــك هــاي ديگــر، ماننــد كلــرور ســديم )نمــك طعــام( و يدور 
ســديم، آب را شــور يــا تلــخ مي‌ســازند )6،16،14(. ایــن 
چشــمه هــا بــه دلیــل وجــود باکتــری هایــی کــه ســازگار بــا 
ــم هــا، مــواد شــیمیایی  ایــن محیــط هــا هســتند تولیــد آنزی
ــا  ــدام از آنه ــه هــر ک ــد ک ــف مــی کنن ــی مختل وضــد میکروب
خــواص ویــژه خــود را دارنــد و بررســی وشناســایی آنهــا 
دارای اهمیــت فــوق العــاده ای اســت. بــه عنــوان مثــال، 
بعضــی از ایــن باکتریهــا تولیــد مــواد ضــد قارچــی مــی کننــد 
ــان  ــث درم ــا باع ــمه ه ــن چش ــواد در ای ــن م ــور ای ــه حض ک
بیماریهــای قارچــی پوســتی مــی شــود )16،17(. ترموفیــل هــا 
گروهــی از میکــروب هــا هســتند کــه در دمــای بــالا ماهیــت 
شــان عــوض نمــی شــود بلکــه فعــال هــم مــی شــوند. آنزیــم 
ــا نظــر دانشــمندان ســرتا ســر  ــن میکروارگانیســم ه ــای ای ه
دنیــا را بــه خــود جلــب کــرده اســت. زیــرا ایــن آنزیــم هــا بــه 
واکنــش گــر هــای شــیمیایی ومقادیــر pH بــالا در مقایســه بــا 
ــر  ــه عــاوه مطالعــه ب همولــوگ مزوفیلیــک مقــاوم هســتند. ب
روی خــواص درمانــی ، ضــد ســرطانی،ضد میکربــی ونقــش آن 
هــا در صنایــع پتروشیمی،داروســازی ،نفــت وپاکســازی فلــزات 
ــی باشــد )  ــت م ــا اهمی ــط زیســت  بســیار ب ســنگین از محی
ــرم و  ــاي گ ــي آب ه 12،11،9،7،2،1(.شــناخت خــواص درمان
ــن دارد،  ــيار كه ــينه‌اي بس ــا پيش ــري از آنه ــي و بهره‌گي معدن
ــن  ــتي روش ــه درس ــر ب ــن ام ــاز اي ــان آغ ــه زم ــوري ك ــه ط ب
ــون  ــق پيرام ــاكنان مناط ــه س ــد ك ــن مي‌نماي ــت. چني نيس
ــه  ــرر ب ــاي مك ــون ه ــة آزم ــرم در نتيج ــمه‌هاي آب گ چش
خــواص ايــن آب هــا پــي برده‌انــد. چشــمه ی آبگــرم دالاکــی 
در 13 کیلــو متــری  شــهر برازجــان در اســتان بوشــهرقرار دارد. 
ســه چشــمه در ایــن منطقــه نزدیــک بــه هــم بــا آبهــا و ویژگی 
هــای متفــاوت مشــاهده مــی شــود .اولیــن چشــمه دارای آب 
ــی  ــا  اســتفاده م ــاری نخــل ه ــرای آبی ــرو بیشــتر ب شــفاف ت
ــی شــوند  ــاری م ــن چشــمه آبی ــا ای ــه ب ــای ک شــود نخــل ه
ــز مــی  ــدازه ری ــی از نظــر ان ــد ول کیفیــت رطــب بهتــری دارن
ــرار داردو  ــر از  چشــمه اول   ق ــن چشــمه، بالات ــند. دومی باش
ــه  ــطح آ ب، لک ــود.  در س ــی ش ــاطع م ــتان از آن بخارس زمس

هــای نفتــی ودر برخــی از قســمت هــای آن موجــودات کرمــی 
ــرب و  ــمه، چ ــومین چش ــود. آب س ــی ش ــاهده م ــکلی مش ش
ــاب  ــمه حب ــن چش ــت. درای ــه سفیداس ــل ب ــگ آن متمای رن
هایــی در ســطح مشــاهده مــی شــود کــه بــه نظــر مــی رســد 
مربــوط بــه گاز اســت.در تحقیقــات محلــی کــه از چشــمه های 
آّب گــرم صــورت گرفــت از ایــن چشــمه هــادر درمــان بیمــاری 
هــای  رماتیســمی ومفصلــی، بیمــاری هــای قارچــی و التیــام 
زخــم هــا بســیار اســتفاده شــده اســت. هــدف از ایــن تحقیــق 
ــی   ــد میکرب ــی ض ــی توانای ــازی و بررس ــدا س ــایی، ج شناس
ــع  ــی واق ــرم دالاک ــمه ی آب گ ــل چش ــای ترموفی ــری ه باکت
در اســتان بوشــهر بــه دو روش بیوشــیمیایی و ملکولــی اســت. 

مواد و روش ها:
به عنوان محلی  چشمه اب گرم دالاکی واقع در استان بوشهر 
برای جداسازی باکتری ها ی ترموفیلیک انتخاب شد.نمونه های 
آب ، لجن و رسوبات از سطح و عمق یک متری برداشته شد . از 
دو روش برای نمونه برداری استفاده شد.در اولین روش، در هر 
محل 1ml از هر نمونه به وسیله سرنگ های استریل برداشته 
)نوترین  استریل  10mlمحیط کشت  محتوی  های  بطری  به  و 
براث( منتقل شد. در روش دوم ، نمونه ها با استفاده از بطری 
استریل از سطح آب ، لجن و رسوبات جمع آوری و ظرف مدت 
کوتاهی )کمتر از 24 ساعت( به آزمایشگاه انتقال داده شد. به 
100ml منظور غنی سازی،10میلی لیتراز نمونه به بطری شامل

کشت نوترین براث منتقل شد.نمونه ها به مدت یک هفته در 
دار  شیکر  انکوباتور  وpH=/8 6در  گراد  سانتی  40درجه  دمای 
)rpm90( گرم خانه گذاری شد. در نهایت از هر نمونه به محیط 
نوترینت آگار منتقل و در مراحل بعدی با روش رقت و خطی 

پراگنه های تک خالص سازی شد )5(.
بررسی فعالیت ضد میکروبی:

الف:خاصیت ضد باکتریایی:
از روش کدورت سنجی جهت بررسی خاصیت  این تحقیق  در 
استافیلوکوکوس  های  شدباکتری  استفاده  باکتریایی  ضد 
کلی)ATCC2143( در  اشرشیا  اورئوس(ATCC64542)و 
محیط  بی اچ آی براث یا نوترین براث به مدت 24  ساعت در 
باکتری  ازآن  انکوبه شدند. پس   37 ºC شرایط هوازی و دمای
های اندیکاتور که در فاز لگاریتمی رشد قرار گرفتند به میزان %1 

1393، جدا سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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به محیط کشت نوترین براث تلقیح شدند. در مرحله بعد،ابتدا 
بدین  شد.  راتهیه  آزمایش  مورد  ی  ها  خنثی3سویه  ی  عصاره 
 40  ºC دمای در  ساعت    48 مدت  به  ها  ایزوله  که   صورت 
گرمخانه‌گذاری شدند. سپس این کشت ها به مدت 30 دقیقه با 
دورrpm 5000  در دمای ºC 4 سانتریفیوژ شدند و مایع رویی 
 0/2  µ فیلتر  از  عبور  با  ها  عصاره  شد.  جدا  باکتریایی  توده  از 
استریل شدند.  وبا غلظت های 5%،10%،15%،20% از عصاره ی 

باسیلوس به محیط کشت نوترین براث اضافه شد.
اندیکاتور  درمر حله ی آخرمحیط نوترین براث )شامل باکتری 
و عصاره سویه ها( در دمای 37درجه سانتی گرادبه مدت 24 
ساعت گرم خانه گذاری شدند.میزان رشد باکتری های اندیکاتور 
با  نوری  خواندن جذب  از   پس  ها  باکتری  عصاره   در حضور 

دستگاه اسپکتروفوتومتر در 600 نانومتر تعیین شد )21،19(.
ب-بررسی اثر ضد قارچی: در این تحقیق برای بررسی خواص 
ضد قارچی سویه های مورد آزمایش، تکه ای از محیط کشت 
قارچ به همراه اسپور ها به ابعاد چند میلی متر از محیط جدا 
نموده ودر مرکز پلیت حاوی محیط کشت سویه مورد نظر قرار 
داده )کشت همزمان( وبه مدت یک هفته در گرم خانه 37 در 

جه سانتی گراد انکوبه شد )20،15،8(.
شناسایی بیو شیمیایی وملکولی: شناسایی سویه های جدا شده 
با استفاده از روش های بیوشیمیایی و ملکولی انجام شد . الف-

شناسایی بیوشیمیایی:
هاوآزمون  کلنی  اساس صفات شکلی  بر  بیوشیمیایی  روش  در 
مختلف  های  دما  در  رشد  توانایی  مانند  بیوشیمیایی  های 
،توانایی رشد در pH های 2تا 12،توانایی رشد در غلظت نمک 
،مصرف  اندول  مختلف،تولید  قندهای  تا20%(،تخمیر   %2(
کاتالازوتست اکسیداز،تست  تست  حرکت،  سیترات،توانایی 

MRVP شناسایی شدند.

ب-شناسایی ملکولی
شناسایی  روش  از  باکتریایی  سویه  قطعی  شناسایی  منظور  به 

ژنتیکی 16S rDNA استفاده شد.)22،13،3(

MBST4انجام شد. جهت  از کیت  استفاده   با   DNA استخراج 
 ،616 V و   630 R پرایمر های   از   SRDNA 16ناحیه تکثیر 

3 supernatant 

 630 R: 5’-CAKAAAGGAGGTGATCC-3’ توالی  با 
و’616V: 5’-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3 استفاده 
شد. برای بهینه سازی PCR، زمان Annealing ، غلظت نمونه 
دهنده  تشکیل  مواد  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  سیکل  تعداد  و 
واکنش PCR متشکل از   یک ماکرولیتر DNA الگو ) باغلظت 
و   630V پرایمرهای  از   10 ng/ml کمتر(،  یا   300 ng/ml

 dNTP( 0.5 ماکرولیتر ،MgCl2 (50mM) 616، 2 ماکرولیترR

(10mM، 2.5 ماکرولیتر از  بافر PCR  10 x ، 0.3 ماکرولیتر 
  Termostable Taq DNA Polymerase 500u (5 u/ آنزیم 

(µlشرکت سیناژن بود که با اضافه نمودن آب مقطر استریل به 
 PCR پلیمرازی   ای  زنجیره  رسید.واکنش    25μl کلی  حجم 
انجام شد.    Labcycler آلمان مدل   SENQUEST در دستگاه  
 2 مدت  به  گراد  سانتی  درجه  اولیه 94  واسرشته شدن  دمای 
دقیقه صورت پذیرفت. به دنبال آن 30 سیکل واکنش پلیمرازی 

به شرح زیر انجام شد:

واسرشته شدن در دمای 94 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانیه، 
اتصال در دمای 52 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه و طویل 
سازی در دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه صورت 
پذیرفت. جهت طویل سازی نهایی یک سیکل دمای واسرشته 
شدن 94 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه و طویل سازی در 
دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت 4 دقیقه در نظر گرفته شد. 
محصولات PCR روی ژل آگارز 1/5 درصد  که با استفاده از بافر  
  44.5 mM و PH=80.5 با mM  EDTA شامل (TBE 0.5 x
نهایتابًا  و  گردید  الکتروفورز  بود،  شده  ساخته   )  Tris/Borate

رنگ اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شد و با نور UV مورد بررسی 
 1250bp قرار گرفت. نمونه های تک باند و واضح را در ناحیه
ژل  از   Accuprep Gel Purification Kit کیت  از  استفاده  با 
به شرکت  طرفه  دو  یابی  توالی  و جهت  نموده  استخراج  آگارز 
در  شده  توالی  تعیین  قطعات  گردید.ترادف  ارسال  تکاپوزیست 

بانک اطلاعاتی NCBIمورد مقایسه قرار گرفت )24،23،10(.
جدا  ایزوله   12 آزمایشگاه  به  شده  ارسال  های  نمونه  نتایج:از 
باکتری  داد،تمام  ایزوله ها نشان  تمام  آزمون گرم  سازی شد.  
به  توجه  با  ها  میکرواگانیسم  بودند.  مثبت  گرم  شده  جدا  ها 
کتاب مرجع برگی باسیلوس شناسایی شدند.نتایج آزمون های 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،غلامعباس کاظمی و همکاران
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بیوشیمیایی در جدول )1( نشان داده شده است.
جدول  1 -  مشخصات بیوشیمیایی سویه ها

نام 
باکتری

واکنش 
گرم

حرکتاکسیدازکاتالاز
تولید 
اندول

MRVP
مصرف  
گلوکز

اورآز

A1++-+--++-
A2++-+--++-
A3++-+--++-
A4++-+--++-
A5++-+--++-
A6+--+-+-+-
A7++---+-+-
A8++-+--++-
A9++-+-+-+-
A10+--+-+-+-
A11++-+-+-+-
A12+--+-+-+-

مقاومت ورشد در pHهای مختلف یکی از ویژگیهاو پارامتر های مهم در شناسایی باکتری است جدول شماره 2 خلاصه فعالیت 12 سویه 
جدا شده در pHهای مختلف را نشان می دهد.

جدول -2   نمایش رشد باکتری های جدا شده درpH های مختلف
pHنام  باکتری

1211109876543
A1+++++++++-
A2++++++++--
A3++++++++--
A4++++++++--
A5++++++++--
A6++++++++--
A7++++++++--
A8+++++++---
A9++++++++--
A10-+++++کمکم--
A11++++++++کمکم
A12++++++++--

یکی از نکات مهم در شناسایی باسیلوس ها از یکدیگر توانایی رشد یا مقاومت به در صد های مختلف نمک است، که نتایج این آزمون در 
جدول)3( ارائه شد.

جدول 3- نمایش رشد باکتری های جدا شده در درصد های متفاوت نمک
نمک20%نمک15%نمک10%نمک7%نمک5%نمک2%نام باکتری

A1++++++
A2++++ضعیف+-
A3++++--
A4+++ضعیف+ضعیف+-
A5+++---
A6+++ضعیف+ضعیف+-
A7++++ضعیف+-
A8++++++
A9++++++
A10ضعیف+++ ضعیف+--
A11++++++
A12++++++

 بر طبق جدول، شناسایی باسیلوس ها در کتاب برگی توانایی رشد باسیلوس ها در دماهای متفاوت یکی از خصوصیات مهم در تشخیص 
می باشد .از طرفی در صنایع مختلف به دلیل فعالیت آنزیمی این باکتری ها در دما های متفاوت  بسیار حائز اهمیت می باشد .جدول)4( 

خلاصه فعالیت باکتری های جداشده از چشمه آبگرم دالاکی رادر دماهای متفاوت نشان می دهد.

1393، جدا سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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جدول 4  - نمایش رشد باکتری های جدا شده در دماهای مختلف
دمانام  باکتری

605655504540373020
A1-++++++++
A2---++++++
A3--+++++++
A4--کم+کم++++++
A5--+++++++
A6--+++++++
A7--+++++++
A8---++++++
A9---کم+کم+++++
A10---++++++
A11-++++++++
A12---++++++

 تعیین ویژگی ضد میکروبی
الف-تعیین ویژگی ضد باکتری

پس از تهیه مقدمات، آزمایش به روش کدورت سنجی انجام شد . اثر ضد باکتریایی ایزوله ها بر باکتری گرم مثبت استافیلو کوکوس 
اورئوس و باکتری گرم منفی اشرشیا کلی با روش کدورت سنجی تعیین شد .مهار رشد استافیلو کوکوس اورئوس واشرشيا کلي در غلظت 

های مختلف عصاره ایزوله ها درنمودار های 1و2 نمایش داده شده است )24،23،10(.

نمودار1- اثر ضد میکروبی غلظت های مختلف عصاره های استخراج شده از سویه ها بر روی استافیلو کوکوس اورئوس

نمودار 2- اثر ضد میکروبی غلظت های مختلف عصاره های استخراج شده از سویه ها بر روی اشرشیا کلی

تعیین ویژگی ضد قارچی: از میان  قارچ های پوستی مناطق گرمسیر آسپرژیلوس نایجر انتخاب شد.نتایج بررسی خواص ضد قارچی ایزوله 
های جدا شده  در جدول 5 خلاصه شده است.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،غلامعباس کاظمی و همکاران
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جدول-5- اثر ایزوله های جدا شده بر مهار رشد آسپرژیلوس نایجر
اثر بازدارندگی بر آسپرژیلوس نایجرسویه های جدا شده از چشمه آبگرم دالاکی

A1++
A2++++
A3++
A4++
A5+
A6+++
A7+
A8کم+
A9++
A10-
A11+
A12+

شکل1- مهار رشدآسپرژیلوس نایجر توسط ایزوله های جدا شده از چشمه 

آب گرم

: A11 شناسايی ملکولی باکتری
از DNA استخراج شده ایزوله ها با استفاده از پرایمر ذکر شده

PCR انجام شد.

توالی تکثیر یافته ناحیه 16S rDNA روی ژل الکتروفورز برش 
خورد و پس از تخلیص برای توالی یابی ارسال شد. نتایج توالی 
یابی قطعه bp 1500 در سایت NCBI بلست شد )کد رهگیری 
 A11 مقايسه ژنوم تکثيری نشان داد که باکتری.) lcl|48269 
98% باسیلوس  سوبتی لیس سوش  اسپی ززنی 5 مشابهت دارد.  

5 Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain NRRL B-23049

بحث                                                           
در سال های اخیر تحقیقات زیادی روی میکروب های چشمه 
اهمیت  ها  آن  و جداسازی  و شناسایی  گرفته  آب گرم صورت 
پیدا کرده است. آنزیم های میکروبی حائز اهمیت فوق العاده ای 
در بیو تکنولوژی مدرن می باشدواکثر آنزیم های صنعتی که تا 
این تاریخ شناخته شده اند از باکتری ها و قارچ ها مشتق شده 
اند.  جدا سازی و شناسایی ترموفیل ها از چشمه های آب گرم 
با توجه به توصیه های لازم در ادبیات میکروبی مشکل نیست. 

باسیلوس ها در زیر میکروسکوپ باکتري‌های گرم مثبت و ميله‌اي 
شکل مي‌باشند. این گروه از باکتری ها بزرگترين و متنوع ترين 
گروه باکتري‌ها را تشکيل مي‌دهند و در خانواده باسيلاسه6 طبقه 
بندي مي‌شوند. اين خانواده توليد اسپور دروني7 می کنند.در این 
واسپور،  واکنش گرم  ای مثل  با تست های ساده  توان  جا می 
اکسیداز،کاتالاز،توانایی حرکت،احیاء نیترات،تست همولیزو رشد 
در شرایط بی هوازی ویا میکروآئروفیل باسیلوس ها را از سایر 
گونه های نزدیک تشخیص داد. نواحی SrDNA 16 نواحی حفظ 
شده وبسیار کم تغییری در گونه های مختلف پروکاریوتی نسبت 
به نواحی دیگر کروموزومی هستند و خاص هر گونه می باشند.

تغییرات فنوتیپی که نتیجه ی تغییرات ژنوتیپی به علت جهش 
کرده  را مشکل  بیوشیمیایی  روش  به  تشخیص  کار  باشند  می 
است. بنابراین شناسایی گونه های باسیلوس براساس توالی 16 
SrDNA روش مناسبی است.این نتایج با مشاهدات هازم اکیل 

تحقیق  این  تطابق داشت)4(. در  و همکارانش در سال 2008 
باکتری ترموفیلیک از چشمه آب گرم دالاکی بوشهر جدا شد. 
ایزوله ها باسیل های گرم مثبت اسپوردار بودند.با بررسی تست 
می  جدول1مشاهده  در  که  طور  ،همان  شیمیایی  بیو  های 
ماکروسکوپی  و  میکروسکوپی  مورفولوژیکی  ، خصوصیات  شود 
 )A1,7,8,9,11(ها برخی سویه  بود.در  متنوع  ها  در این سویه 
مشاهده  بود.در  بسیارکشدار  کلنی    A3ودرسویه کلنی خشک 
میکروسکوپی نیز باسیل ها متنوع بودند)کشیده و کوتاه و بعضی 
به دنبال هم(.جداسازی ترموفیل ها از رسوبات بهتر از آب و لجن 
بود.از طرفی بعضی سویه ها در محیط نوترین براث قادر به رشد 
نبودند که با اضافه کردن 1% نمک رشد مشاهده شد و بعضی از 

6 Bacillaceae
7 Endospore

1393، جدا سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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نمونه ها در سطح محیط کشت مایع)محیط نوترین براث( رشد 
کردند.  در بررسی بیوشیمیایی سویه های A1,8,9,11,12مقاوم  
طیف  بیشترین   A1,11 های  سویه  بودند.  2%تا%20  نمک  به 
رشد را در pHهای12-3 و دماهای 56-20 در جه سانتی گراد 
نشان دادند .در غلظت 20% عصاره باکتری به ترتیب بیشترین 
اورئوس  استافیلوکوکوس  علیه  بر  باکتریایی  اثر ضد  کمترین  و 
 A12,A4به مربوط   %5 غلظت  ودر    A3,A7سویه به  بوط  مر 
و  بیشترین  ترتیب  به  باکتری  عصاره   %20 غلظت  در    . است 
باکتریایی علیه اشرشیا کلی مر بوط به سویه    اثر ضد  کمترین 
A7,A8ودر غلظت 5% مربوط به A6و A7است و در غلظت %5 
عصاره سویه A7بر علیه اشرشیا کلی اثر بازدارندگی  ندارد. از 
طرفی تحلیل آماری اثر ضد باکتریایی بر علیه استافیلوکوکوس 
اختلاف    A1,A2,A3,A4,A8های سویه  دادکه  نشان  اورئوس 
درصدهای  در  باکتریایی  ضد  خاصیت  بین  داری  معنی 
های  سویه  در  صورتیکه  در  نداشت  وجود  عصاره   مختلف 
از  عصاره  غلظت  افزایش  با   A5,A6,A7,A10,A11,A9,A12
افزایش  دار  به صورت معنی  به 20% خاصیت ضدباکتریایی   5
یافت.همچنین  اثر ضد باکتریایی بر علیه اشرشیا کلی نشان داد 
که هیچکدام از سویه هایA1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 در هیچ 
غلظتی از عصاره توانایی ضد میکروبی نداشته است و تنها سویه 
A12با افزایش غلظت عصاره فعالیت ضد میکروبی افزایش یافته 
است غلظت 20% سبب کاهش معنی دار رشد شده است. موثر 
ترین سویه بر علیه قارچ آسپرژیلوس A6,A2 می باشد. محققی 
بنام حسین اکمردر سال 2011  از آب ،رسوبات و لجن، باکتری 
های ترموفیل بالای 50درجه سانتی گراد جدا نمودودریافت که  
استفاده از رسوبات گزینه ی بهتری برای جداسازی این باکتری 
محلول  صورت  به  را  رسوبات  توان  می  همچنین  هااست.)5( 
ما  نتایج  با  یافته  این   نمود که  نگهداری  یخچالی بمدت 5روز 
نمونه ها  نیزدریافتیم که  این تحقیق همخوانی داشت  وما  در 
را به مدت بیشتری می توان نگهداری کرد و جدا سازی ایزوله 
ها  از نمونه آب ورسوبات انتقال داده شده به آزمایشگاه بهتر و 
بیشتر صورت گرفت. آقای  Danial Bin Ahmad Meri در سال 
2008 اهمیت ترموفیل و شناسایی و جدا سازی  این باکتری 
هاوآنزیم های آن ها از جمله آمیلاز ها رامورد توجه قرار داد )6(.

درمطالعه ای مارکوس اسشارمی و همکارانش  در سال 2004 

فعالیت هاو فرآورده های  باسیلوس ها را بطور گسترده بررسی 
، اهمیت و کاربرد آن  نمودند. در این تحقیق تولیدات آنزیمی 
ها، نقش  باسیلوس ها در تخمیر مواد غذایی،تولیدات پروتئینی 
ازجمله اینترفرون ها و فاکتور های رشدنشان داده شده است . 
کشت های باسیلوس سوبتی لیس باکتریهای بیماریزا را از کانال 
روده از بین برد و بخش هایی از عصاره های باسیلوس سوبتی 
لیس ) natto( فعالیت ضد سرطانی نشان داد و فشار خون را در 
نمونه های آزمایشگاهی کاهش داد.جنس باسیلوس،  گروه های 
تولید  را در مرا حل هاگ سازی  بیو تیک ها  آنتی  از  مختلفی 
کرد .باسیلوس لیکنی فورمیس و باسیلوس سوبتی لیس تولید 
به علت داشتن  بالقوه سورفاکتین هستند.سورفکتین  کنندگان 
سازی  امولسیون  های  وویژگی  استثنایی  سورفاکتانت  فعالیت 
کاربرد بالقوه ای در اصلاح زیستی دارد.این لیپوپپتید ها بالقوه 
باکتریایی  ویروسی،آنتی  ،آنتی  توموری  آنتی  عامل  یک  بعنوان 
وهیپو کلسترولیمیک هستند.پیشرفت های اخیر در کلون کردن 
ریبوفلاوین ،کوبالامین و ژن های بیوسنتز بیوتین استفاده از گونه 
های باسیلوس در تولید ویتامین را فراهم می کند)25(.مقایسه 
نتایج بدست آمده در این بررسی با نتایج گزارش شده نشان می 
از  باسیلوس سوبتی لیس جدا شده دارای طیف وسیعی   دهد 
فعالیت های مختلف می باشد که می توان از آن به عنوان یک 
عامل ضد قارچی وضد باکتریایی استفاده نمود.پیشرفت اخیر در 
کلون کردن ژن های بیوسنتز ریبو فلاوین ،کوبالامین وبیوتین 
برای استفاده از گونه های باسیلوس در تولید ویتامین موثر می 
باشد. با توجه به اثر ضد باکتریایی وضد قارچی سویه های جدا 
شده ضرورت بررسی بیشتر روی باکتری ها وقارچ های محک را 
می طلبد. شناسایی بیوشیمیایی و ژنتیکی  باسیلوس ها مکمل 
یکدیگر در تشخیص باکتری ها می باشند.. امیداینکه در آینده 
در  ها  آن  ومحصولات  ها  باکتری  ازاین  استفاده  شاهد  نزدیک 

درمان باشیم .
تشکر وقدر دانی:

تهران  واحد  آزاد  دانشگاه  ،پرسنل  اساتید محترم  از  بدینوسیله 
مرکزی ،دانشکده علوم پایه ،جهادسازندگی ومردم خوب برازجان 
و دالاکی که با فراهم آوردن امکانات لازم زمینه تحقیق را فراهم 

آورده اند تشکر و قدر دانی  می شود.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،غلامعباس کاظمی و همکاران
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