
  

  

  

  

  ز استرپتومايس هاي سوش  ييا و شناس بندي  طبقه سازي،جدا
 سونوميكموتاك روش به

  ۳ فاطمه حاجی قاسمی،  ۲ افروزه نجم الهدی، * ۱ سـيد سـعيد اشـراقي ترکد

 چکيده
  ظاهريي ها  از شباهت اي  پاره لحاظه  ب  هستند كهاي شكل  مثبت رشته مرگهاي  باكتري  گروهي ازكتينومايستا :سابقه و هدف

 و   پزشكي  علوم زمينه  درها اين باكتري. گرفتند  قرار مي  و مطالعه يها مورد بررس  در قلمرو اوكاريوت  متمادي ها، ساليان قارچ به
   در انسان و حيواناتحاد و مزمني  عفوني هاي  بيماريند قادر  آن هاي جنس  از بعضيچنان كه  ،دارند يزياد   اهميت بيوتكنولوژي

 نوع و ميزان آن در بين  را دارند كه مختلف هاي بيوتيك آنتي توليد  توانايي) استرپتومايست (  انواعبه علاوه بعضي از.  نمايندايجاد
  . ها بسيار متفاوت است گونه

خالص با    كلني۱۴۰  پليترقت و با استفاده از روش  آوري كشور جمع  مختلف مناطق  از خاك   نمونه پنجاه:ها مواد و روش

محتواي ديواره ، )TLC (نازك لايه  روش كروماتوگرافي  و بهها انتخاب  سوش از بين آن۸۸. دست آمده هاي استرپتومايسز ب ويژگي
ها هيدروليز و توسط اتر دوپترول شستشو تا  هاي آمينه ديواره سلولي باكتري  ابتدا اسيد.ها دقيقاً شناسائي گرديد ولي آنسل

 متر  سانتي٢   با فواصل هايي  لكه  موئين هاي  از لوله  با استفاده  شده  صاف هاي از عصاره. ها در فاز اتري كاملاً حل و جدا شوند چربي
 استاندارد   دو لكه  كروماتوگرافي  صفحه در ابتدا و انتهاي.  شد گذاشته  كروماتوگرافي  متري  سانتي٢٠*٢٠ صفحات  بر روي هم از

   .د گردي استاندارد  و دو لكه  نمونه٨   داراي  هرصفحه در نهايت.  قرار گرفت
   هايRf  با  متمايل به زرد سبز زيتوني  رنگ به) DAP  ( اسيد يميليكاآمينو پ دي ، ايزومرهاياه لكه ظاهر شدن  پس از:يافته ها 

  لتعه ب.  با استاندارد مورد تفسير قرارگرفتند  مقايسه  از طريق  گرديد كه نمايان   ارغواني  رنگ  به  آمينه متغير و ساير اسيدهاي
  . بودند استرپتومايسز   مورد آزمايش هاي  نمونه%۹۷   شد كهخصشم،  در صفحات  اسيد يميليكاپ وآمين دي گرد چپ حضور ايزومر

  .شد با استرپتومايسز مي هاي   گونه شناسايي  براي  مناسب  روشي كموتاكسونومي :نتيجه گيري 
  اسيد يميليك آمينو پا دي،  نازك لايه، كروماتوگرافي  كموتاكسونومي،  زاسترپتومايس :ان کليديگواژ

  مهمقد

مثبت   مرگهاي  باكتري از   بزرگي كتينومايست گروه   راسته ا

ي ها   از شباهت اي  پاره لحاظه  ب  هستند كهاي شكل رشته

ها   در قلمرو اوكاريوت  متمادي ها، سالياني قارچ   به ظاهري

 ١٩٥٠  در دهه .گرفتند  قرار مي  و مطالعه مورد بررسي

 از  تر  دقيق شناخت  و  يي شيميا تركيب  به دستيابي  با ميلادي

 ها  آن  پروكاريوتيك ها ، ماهيت  اكتينومايست ولي سل ساختمان

  كاملاً از محدوده   امروزه كه طوريه د، بي رس  اثبات به

 و در زمره باكتري ها قرار  شده  خارج شناسي قارچ  مطالعات

 و   پزشكي  علوم ها در زمينه كتينومايستا). ۱‐۳ (ندا گرفته 

  از  زيرا بعضي،رند برخوردا اي  ويژه  از اهميت بيوتكنولوژي

حاد و    عفوني هاي ماريـاد بيـ ايج ها قادر به  آن هاي جنس

  و اكتينومايكوزجذام  ،  ريوي نوكارديوز  سل و  همچون مزمني

فاميل  (ها  از آن  ديگر انواعي ييز سو ا). ۴‐۷(باشند  مي

   را  لفـمخت هاي كـبيوتي د آنتيـ تولي توانايي) ومايستـاسترپت

  ۹/۳/۸۵  تاريخ دريافت مقاله 
   ٧/١١/٨٥تاريخ پذيرش مقاله 

  )مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي(پژوهنده 

   ۲۲۰ تا ۲۱۱ صفحات ، ۵۷پي در پي , ۳شماره , سال دوازدهم

  ۱۳۸۶ رويشهررداد و م

  خيابان , خيابان قدس, خيابان انقلاب, تهران: آدرس براي مکاتبه.   دانشيار، گروه پاتوبيولوژي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران:نويسنده مسؤول .  ٭ ۱
    ۰۲۱‐۸۸۹۷۳۶۶۰ و  ۰۹۱۲‐۶۳۶۳۱۳۴:  تلفن . ۶۴۴۶ ‐۱۴۱۵۵:  دوق پستيـولوژي، صنـگروه پاتوبي, كده بهداشتـدانش, وم پزشكي تهرانـدانشگاه عل, ناـپورسي       

   eshraghs@sina.tums.ac.ir:  پست الکترونيک . ۰۲۱‐۸۸۹۵۴۹۱۳:نمابر        
   دانشجوي دارو سازي  .۲
   دانشگاه شاهد،ت علمی دانشکده پزشکیأعضو هي, ايمنولوژيست   .٣
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ها بسيار متفاوت است   نوع و ميزان آن در بين گونهدارند كه

از   درصد٨٥ از يش توليد بأ منش اين فاميل). ۸‐۱۱(

و بعضي از ) ۱۲‐۱۳ (دباشن  مي موجود يها بيوتيك آنتي

). ۱۴( هستند بيوتيك آنتياز يك   ها قادر به توليد بيش گونه

توانند موجب   ميبيوتيك آنتي هاي استرپتومايسز مولد گونه

خاك مانند    درونهاي مـار رشد تعدادي از ميكروارگانيسمه

ستا در اين را. )۱۵‐۱۸(ها گردند  ها و نماتود ها، قارچ باكتري

خاك   هاي گياهي ها جهت كنترل پاتوژن ي اين باكتريتواناي

). ۱۹(است   ميزان وسيعي مورد بررسي قرار گرفتهه ب

هاي جديد  گونه اي جهت توليد همچنين مطالعات گسترده

اهي ـ گيهاي ماريـولوژيكي بيـاسترپتومايسز براي كنترل بي

. است  انجام شده) ۲۱(ها  ي باكتري، و مقاومت داروي)۲۰(

   طبيعي هاي   از زيستگاه ها در بسياري استرپتومايسز

 . )۲۲و۶ ( است ها خاك  آن  اصلي ايگاهـ ج اند ولي پراكنده

 و  تـالاز مثبـ، كات  مثبت رمـ، گ وازيـها ه  آن گيـهم

  اكسيداتيو  متابوليسم  نوعي  و داراي  بوده كموارگانوتروف

ها   نيترات  از جمله ر خاك از مواد موجود د بسياري. باشند مي

 و   نموده تجزيه  را  و نشاسته  مانند پارافين  كربن  حاوي و منابع

ها و   ويتامين  به رسانند و ظاهراً نيازي  مي  مصرف به

ها   آن  مهم هاي  ازمتابوليت يكي.  رشد ندارند فاكتورهاي

           بوي ولؤ مس باشد كه  مي)Geosmin ( ژئوسمين

  فاميل .)۲۴و۲۳ (هاست مسـرگانيا كروـمي   اين اكي خ خاص

 استرپتومايسز،  هاي  نام  به  چهار جنس  داراي استرپتومايست

باشد  تا مييك اسپوري پوريا و  ، كينوس مولي سي استرپتوورتي

  همس  ترين ، استرپتومايسز بيش بيوتيك  از نظر توليد آنتي كه

ها از  مس از ميكروارگاني وه گر اين .دهد  مي  خود اختصاص را به

  و منحصر  معمول غير هاي  ويژگي اي  پاره  داراي نظر ژنتيكي

 و DNA از   غني  سلول  به توان  مي ازجمله.  هستند فرده ب

 تا ٦٩ درحدود  ها كه آن  در  وگوانين  سيتوزين درصد بالاي

 ها را استرپتومايست. )۲۵و۲ ( نمود باشد اشاره مي  درصد٧٨

   در اين  نمود كه بندي طبقه   مختلفي هاي  روش  به وانت مي

 هاي مختلف بر اساس خصوصيات بندي طبقه راستا بايد به

  و ، فيزيولوژيك  مرفولوژيك خصوصيات ‐۱:  ذيل اشاره کرد

  خصوصيات ‐Numerical-Taxonomy( ،۲( ييبيوشيميا

        ،)Chemotaxonomy (يترـباكسلول   ييمياـشي

  ختصاصات ا‐Serology( ،۴ (ايمني شناسي  هايگيويژ ‐۳

  هاي نوكلئيك  روش اسيد‐۵و ) Phylogeni (ژنتيكي

)۲۸‐۲۶(.  

 ملاحظه امروزه همگام با گسترش سريع و قابل   

شيمي و بيولوژي مولكولي، هاي آناليتيكال در  تكنيك

گستره تاكسونومي حاصل  اي از اطلاعات جديد در رشته

ي درحيات هاي شيمياي نقش متغيربيانگر گرديده كه 

بندي و  يي در طبقهص شيمياخصايموجودات زنده و كاربرد 

 يا  ويژه يي شيميا  تركيبات ه ب وجهبا ت. باشد ها مي ي آنشناساي

  كموتاكسونومي، ود داردوج ها   در سلول استرپتومايسز كه 

  ها محسوب  آن بندي  و طبقه يي شناسا  براي آلي  ايده روش

اسيد  آمينو پايميليك   دي  وجود ايزومرهاي  دليل به .گردد مي

 در  خاص   و قندهاي  مايكوليك  اسيدهاي ، و فقدان و گلايسين

  ها را در گروه  آن توان استرپتومايست، مي ي فاميلسلولديواره 

  داد جاي  γ  A3 يكانپپتيدوگلا و I   نوع اي  ديواره كموتايپ

ي و افزايش يپديده مقاوت دارو  هب از طرفي نظر .)۲۹‐۳۱(

لزوم توليد بيوتيك و  هاي مقاوم به آنتي افزون سوش روز

  تا با انجام  شديم آن بر  بيولوژيك،هاي جديد با منشأ دارو

   و شناسايي بندي ، طبقه  جداسازي در زمينه و تحقيقه مطالع 

 توليد  امكانزمينه و   ، ز استرپتومايس  مختلف هاي گونه

   مطالعهفراهم آوريم، لذا  را در كشور جديد هاي بيوتيك آنتي

 وجود  ها يعني  استرپتومايست  اصلي  ويژگي حاضر بر اساس

ر د) L-DAP (اسيد آمينو پايميليك  گرد دي ايزومر چپ

  .  است  پذيرفته  انجام  سلولي  ديواره يكانپپتيدوگل

  ها مواد و روش
    نقاط   كشور شامل  مختلف اطقـ از من  خاك ونهـنمجاه ـ   پن  

 كموتاكسونومي روش به  ز استرپتومايس هاي وشس   شناسائي                   و ماهنامه پژوهنده                                                د/  ۲۱۲
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، نوشهر،  چالوس  كشور مانند  شمالي ، مناطق  پايتخت مختلف

 كشور   جنوبي د، مناطق، نور، محمودآبا ، آمل دماوند، رودهن

 كشور از   مركزي بوشهر و مناطق   استان  مختلف نقاط شامل

  آوري   جمع  و اراك  قم هاي نا از شهرست ييها  بخش جمله

   خاك  سطح متري  سانتي  صفر تا پنج ها از عمق نمونه .گرديد

   و پس هدش  متر برداشته  سانتي٢٠ *٢٠ ابعاد   به و از سطوحي

   اطلاعات  حاوي هاي  برچسب  و الصاق  مناسب بندي از بسته

 در  نور، هوا و حرارت  با  از تماس  منظور جلوگيري ، به لازم

  .دندگردي   نگهداري يخچال

      و   شده يدهي سا خوبي  به ها در هاون  از نمونه هر يك    

 مقطر  آب ليتر  ميلي٩   حاوي  استريل  شيشه  به  از آن  گرم يك

   شد كه  تهيه  از آن  يكنواخت  تعليق و يك   منتقل ستريلا

  هاي  ميكروب  بردن  منظور ازبين به.  بود١٠‐١  بيانگر رقت

 در   دقيقه١٠ تا ٦   مدت  به  حاصله ، سوسپانسيون مزاحم

   بعد يك در مرحله.  گرفت  سانتيگراد قرار  درجه٥٥  دماي

   آب ا ب  آن  و حجم اشته برد  حاصل ليتر از سوسپانسيون ميلي

  دسته  ب١٠‐٢   رقت  ترتيب  بدين.ليتر رسيد  ميلي١٠ بهمقطر

 تكرار ١٠‐١٠   رقت  به  تا رسيدن متوالي طوره  كار ب اين. آمد

   تهيه هاي  از رقت  ميكروليتر از هر يك١٠٠سپس. گرديد

 مخمر  عصاره  آگار و كازئين  نشاسته ( مناسب  درمحيط شده

منظور ه  ب  كه  ذكر است  به لازم.  شد  داده  كشت )گارگلوكز آ

 در ليتر  گرم  ميلي٥٠  ميزانه ب ،  مزاحم هاي  قارچ حذف

  .دگردي   اضافه  كشت  محيط  به نيستاتين

 ٢٥   در دماي  انكوباسيون  روز دوره١٠ الي٧   از طي پس     

شد و    مشاهده مختلف  هاي  سانتيگراد، رشد كلني  درجه٣٠تا 

 از   كه  يا مخملي  ظاهر پودري هاي داراي ها، كلني  آن از بين

 و  ، انتخاب هاست استرپتومايسز  مرفولوژيك تاخصوصي

 شدند   داده  جديد كشت  محيط  و مجدداً بر روي  شده برداشته

 از   جلوگيري  براي  سازي  از خالص پس.  گردند خالص تا كاملاً

     خالص   پليت ، يك  تحقيقات  طول در  تغيير ژنتيكي هر نوع

  ف ظر  يك  و به  تراشيده  استريل  با لوپ طور كامله ب

% ۱۰ ليترگليسرول ميلي  ۱   حاوي ليتري  ميلي٣  اي شيشه

  . شد  سانتيگراد نگهداري درجه ‐٢٠و در دماي   منتقل استريل

هاي خالص استرپتومايسز كشت   از نمونه گام در نخستين     

  شرح ذيله د تهيه و جهت انجام كموتاكسونومي، بمجد

       دهخالص ش هاي  پليت  سطحگرفت؛ آماده سازي صورت

         پيركس  لوله  يك  درون  شد و به  تراشيده طور كامله ب

   نرمال٦  ليتر اسيد كلريدريك  ميلي  يك حاوي دار  درپيچ

   هيدروليز به ل عم سپس. گرديد   و كاملاً مخلوط  يافته انتقال

   سانتيگراد صورت  درجه١٠٠ در دماي  ساعت١٨  مدت

  تعدادي  توسط  هيدروليز شده هاي متعاقباً عصاره.  گرفت

   قرار داشت  شيشه ها پشم  آن  در انتهاي  پاستور كه پيپت 

 هر بار يك  بار و٣  ها براي  عصاره  و سپس  شده صاف

  بدين.  شد شسته )C˚ْbp 60-80 ( ليتر اتردوپترول ميلي 

در . شدندا  و جد  شده  كاملاً حل ها در فاز اتري  چربي ترتيب

  هاي  از لوله  با استفاده ده ش  صاف هاي  آخر، از عصاره مرحله

   بر روي از هم متر  سانتي٢   با فواصل هايي  لكه ينيمو

 TLC   نازك  لايه  كروماتوگرافي متري  سانتي٢٠*٢٠صفحات

  گذاشته) Kodak 13255(   از نوع  پلاستيكي پشت  سلولزي

   صفحه ابتدا و انتهاي  در.دو با سشوار خشك گردي

 درصد ١/٠  محلول  شامل( استاندارد   دو لكه كروماتوگرافي

            مقادير بسيار ناچيز )meso-DAP ( از  حجمي وزني

 LL-DAP & D-DAP  اين.  قرار گرفت )مقطر  در آب  

  خوبيه ب ها   تا لكه  گرفت  صورت  هر لكه بار روي  دهكار

   و دو لكه  نمونه٨   داراي صفحه  هر در نهايت. ندو ش تغليظ

 ٣   مدت  به  شده گذاري  لكه ، صفحه  آن دنباله ب .استاندارد بود

،  ، آب  از متانول  متشكل  حلالي  در سيستم ساعت

 ٤٠: ١٣: ٢: ٥ هاي  ت با نسب، پيريدين  نرمال٦  اسيدكلريدريك

)V/V (شدن  و خشك  ساعت٢٤   از طي پس.  قرار گرفت   

  در۲   با محلول ، صفحات  آزمايشگاه  در هواي صفحات  كامل

         گرديد و  اسپري) W/V (ن در است هيدرين نينهزار 

     درجه١٠٠   در دماي قهـ دقي١٠ تا ٥   مدت  بعد به لهـمرح در

  ٢١٣/ و همکاران                                           دکتر سيد سعيد اشراقي                    ۱۳۸۶مرداد و شهريور , ۵۷، پي در پي ۳شماره
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 در پايان. ها ظاهر شدند سانتيگراد قرار گرفتند تا لكه

  Rf با   سبز زيتوني  رنگ به) DAP ( ، ايزومرهاي آزمايش 

 گرديدند  نمايان  ارغواني  رنگ  به  آمينه متغير و ساير اسيدهاي

                 با استاندارد مورد تفسير   مقايسه  از طريق كه

 و تمايز استرپتومايسز از   منظور تشخيص به. قرار گرفتند

    عنوانه اسپور ب هاي  زنجيره ، مقايسه سيليوم استرپتوورتي

       تومايست استرپ  مهم  دو جنس  اين  اختلاف ترين مهم

 . شد انجام

   هايافته

  :هاي خالص استرپتومايسز  جداسازي وتهيه كلني •

 جدا   استرپتومايسز  سوش١٤٠ مطالعهمورد   نمونة پنجاهاز

      ها،  آن  بر روي  لازم هاي  آزمايش  از انجام  پس گرديد كه

  و در دماي  قرارگرفته درصد١٠گليسرول استريل  در محلول

 هاي ويژگي.  شد  سانتيگراد نگهداري هدرج ٢٠فيمن

           در انتخاب اي  ملاحظه  قابل ها نقش  كلني رفولوژيكوم 

       نمونه  از   جدا شده هاي  نمونه  صحيحبندي و گروه

ها   ويژگي  اين نـتري مهم . داشتند   مورد آزمايش هاي خاك

  :زد اـعبارت بودن

 و ه بود  و چروكيده ك اكثراً خش ها كه  ظاهر كلني شكل .١

   آگاركنده  سطح  از روي  لوپ  كمك  به  دشواري به

 .شدند مي

  

 

 .متر بودند  ميلي٥ تا ٥/٠ بين  ها كه  كلني اندازه .٢

،   زگيلي  اشكال  به  كه ها در زير لوپ  كلني شآراي .٣

  و يا  ناصاف  با سطحي اي ، دكمه ، مارپيچي آتشفشاني

 .خوردند  مي چشمه در مركز ب   فرورفتگي  با يك برآمده

   از اسپورسازي  ناشي ها كه  كلني  اغلب  كركي سطح .٤

)Sporolation (ها بود آن. 

     منظم صورته بموارد  در غالب  ها كه  كلني حاشيه .٥

  .شد  مي ديده

هاي   طـ محي  روي  مشكوك هاي  كلني سازي  از خالص پس   

   بالغ هاي وز، كلني ر١٠ تا٧  مدته  ب  و انكوباسيونانتخابي

 سفيد،   از جمله مختلفي  هاي  رنگ  داراي كه ظاهر شدند

 و  ز، صورتيـز، قرمـ، سب ، زرد و ندرتاً بنفش رم، كِ خاكستري

 با  ها  كلني  پشت وارد رنگـم  از در بعضي. دـ بودن هيبِ گل

 نيز  ود محيطـ خ  رنگ  و گاهي  داشت  تفاوت  خود كلني رنگ

 از   ناشي  پديده  اين  بود كه  متفاوت كلني  و روي ت پش با رنگ

خصات ـ مش.دـباش  انتشار در آگار مي  قابل هاي ناپيگم

   صار در ـدست آمده به اخته هاي استرپتومايسز ب نمونه

   خاص  بوي  كه  ذكر است  به لازم. آمده است ۱ جدول

وليد  از ت  ناشي  كه شده   خالص هاي  سوش  حاوي هاي تـپلي

  ود احتماليـ وج ز راهنمايـباشد ني مي  نـژئوسمي

   .ها بود استرپتومايسز

  هاي خاك مورد بررسي شده از نمونه هاي استرپتومايسز جدا  مشخصات سوش‐۱جدول 

  هاي بدست آمده به تفكيك رنگ  كلني (%)تعداد  تعداد نمونه

 مورد  خاك
  بررسي

  ا شدهجد  سوش
  از خاك

براي  هاي انتخابي سوش
  زرد  قرمز  شيري  نارنجي  كرم  خاكستري  سفيد  TLC آزمون

۵۰  ۱۴۰  ۸۸  ۴۷ 
)۴/۵۳(  

۲۲   
)۲۵(  

۱۴ 
)۹/۱۵(  

۱ 
)۱۳/۱(  

۲ 
)۲۷/۲(  

۱ 
)۱۳/۱(  

۱ 
)۱۳/۱(  

 

 كموتاكسونومي روش به  ز استرپتومايس هاي وشس   شناسائي                    پژوهنده                                                دو ماهنامه/  ۲۱۴
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هاي خالص شده استرپتومايسز با  شناسائي نمونه •
  :استفاده از روش كموتاكسونومي 

  هاي  نمونه  از استرپتومايسز بودن  اطمينان  حصول براي   

         گرد   وجود ايزومر چپ بايست ، مي  شده خالص

  سلولي  ديواره در )DAP‐LL ( اسيد يميليكاپ آمينو دي

وش ـ س٨٨ ظور،ـ من  بدين .رسيد  مي  اثبات ها به آن

سوش جدا شده انتخاب  ١٤٠تر از بين  استرپتومايسز مناسب

پس از  .نازك در نظر گرفته شد  و جهت كروماتوگرافي لايه

 شده و طي مراحل مختلف هيدروليز هعصارلكه گذاري 

  Rf  با  ارغواني هاي ، لكه  كروماتوگرام  بالاي در قسمتظهور، 

       غير از  آمينه اسيدهاي نمايانگر  كهد شظاهر  بالا

 حاضر فاقده  و در مطالعباشد مياسيد   يميليكاآمينو پ دي

   تعدادي  ارغواني هاي در زير لكه.  هستند  تشخيصي ارزش

   كه  شد مشاهدهزرد    برنگ سبز زيتوني متمايل بهييها لكه

 استقرار  محل در .بود DAP   مختلف ايزومرهاي بيانگر وجود

 زيرا خورد  مي چشمه  بسبز زيتوني  استانداردها، تنها دو لكه

   مختلف  ايزومرهاي  تنها حاوي استاندارد مورد استفاده  محلول

DAPلكه.  باشد ي مديگر  مزاحم  اسيد آمينه  و فاقد هر گونه  

  فرم  معرف استتر  روشن و رنگ تر بيش  Rf   داراي  كه اول

)LL-DAP(  كه  دوم لكه و   Rf  تر و   و بزرگ  داشته تري كم

  فرم كنندة ، مشخص  قرار داشت قبليلكه تر بود و زير پر رنگ

)meso-DAP (يرنگ   لكه تفسير، چنانچه با اين .است  

   در امتداد اولين  مورد آزمايش هاي  از سوش  از هريك حاصل

 ،ر گيردقرا) ييلكه سبك و بالا(د  از استاندار  حاصله لكه

           ايزومر  خود داراي  سلولي ديواره  مذكور در سوش

)LL-DAP( از   رنگ مشتقرد ز  اگر لكه ولي.  است 

 از   حاصله  لكه امتداد دومين  مورد نظر در هاي سوش

 مزبور  ، سوش)ينيلكه سنگين و پاي (استاندارد قرار گيرد

   لكه ونهگ  هيچ  اگر، و  است)meso-DAP ( ايزومر داراي

   كروماتوگرام  مورد نظر روي هاي  در مسير استقرار نمونه يرنگ

.   مزبور است ر سوش دDAP حضور  عدم ظاهر نگردد نشانه

هاي  مورد آزمايش اكثراً داراي   سوشدر مطالعه حاضر 

  اين ايزومر كه  اين دليله  ب بودند و)meso-DAP( ايزومر

دارد،   وجود سترپتومايست ا  فاميل  سلولي هتنها در ديوار

  . بودفاميلها به اين  ق آن تعل بيانگرها  تست  پاسخ  بودن مثبت

اسلايد تفكيك تا مرحله جنس براي همه نمونه ها منظور ه ب

       ها مورد بررسي  اسپور آن  شد و زنجيره كالچر گذاشته

دست آمده ه هاي ب  و تعلق تعداد زيادي از سوشقرار گرفت

 تمايز   از وجوه  زيرا يكيل شد مسجسترپتومايسز ا به جنس

  ، شكل سيليوم استرپتوورتي  استرپتومايسز از جنس  مهم

ها    گونه  آزمايش  از اين با استفاده . هاست  اسپور آنه یزنجير

مناسب در   صورته باز هم تفكيك و جهت مطالعه محققين 

  .شود دانشكده بهداشت نگهداري مي
  

  يميليكاپ آمينو دير صد ايزومرهاي مختلف  تعيين د‐۲جدول 

  نازك  به روش كروماتوگرافي لايهاسيد

 DAPها رنگ كلني درصد ايزومر  

LL - DAP meso - DAP 
%۶/۹۳ سفيد  ۴/۶%  

%۴/۹۵ خاكستري  ۵۴/۴%  

%۸۵/۹۲ كرم  ۱۴/۷%  

%۱۰۰ نارنجي  ۰ 

%۱۰۰ شيري  ۰ 

%۱۰۰ قرمز  ۰ 

%۱۰۰ زرد  ۰ 

 بحث
  زا نسبت  بيماري  ميكروبي هاي  سوش مقاومت  ، مشكل امروزه  

   مصرف دليله ، ب ييدارو  موجود در بازار هاي بيوتيك  آنتي به

   از معضلات  از داروها، يكي  دسته  اين  و يا نادرست رويه بي

 .گردد  مي  محسوب  بشري جوامع   و درماني  بهداشتي بزرگ

 از %٨٥ ذكر شد، حدود  نيزتر  پيش  كههگون همان

 آيند مي  دسته  موجود، از استرپتومايسزها ب هاي بيوتيك آنتي

   ،ها مس ميكروارگاني  اين  اصلي  زيستگاه كه يياز آنجا. )۱۳و۱۲(

  ٢١٥/  همکاران و                                          دکتر سيد سعيد اشراقي                    ۱۳۸۶مرداد و شهريور , ۵۷، پي در پي ۳شماره
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  مناطق  خاك  تا با بررسي  شديم ، برآن)۲۲و۶ (باشد  مي خاك

 استرپتومايسز  هاي  از سوش ، شماري  كشور پهناورمان مختلف 

ه ب   جامع  تحقيقات  و براي  جدا نموده طور خالصه را ب

  .  يميمان محققين ارائه 

كشور    مختلف  از مناطق  خاك  نمونه پنجاه حاضر همطالعدر 

  جداسازي براي   مورد استفاده روش.   قرار گرفت مورد بررسي

  هاي  نمونه انتخابسازي و جدا.  بود  پليت رقتها، متد  باكتري

  هاي  از ويژگي گيري  استرپتومايسز، با بهره  به مشكوك

              و  ها  كلني و رنگ  ها مانند شكل  آن مرفولوژيك

   متابوليسم  از محصولات  يكي  كه  ژئوسمين  خاص بوي

ها، با تغيير   كلني رنگ.  گرفت  ، صورت استرپتومايسزهاست

   مانندمختلف  هاي  رنگ  و به يافت تغيير مي كشت محيط

   بهي ، قرمز و گل ، سبز، بنفش ، زرد، كرم سفيد، خاكستري

   تفاوت  آن  روي با رنگ   كلني  پشت  رنگ گاهي. شد  مي ديده

   نيز با رنگ  خود محيط  از موارد رنگ  در بعضي و حتي  داشت

   ناشي توان  را مي  پديده  اين نبود كه   يكسان  آن  و پشت كلني

ها  قطر كلنيه انداز.   نفوذ در آگار دانست ابل ق هاي نااز پيگم

   داشته  منظمه غالباً حاشي متر متغير بود كه ميلي ٥ تا ٥/٠از 

  .خوردند  مي چشمه  نيز ب  نامنظم با حاشيهها   كلني  گاهي ولي

   انجام طور مستقيمه ها ب خاك pH   بر روي بررسي    

  حاصل متر مستقيماً در سوسپانسيون pH و الكترود  گرفت مي

 pH و   قرار گرفته  خاك هاي  از نمونه  مقطر و هر يك از آب

  خص مش نهايت در. شد  مي گيري  اندازه  مورد آزمايش نمونه

   خاصيت  شده آوري  جمع هاي خاك  تمامي نمونه  گرديد كه

.  بود٩بالاتر از    و گاهي٩ تا ٨  ها بين آن pH و   داشته ييقليا

 احتمالاً از   جدا شده هاي  سوش سازد كه  مي  امر روشن اين

  كه در صورتي (اند بوده   آلكالوفيل  استرپتومايسزهاي نوع

  هاي  موجود در خاك  اسيدوفيل يها  سوش  بر روي مطالعه

   تدابير خاصي كارگيريه ا بب بايست  مدنظر باشد مي اسيدي

pH شده  انجام  آزمايشات طي).  نمود  را تعديل  كشت محيط   ،

   برداشته هاي استرپتومايسزها در نمونه  تعداد  گرديد كه روشن

ز تر ا بيش) متر  سانتي٥ تا صفر  عمق (  خاك  از سطح شده

تر   عميق هاي  از قسمت  حاصل هاي نمونه تعداد موجود در

 امر مؤيد حضور  اين. باشد مي)  متري  سانتي٥٠ تا ١٠ ( خاك

تر   سطحي هاي ها در بخش مس ميكروارگاني اين تر گسترده

 نور،  تر به  بيش  دسترسي علته  شايد ب  كه  است خاك

  . باشد رطوبت  و اكسيژن

 مجاور   خاك هاي  نمونه  بود كه  ديگر اين  توجه  قابلهنتيج   

از نظر وجود    شده  كود داده هاي  مخصوصاً باغچه گياهان

 و   خشك  مناطق  خاك هاي تر از نمونه غني استرپتومايسز

  هاي  در نمونه كه اين  ديگر هنتيج. ها بود  از رستني عاري

زارها،   و علف  مرطوب  از مناطق  شده آوري جمع

 تأثير ه دهند  نشان كه شدند    يافت  بيشتري تومايسزهاياسترپ

. باشد ها ميدر رشد و نمو استرپتومايسز   رطوبت  عامل مثبت

  هاي  در نمونه  كه  است ضروري  ، مهم ه نكت  ذكر اين البته

 مانند   و مرطوب  بسيار گرم  مناطق  از خاك  شده برداشت

   دريا از رطوبت  به  نزديكي علته ب شهر بوشهر كه  ري منطقه

 از وجود   موردي ، هيچ  برخوردار است بسيار زيادي

   خاك هاي  امر در مورد نمونه اين. نشد  استرپتومايسز مشاهده

   اين شايد علت. كرد  مي  نيز صدق  مانند قم  كويري مناطق

زيرا فشار .  باشد  مناطق  اين  خاك  املاح بالاي  ، غلظت پديده

  مخاطره  استرپتومايسزها را به  حيات  بالا، ادامه اسمزي

   شرايط  اهميت  ميزان الذكر، به  فوق  نتايج از جميع .اندازد مي 

ها   آن  استرپتومايسزها وگسترش  جمعيت  دركثرت اكولوژيك

   . بريم  مي پي

   امكان  گوناگون هاي روشه  استرپتومايسزها ب شناسايي    

 در   يادشده هاي  روش  به توان  مي از جمله. باشد پذير مي

   آزمايشات  شامل  نمود كه  اشاره  نومريكال بندي  طبقه مبحث

  .)۲۶‐۲۸ (گردند مي  يي و بيوشيميا ، مرفولوژيك فيزيولوژيك

 و DNA،   ژنوم  بررسي  متدهاي ، از جمله  ژنتيك هاي روش

RNAهند در زمينسودمر بسيا هاي  از روش  ديگري  نيز گروه  

    مـرغ  علي باشد كه  استرپتومايسزها مي بندي  و طبقه شناسايي

 كموتاكسونومي روش به  ز استرپتومايس هاي وشس   شناسائي                   دو ماهنامه پژوهنده                                                /  ۲۱۶
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 و  هزينه، پر  مشكل هاي روش ها عمدتاً  آن سودمند بودن

   زمرهدر   كموتاكسونوميك هاي روش . استگيري وقت

  يي شناسا هاي  روش  اعتمادترين  و قابل ترين ، سريع ترين راحت

   به  آن  طي شود كه  مي  استرپتومايسزها محسوب بندي طبقه و

  سلول ي اجزا  تك ، تك  شيميايي  مختلف  متدهاي كمك

  بندي ها طبقه  آن  و براساس ه شد  و شناسايي  تجزيه باكتريايي

   اين درتمامي .)۲۹‐۳۱ (گيرد  مي  صورتمسميكروارگاني

 مورد  يي تا اجزا  هيدروليز شده  باكتري ها، ابتدا سلول روش

 ء متعدد، جز  مراحل طي  از  پس. قرار گيرد نظر در دسترس

   سلول  درون هاي  چربي تواند انواع  مي كه( و مورد نظر  دلخواه

            ،   آمينه اسيدهاي  قندها، ، انواع  سلوليا ديوارهي

         )  باشد... ايزوپرنوئيد و  هاي ها، كينون  از سايتوكروم برخي

                  و  شده   استخراج  مناسب  حلال يك  توسط

                           لهـجم  از لفـ مخت هاي  روش كـ كم سپس به

Mass-Spectrophotometry, TLC, HPLC, GLC 
  هاي  از روش برخي. گيرد  قرار مي مورد شناساييو غيره 

  كنند،  را شناسايي  مواد مجهول  تنها قادرند كيفيت مذكور نه

  .ها نيز باشند  آن تتوانند بيانگر كمي  مي بلكه

 ايزومر   شد، استرپتومايسزها داراي تر گفته  پيش  کهچنان   

در ) L-DAP (اسيد آمينو پايميليك  دي گرد  چپ

   اسيد آمينه  داراي كه  اين ضمن.  خود هستند يكانپپتيدوگل

  ارزش ذكور ازـ م هو ماد هر د باشند كه  نيز مي گلايسين

      هاي از ديگر ويژگي.  برخوردارند ي بالايتشخيصي

 هاي  وجود مناكينون  به توان  استرپتومايسزها مي تشخيصي

   چرب  اسيدهاي همچنين و   و اوكتاهيدروژنه يدروژنههگزاه 

در . نمود  ها اشاره  آن ايزو در سلول  ايزو و آنتيه شد اشباع

   و هرگونه  مايكوليك فاقد اسيدهاي ، استرپتومايسزها مقابل

    به  با توجه .باشند مي ودـ خ  سلولي  در ديواره صيـد تشخيـقن

   خانواده  اعضاي يد در تمامينوئو ايزوپر هاي  كينون كه اين

ها در تعداد   آن اختلاف  و تنها  وجود داشته اكتينومايست

ها   آن  دوگانه  بندهاي  شدگي  اشباع  و ميزان  ايزوپرن واحدهاي

 در   است  ممكن  هم گلايسين   اينكه دليله باشد، و نيز ب مي

  يصي تشخ  شود، لذا ارزش  يافت  خانواده  اين هاي جنس ساير

       از  و پس  اهميت  دوم هدر مرحل دو پارامتر مذكور

  در حقيقت. )۲۵و۲ (گيرد اسيد قرار مي آمينو پايميليك  دي

     جويـ جست ريقـومايسزها ازطـ استرپت  اساسي تشخيص

)L-DAP(  ايزوپرنوئيد و  هاي  كينون  و رديابي  گرفته صورت 

    . دهند  مي فزايش را ا تشخيص   اطمينان  ضريب گلايسين

   موجود در سلول  آمينه  اسيدهاي  كل منظور رديابيه ب

   استفاده نخست.  سود جست توان  مي  از چند روش باكتريايي

 وجود   به توان  مي  روش  از اين  با استفاده  كه  استGLCاز 

DAPروش . كرد  مشخص توان نمي  ايزومر را برد اما نوع  پي  

 از   با استفاده  كه  است بعدي  دو  كاغذي رافي كروماتوگ دوم

   حلال خاص سيستمو نيز  ۲ و ١   شماره  واتمن صفحات

  . گيرد  مي صورت

  نتيجه گيري
   از روش ستفاده اDAP ايزومر  نوع  شناخت  براي  راه بهترين

   تست  يك  پاسخ كه هنگامي .  است  نازك  لايه كروماتوگرافي

  اظهار   با اطمينان توان  باشد مي بتمث  )LL-DAP( براي

 مجموعه فاميل  در زير مورد آزمايش  ه نمون نظر نمود كه

كه آيا در    اطمينان  حصول  براي  ولي،  است استرپتومايست

  ديگري   بايد آزمايشات  قرار دارد يا خير؟ استرپتومايسزجنس

 اسپور هنجير ز  بررسي  به توان  مي مله از ج  داد كه را نيز انجام

  تمايز بين   وجوه  از مهمترين  يكي  نمود كه اشاره

  .باشد  مي سيليوم استرپتومايسز و استرپتوورتي
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