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 مقاله پژوهشي

 

های جدا شده از خاک Streptomyces tendae strain 944بررسی فعالیت ضدمیکروبی 

 سازی ترکیبات فعال زیستی آنمناطق شرق استان گیلان و بهینه
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 28/3/1398 تاریخ پذیرش: 07/07/1398 تاریخ دریافت:

 چکيده
خصوص در خاک حضور دارند و قادر به تولید طیف وسیعی از انواع باشند که در انواع منابع طبیعی بههایی میها، میکروارگانیسماسترپتومایسسمقدمه: 

 به افزایش است. هدف از این تحقیق جداسازی و شناساییهای پاتوژن رومیکروارگانیسمباشند. شیوع مقاومت میکروبی در بین ترکیبات ضدمیکروبی می
 باشد.سازی شرایط تولید آن میمولکولی استرپتومایسس تولیدکننده ترکیبات ضدمیکروبی و بهینه

یی مورفولوژی، فیزیولوژی و بیوشیمیایی های مناطق مختلف شرق استان گیلان جداسازی شد. سپس به شناسااسترپتومایسس از خاک ها:مواد و روش
و تجزیه و تحلیل فیلوژنتیک انجام گرفت. بررسی فعالیت  16SrRNA یابیآن پرداخته شد و در نهایت شناسایی مولکولی ایزوله موردنظر با استفاده از توالی

ط متفاوت ای و شرایهای تغذیهیکروبی تولید شده در محیطسازی ترکیبات ضدمهای پاتوژن آزمایش شده و بهینهضدمیکروبی در برابر میکروارگانیسم
 گذاری و دما انجام گردید.، مدت زمان گرمخانهpHمانند منابع کربن و نیتروژن، 

ین شناسایی شد. ا Streptomyces tendae strain 944اطمینان سویه  %34/97، با SrRNA 16یابی براساس نتایج مطالعات فیلوژنتیکی و توالی نتایج:
 ,Micrococcus luteus PTCC 1408, Bacillus cereus PTCC 1154های پاتوژن شامل باکتری دارای فعالیت ضدمیکروبی علیه میکروارگانیسم

Staphylococcus aureus PTCC 1189, Pseudomonas aeruginosa PTCC 1310, Salmonella typhi PTCC 1609 and Proteus mirabilis PTCC 

 ISP2 ،7،0ترتیب ، دمای بهینه، منابع کربن و نیتروژن و مدت زمان انکوباسیون بهpHسازی؛ بهترین محیط کشت، است. پس از انجام بهینهبوده  1776

C 28 روز بودند. 7، گلوکز، عصاره مخمر و 
یلان فعال زیستی در نواحی شرقی استان گکننده ترکیبات های تولیدگری استرپتومایسسنتایج این تحقیق که اولین گزارش از غربال گيری:نتيجه

باشد که های تولیدکننده ترکیبات ضدمیکروبی میهای نواحی شرقی استان گیلان منبع بسیار غنی از استرپتومایسسدهد که خاکباشد، نشان میمی
 تواند در تولید ترکیبات ضدمیکروبی با منشأ طبیعی بسیار حائز اهمیت باشد.می

 .سازی، بهینه16SrRNA، ترکیبات ضدمیکروبی،Streptomyces tendae strain 944های کليدی: واژه
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 مقدمه
های موجود در خاک، منبع مناسبي جهت جداسازی و ميکروارگانيسم

(. جنس 1باشند )های دارای خاصيت درماني ميشناسايي فرآورده
های آن ونهباشد که گها مياسترپتومايسس متعلق به گروه اکتينوباکتری

(. اين گروه 3و  2طور گسترده حضور دارند )های آبي و خاکي بهدر محيط
آنها حاوی  DNA( که 4و  3ای هستند )ها، گرم مثبت رشتهاز باکتری
دليل ها، به(. استرپتومايسس5باشد )مي GCدرصد  70بيش از 

های ثانويه جديد از جمله شان در توليد بسياری از متابوليتتوانايي
اخته های ارزشمند در صنعت شنعنوان ميکروارگانيسمها، بهبيوتيکآنتي
عنوان ميزبان جهت بيان های اين جنس در صنعت به(. باکتری6اند )شده
ند، مورد گردتوليدات بهتر بيوتکنولوژی مي های هتروژنوس که سببژن

ها نقش مهمي در حفظ تعادل (. اين باکتری7گيرند )استفاده قرار مي
ند ها مانبيوسفر از طريق تجزيه کردن ذرات نامحلول ساير ارگانيسم

( و همچنين نقش مهمي در فرآيند 7کنند )ليگنوسلولز و کيتين ايفا مي
های مختلف استرپتومايسس در (. گونه8معدني شدن در طبيعت دارند )

کنند های مفيد در زمينه پزشکي را توليد ميبيوتيکدرصد آنتي 75حدود 
های مهم جداسازی شده از بيوتيک(. از جمله آنتي12و  7)

 auerofaciensها، اريترومايسين و کلروتتراسايکلين ازاسترپتومايسس

erythaeus  Streptomyces از  و استرپتومايسينS. griseus باشند مي
(. 10باشند )های متفاوت ميها قادر به رشد در محيط(. اين باکتری9)

(. 11سويه از جنس استرپتومايسس شناسايي شده است ) 500بيش از 
ال های پاتوژن در حبيوتيک در ميکروارگانيسمشيوع مقاومت به آنتي

عنوان يک به های جدی شده وافزايش است که منجر به ايجاد عفونت
( و همچنين اين 13گردد )محسوب مي 21مشکل جهاني در قرن 

( 14شود )مقاومت، دومين عامل منجر به مرگ در جهان محسوب مي
مهم  های ثانويه ميکروبي، امریبه همين دليل تحقيق در زمينه متابوليت

 (. 15های جديد است )بيوتيکبه جهت نياز به آنتي
های سي فعاليت ضدميکروبي استرپتومايسسهدف از اين تحقيق برر

ر منظوهای مناطق مختلف شرق استان گيلان بهجداسازی شده از خاک
 باشد.ها ميسازی ترکيبات ضدميکروبي توليد شده توسط آنبهينه

 هاروشمواد و 
متری مناطق مختلف شرق سانتي 5-10های خاک از عمق ابتدا نمونه

آوری ای استريل جمعهای شيشهظرف استان گيلان توسط بيلچه درون
ساعت( به آزمايشگاه جهت  24ترين زمان ممکن )کمتر از شد و در کوتاه
 4های موردنظر منتقل شد و تا زمان آزمايش در دمای انجام آزمايش

روز در  5ها در ابتدا به مدت داری گرديدند. نمونهگراد نگهدرجه سانتي
در مرحله بعدی از روش دمای اتاق خشک و سپس الک شدند. 

-1های ها رقت( و از خاک16و  11سازی متوالي استفاده گرديد )رقيق

 Starchليتر از هر رقت در محيط  ميلي 1تهيه شد و  10-7تا  10

Casein Agar (SCA) منظور جلوگيری از رشد کشت داده شد. به
/L mgکانامايسين و  mg/L25ترتيب به SCAباکتری و قارچ به محيط 

روز در  21ها به مدت (. سپس پليت9سيکلوهگزاميد اضافه گرديد ) 500
ها بر مبنای گذاری شدند و جدايهگراد گرمخانهدرجه سانتي 28دمای 

 شناسايي گرديدند.  خصوصيات موفولوژی شامل ظاهری خشک و گچي
 Crossگری اوليه با استفاده از روش های جداشده در غربالباکتری

Streak (. در اين 17و  1های پاتوژن بررسي شدند )ه ميکروارگانيسمعلي
صورت خطي عمود در وسط پليت های استرپتومايسس بهروش جدايه

 7ها به مدت تلقيح شدند و پليت Nutrient agarحاوی محيط کشت 
 گذاری گرديدند.گراد گرمخانهدرجه سانتي 28روز در دمای 

های عمود بر جدايه صورت خطهای پاتوژن بهسپس باکتری
درجه  37ساعت در دمای  24استرپتومايسس، کشت داده شدند و به مدت 

 Wellگری ثانويه از روش گذاری شدند. جهت غربالگراد گرمخانهسانتي

diffusion agar ( در ابتدا استخراج متابوليت16استفاده شد .) های
 method state fermentationوری )ضدميکروبي به روش کشت غوطه

(submerged ( در اين روش، کلني16انجام گرديد .)های موردنظر به محيط 
(ISP2)  Yeast extract malt extract broth  14تلقيح شدند و به مدت 

گراد درجه سانتي 28در دمای  rmp 150روز در شيکرانکوباتور 
 15ها به مدت گذاری شدند. پس از گذشت مدت موردنظر محيطگرمخانه

رويي جداسازی گرديد و سانتريفيوژ شدند، سپس مايع 4000يقه در دور دق
رويي به آن اتيل استات اضافه شده و لايه آلي جداسازی و برابر با حجم مايع

  Mueller Hinton Agarتغليظ شد. در روش انتشار در چاهک، از محيط
مک  5/0 استفاده شد. در ابتدا با استفاده از سوآپ استريل، از سوسپانسيون

ای انجام شد و سپس از های پاتوژن، کشت سفرهفارلند ميکروارگانيسم
مدت  ها بههای تعبيه شده، ريخته شد و پليتعصاره استخراج شده در چاهک

گذاری گرديدند و سپس گراد گرمخانهدرجه سانتي 37ساعت در دمای  24
 ه شد.متر پرداختبه محاسبه هاله عدم رشد ايجاد شده بر حسب ميلي

های پاتوژن جهت بررسي مطالعات ضدميکروبي شامل ميکروارگانيسم
Micrococcus luteus PTCC 1408،Bacillus cereus PTCC 

1154 ،Staphylococcus aureus PTCC 1189،Psedomonas 

aeruginosa PTCC 1310 ،Salmonella typhi PTCC 1609  و
Proteus mirabilis PTCC 1776 های بودند که از سازمان پژوهش

 علمي و صنعتي ايران تهيه شدند. 
های مورفولوژی، شناسايي استرپتومايسس با استفاده از روش

هايي مانند کاتالاز، اوره آز، فيزيولوژی و بيوشيمايي با انجام آزمايش
( 16صورت پذيرفت ) NaClو تحمل  SIM ،VP-MRهيدروليز نشاسته، 

 مولکولي آن پرداخته شد.و سپس به شناسايي 
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يابي ژن ی جداسازی شده با استفاده از تواليشناسايي مولکولي ايزوله
16SrRNA  و تجزيه و تحليل فيلوژنتيک صورت گرفت. استخراج

DNA ( با روش جوشاندنboiling( انجام شد )در اين روش، 18 .)
 يلميکروليتر آب مقطر استر 100ميکروتيوب حاوی کلني باکتری که در 

 10صورت سوسپانسيون در آمده بود، در حرارت آب جوش به مدت به
دقيقه سانتريفيوژ  5به مدت  10000دقيقه قرار داده شد و سپس در دور 

 مورد استفاده قرار گرفت.  PCRرويي جهت انجام واکنش شد. مايع
های ميکروليتر با استفاده از پرايمر 25در حجم  PCRواکنش 

5'CTCAG3')AGAGTTTGATCCTGG)F27  و
GGTTACCTTGTTACGACTT3') 5')R 1492 انجام پذيرفت ،

ای پليمراز (. حجم و غلظت مواد استفاده شده در واکنش زنجيره19)
 5/2ميکروگرم بر ميکروليتر، 10الگو با غلظت  DNAعبارت بودند از: 

ميکروليتر از هر يک از پرايمرها با غلظت  PCR X10 ،1ميکروليتر بافر 
ميکروليتر  5/1مولار، ميلي dNTP 10ميکروليتر  5/0پيکومولار،  20

ميکروليتر آنزيم تک پلي مراز. مراحل  5/2مولار، ميلي 50منيزيم کلرايد 
گراد به درجه سانتي 95سازی اوليه در شامل واسرشت PCRواکنش 

گراد به مدت درجه سانتي 95سازی در سيکل واسرشت 35دقيقه،  2مدت 
درجه  72گراد، بسط در درجه سانتي 52ثانيه و مراحل اتصال در  30

 30ترتيب زماني گراد بهدرجه سانتي 72گراد و بسط نهايي در سانتي
 bp 1500دقيقه صورت گرفت. پس از تکثير قطعه  5ثانيه و  45ثانيه، 

 X1حاوی بافر تريس  %1، الکتروفورز روی ژل آگارز  16SrRNAژن
انجام شد. در نهايت برای مشاهده  72به مدت حدود يک ساعت در ولتاژ 

 PCRنتايج ژل، از دستگاه ژل داک استفاده شد و سپس محصول 
دست آمده برای تعيين توالي به شرکت بيونر کره جنوبي ارسال گرديد. به

ايگاه ود در پهای موجهای حاصله با تواليجهت شناسايي باکتری، توالي
يابي شد و ميزان توالي BLASTافزار ( با استفاده از نرمNCBIها )داده

شباهت آنها بررسي گرديد. سپس ترسيم درخت فيلوژني با استفاده از 
 (.20انجام شد ) Neighbor Joiningروش 

ای نقش مهمي را در توليد های تغذيهشرايط محيطي و شاخص
(. در اين تحقيق به بررسي شرايط 21کنند )ترکيبات ضدميکروبي ايفا مي

بهينه موردنياز جهت بيشترين ميزان توليد ترکيبات ضدميکروبي توسط 
S.tendae strain 944  .پرداخته شد 

 Inorganic salt agarهای متفاوت مانند جدايه موردنظر در محيط

(ISP4)،Starch casein broth (SCB)  ،Mueller hinton 

broth(MHB)،ISP1) yptone Yeast extract brothTrو )Yeast 

ISP2) extract malt extract broth روز در  7( تلقيح شد و به مدت
گذاری گرمخانه rpm 150گراد با دور درجه سانتي 28شيکر انکوباتور 

ترين محيط کشت جهت بالاترين گرديد و سپس به بررسي مطلوب
 ميزان توليد ترکيبات ضدميکروبي پرداخته شد.

های مختلف pHهای فعال به بررسي جهت توليد بالاترين ميزان متابوليت
درمحيط کشت بهينه با  S. tendae strain 944پرداخته شد.  11تا  5شامل 

pHروز در شيکر انکوباتور با دمای  7شت داده شد و به مدت های موردنظر ک
 گذاری گرديد.گرمخانه rpm 150گراد با دور درجه سانتي 28

بهينه در دماهای مختلف اعم  pHجدايه موردنظر در محيط کشت و 
روز  7گراد تلقيح گرديد و به مدت درجه سانتي 25و  28، 32، 37، 45از 

جهت بررسي  rpm150در شيکر انکوباتور با دماهای موردنظر و دور 
 گذاری شد.حداکثر توليد ترکيبات ضدميکروبي گرمخانه

ع بترين ميزان توليد ترکيبات ضدميکروبي از مناجهت بررسي بيش
کربن و نيتروژن متفاوتي استفاده شد. منابع کربن مورد استفاده در محيط 
کشت شامل گلوکز، سوکروز، آرابينوز، گليسرول و مالتوز هرکدام در حجم 

v/v 1% کار برده شده شامل پپتون، کازئين، عصاره و منابع نيتروژني به
 .tendae Sبوده است.  v/v 1%مالت و عصاره مخمر هر کدام به ميزان 

strain 944  به محيط کشت حاوی منابع مختلف کربن و نيتروژن، تلقيح
 rpm150روز در شيکر انکوباتور با دمای بهينه با دور  7گرديد و به مدت 

 گذاری شد.گرمخانه
جهت بررسي مدت زمان بهينه در توليد بيشترين ميزان ترکيبات 

در محيط کشت بهينه حاوی منابع  S. tendae strain 944ضدميکروبي، 
، 144، 168، 192های متفاوت مانند بهينه در زمان pHکربن و نيتروژن، دما و 

 گذاری گرديد.ساعت در شيکر انکوباتور، گرمخانه 24، 48، 72، 96، 120

 نتایج
های مناطق شرق استان از خاک S. tendae strain 944جداسازی 

 های مورفولوژیگيلان صورت پذيرفت. جدايه موردنظر از لحاظ ويژگي
صورت ظاهری خشک و به SCAمورد بررسي قرار گرفت که در محيط 

های (. بررسي1چروکيده و چسبيده به محيط کشت مشاهده شد )شکل 
 آمده است. 1بيوشيميايي و فيزيولوژيک اين جدايه در جدول 

با  BLASTافزار با استفاده از نرم 16SrRNAتجزيه و تحليل ژن 
نشان داد که اين  NCBI)) های ژنتيکيها در پايگاه دادهساير باکتری

باشد. نتايج مي S. tendae strain 944اطمينان، سويه  %34/97توالي با 
PCR  و بررسي ارتباط خويشاوندیS. tendae strain 944  با ساير
، Neighbor joiningاسترپتومايسس با استفاده از روش های گونه

 نشان داده شده است.  3و  2های ترتيب در شکلبه

دهد که جدايه موردنظر دارای فعاليت نتايج حاصله نشان مي
ه در گونه کهای پاتوژن بوده و همانضدميکروبي عليه ميکروارگانيسم

ترين فعاليت ضدميکروبي گردد دارای بيشمشاهده مي 3و  2های جدول
 باشد. مي M. luteusعليه 
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 SCAدر محيط کشت  S. tendae strain 944تصوير ماکروسکوپی  -1شکل 

 S. tendaeخصوصيات بيوشيميايی و فيزيولوژی -1جدول 

strain 
 نتايج نام آزمايش

 + آميزی گرمرنگ
 - آميزی اسيد فسترنگ
 + آميزی اسپوررنگ

 + کاتالاز
 + اکسيداز

 + هيدروليز نشاسته
 - حرکت

MR - 

VP - 
 - اندول
 - S2Hتوليد 
 + اوره آز
 رشد در

-C04 
-C028 
-C037 
-C045 

 
- 
+ 
+ 
- 

 NaCl 1%رشد در 
 NaCl 3%رشد در 
 NaCl 5%رشد در 
 NaCl 7%رشد در 

+ 
+ 
+ 
- 

 بيوتيکي:مقاومت آنتي
 مقاومت به کلرامفنيکل
 مقاومت به تتراسايکلين

 سيلينمقاومت به پني

 
+ 
- 
+ 

 
در مقايسه با ساير  ISP2دهد که محيط کشت نتايج نشان مي

های کشت آزمايش شده، دارای بالاترين فعاليت ضدميکروبي عليه محيط
 (.1باشد )نمودار های پاتوژن ميميکروارگانيسم

 
 

: مارکر، ستون M. ستون %1بر روی ژل آگارز   PCRالکتروفورز محصول -2شکل 
 : محصول تکثيرشده1

 
 

های با ساير گونه S. tendae strain 944 ارتباط خويشاوندی -3شکل 
 Neighbor با استفاده از روش 16SrRNAاسترپتومايسس براساس توالی ژن 

joining SN4: S. tendae strain 944 (Accession number HQ607409.1) 
 

های مختلف در توليد ترکيبات ضدميکروبي، pHدر ارتباط با اثر 
  B. cereusمشاهده شد که عليه 7برابر با  pHترين فعاليت در بيش
 (.2باشد )نمودار مي

ترين فعاليت گردد، بيشملاحظه مي 3گونه که در نمودار همان
 است.   S. aureusگراد عليهدرجه سانتي 28ضدميکروبي در دمای 

در مقايسه منابع کربن و نيتروژن مختلف که در اين تحقيق به کار 
بع کربن ترين منعنوان مناسبترتيب بهه مخمر بهبرده شد، گلوگز و عصار

شاهده ها مو نيتروژن، با بالاترين فعاليت ضدميکروبي عليه پاتوژن
 (.5و  4گرديدند )نمودار 

 .Bساعت عليه 144ها در زمان بالاترين اثر مهارکنندگي رشد پاتوژن

cereus  وM. luteus (. 6باشد )نمودار مي 
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 Cross Streakبه روش   S. tendae strain 944فعاليت ضدميکروبی -2جدول 

 S. aureus B. cereus M. luteus P. aeruginosa S. typhi P. mirabilis ايزوله

SN4 ++ ++ +++ _ + ++ 

 SN4: S. tendae strain 944متر: )+++(ميلي 15متر: )++( هاله عدم رشد بيشتر از ميلي 15تا  11هاله عدم رشد بين متر: )+( ميلي 10 تا 5هاله عدم رشد بين ( -متر: )ميلي 5هاله عدم رشد کمتر از 
 

 Well diffusion agarبه روش   S. tendae strain 944فعاليت ضدميکروبی -3جدول 
 S.aureus B.cereus M.luteus P.aeruginosa S.typhi P.mirabilis ايزوله

SN4 ++ ++ +++ + + ++ 

 N4: S. tendae strain 944متر: )+++(ميلي 15متر: )++( هاله عدم رشد بيشتر از ميلي 15تا  11متر: )+( هاله عدم رشد بين ميلي 10تا  5( هاله عدم رشد بين -متر: )ميلي 5هاله عدم رشد کمتر از 
 

 
  S. tendaeهای کشت متفاوت در فعاليت ضدميکروبیتأثير محيط -1 نمودار

strain 944 
 

 
 S. tendae  strain 944های متفاوت در فعاليت ضدميکروبی pHثير أت -2نمودار 

 

 
 

 S. tendae  strainتأثير دماهای متفاوت در فعاليت ضدميکروبی  -3نمودار 

944 

 
  S. tendae strain 944در فعاليت ضدميکروبی تأثير منابع کربن متفاوت -4نمودار 

 

0

5

10

15

20

25

30

1ISP 2ISP 3ISP MHB SCB

د 
ش

 ر
دم

 ع
له

ها
(

تر
ی م

ميل
ب 

س
رح

ب
)

0

5

10

15

20

25

30

5 6 7 8 9 10 11

د 
ش

م ر
عد

ه 
هال

(
تر

ی م
ميل

ب 
س

رح
ب

)

0

5

10

15

20

25

30

25 28 32 37 45

د 
ش

 ر
دم

 ع
له

ها
(

تر
ی م

ميل
ب 

س
رح

ب
)

0

5

10

15

20

25

30

آرابینوز سوکروز گلوکز گلیسرول مالتوز

د 
ش

 ر
دم

 ع
له

ها
(

تر
ی م

ميل
ب 

س
رح

ب
)



 سیده زهرا میرسنبل و همکاران                                                          های مناطق شرق استان گیلان    جدا شده ازخاک Streptomyces tendae strain 944بررسی فعالیت ضدمیکروبی

43 

 
 S. tendae strain تأثير منابع نيتروژن متفاوت در فعاليت ضدميکروبی -5نمودار 

944  
 

 

 .S تأثير مدت زمان انکوباسيون متفاوت در فعاليت ضدميکروبی -6نمودار 

tendae strain 944 

 بحث
های طبيعي نوين با خاصيت دارويي مفيد، اغلب جستجوی فرآورده

د باشهای خاک ميهای استرپتومايسس از نمونهشامل جداسازی گونه
تنوع ها به دليل قابليت توليد ترکيبات فعال زيستي م(. استرپتومايسس22)
( چندين دهه است که توجه محققان زيادی را به خود جلب 23و  19)

(. آنزيم کيتيناز توليد شده توسط استرپتومايسس، در کنترل 91اند )نموده
( و همچنين 24عوامل ايجادکننده خسارت در گياهان دارای اهميت بوده )

(. اسکای و همکاران در سال 25باشد )عنوان محرک رشد گياه ميبه
های کشاورزی دارای تنوع بالايي از نشان دادند که خاک 2004

دست آمده در اين تحقيق ( که با نتايج به11ها بوده )اکتينوميست
(، 26-32) هابيوتيکها قادر به توليد آنتيهمخواني دارد. استرپتومايسس

ها، مواد آرايشي، عوامل ضد تومور (، ويتامين34و  33، 26، 17ها )آنزيم
و  4کنند )بوده و نقش اصلي در بازيافت مواد معدني در خاک را ايفا مي

ها توليد های فعال زيستي توسط اکتينوميستاز متابوليتدرصد  45(. 27
ترکيب را  7600ها توليد حدود گردد که از اين ميان استرپتومايسسمي

های (. امروزه مقاومت به داروهای ضدميکروبي در بيماری31به عهده دارند )
 (. 14عفوني، دومين عامل منجر به مرگ و مير در جهان است )

از مناطق شرقي استان  S. tenade strain 944در اين تحقيق باکتری 
های بيوشيميايي، مورفولوژی، گيلان جداسازی گرديد و از طريق روش

های مولکولي شناسايي شد. اين سويه، فعاليت فيزيولوژی و روش
منفي  های گرم مثبت و گرمضدميکروبي با طيف وسيعي را عليه باکتری

توان گفت که اثر ليه و ثانويه از خود نشان داد. ميگری اودر غربال
های گرم ضدميکروبي سويه موردنظر، دارای تأثير بالاتر در برابر باکتری

باشد. در تحقيقي که از سوی گبريوهاننس و همکاران در سال مثبت مي
نفي های گرم مدر اتيوپي صورت گرفت، نشان داده شد که باکتری 2013

ها، دارای مقاومت بيشتری به اثر ضدميکروبي مثبت در مقايسه با گرم
های توان آن را به ساختار متفاوت غشای خارجي در باکتریبوده که مي

ه منجر به باشند کگرم منفي که دارای ترکيبات ليپوپلي ساکاريدی مي
(. 35و  16گردد )غيرقابل نفوذ بودن آنها در برابر مواد ضدميکروبي مي

 rRNAهای مولکولي مختلف، سنجش سکانسهای از ميان روش
( که در 36باشد )ها ميبندی استرپتومايسسابزاری بسيار قدرتمند در رده

اين تحقيق هم جهت شناسايي باکتری جداسازی شده از روش بررسي 
استفاده گرديد. در اين تحقيق به بررسي  16SrRNAتعيين توالي ژن 

کربن و نيتروژن و در نهايت ، منابع pHسازی محيط کشت، دما، بهينه
مدت زمان انکوباسيون در توليد بالاترين ميزان ترکيبات ضدميکروبي 

سازی محيط کشت يک امر مهم جهت بالاترين ميزان پرداخته شد. بهينه
باشد و توليد اين ترکيبات توسط های ثانويه ميتوليد متابوليت
يا  ند افزايشتواای ميها تحت شرايط مختلف تغذيهاسترپتومايسس

سازی محيط کشت، گرچه اين جدايه (. در ارتباط با بهينه21کاهش يابد )
ترين رشد و محيط مورد آزمايش، قادر به رشد بوده است اما بيش 5در 

ترين عنوان مناسببه SCBو  ISP2فعاليت ضدميکروبي در محيط 
های کشت جهت توليد بالاترين ترکيبات ضدميکروبي مشاهده محيط

انجام  2016ند. در تحقيقي که توسط خاطاب و همکاران در سال شد
شد، بهينه مدت زمان انکوباسيون جهت توليد بيشترين ترکيبات 

دست آمده در اين ( که با نتايج به37روز عنوان شد ) 7ضدميکروبي 
تحقيق مشابهت دارد. در تحقيقي که از سوی نايک و همکاران در سال 

سازی شرايط محيطي در توليد با بهينه در هند، در ارتباط 2015
انجام شد، دمای  S. zaomyceticus RC 2073های ثانويه متابوليت

 pHعنوان بهينه دما و ترتيب به، به7برابر با  pHگراد و درجه سانتي 28
( و نيز در تحقيقي 21های ثانويه معرفي شدند )در توليد بيشترين متابوليت

و همکاران در کشور هند انجام گرديد و به  دزفوليديگر که توسط 
 S. flavogriseusسازی ترکيبات ضدميکروبي توليد شده توسطبهينه

strain ACTK2  پرداخته شد، بهينه دما جهت بيشترين ميزان توليد

0

5

10

15

20

25

پپتون کازئين عصاره مالت   عصاره مخمر

د 
ش

 ر
دم

 ع
له

ها
(

تر
ی م

ميل
ب 

س
رح

ب
)

0

5

10

15

20

25

30

24 48 72 96 120 144 168

د 
ش

 ر
دم

 ع
له

ها
(

تر
ی م

ميل
ب 

س
رح

ب
)



 1398 تابستان، 2 ، شماره14دوره                             مجله دانش و تندرستی در علوم پایه پزشکی

44 

( که با 20گيری شد )گراد نتيجهدرجه سانتي 28ترکيبات ضدميکروبي، 
 گي است.رو، دارای هماهنتحقيق انجام شده پيش
عنوان يک عامل مهم در توليد به pHگيری شد کهدر اين مطالعه نتيجه

باشد که با تحقيقات انجام شده توسط بهاوانا و های ثانويه ميمتابوليت
نزديک به خنثي  pH، هماهنگي دارد که در 2014( در سال 38همکاران )

دارای بالاترين ميزان توليد ترکيبات ضدميکروبي است. همچنين در 
در  1393تحقيق انجام شده توسط هارون آبادی و همکاران در سال 

های جداسازی شده از دريای خزر، بررسي فعاليت ضدميکروبي باکتری
 ستدارای بالاترين اثر ضدميکروبي ا 7برابر با  pHنتيجه گرفتند که در 

(. در تحقيق پيش رو، از ميان منابع مختلف کربن آزمايش شده نظير 39)
هترين منبع عنوان بگلوکز، گليسرول، سوکروز، آرابينوز و مالتوز، گلوکز به

کربن در توليد ترکيبات ضدميکروبي مشاهده شد. اهميت گلوکز در 
های هها توسط سويبيوتيکای از آنتيمحيط جهت سنتز طيف گسترده

و  20، 6وسيله محققين گزارش شده است )تفاوت استرپتومايسس بهم
سازی که مطالعه بر روی بهينه 2014(. بهاوانا و همکاران در سال 40

جهت توليد ترکيب  S. carpaticus MTCC-11062شرايط محيطي 
وان عنضدميکروبي را انجام دادند، گلوکز و پس از آن گليسرول را به

( که با 38ر توليد مواد ضدميکروبي معرفي کردند )بهترين منابع کربن د
اين تحقيق مطابقت دارد. همچنين در تحقيق حاضر عصاره مخمر و 

 ترين منابع نيتروژن در بالاترين ميزان توليدعنوان مطلوبعصاره مالت به
هاوانا و دست آمده از سوی باند که با نتايج بهترکيبات ضدميکروبي بوده

عنوان به soybean mealکه در آن پپتون و  0142همکاران در سال 
منابع نيتروژن در بالاترين ميزان توليد ترکيبات ضدميکروبي بهترين 

 (، مغايرت دارد.38اند )بوده

 تشکر و قدرداني

نويسندگان مقاله از دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهيجان کمال تشکر 
 و قدرداني را دارند.
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Abstract: 
 

Introduction: Streptomyces are microorganisms that are present in a variety of natural resources, especially in the soil, and 
can produce a wide variety of antimicrobial compounds. The prevalence of microbial resistance among pathogen 
microorganisms is increasing. The purpose of this study was to isolate and identify Streptomyces producing antimicrobial 
compounds with molecular methods and optimize its production conditions. 
Methods: Streptomyces isolated from the soils of different regions of eastern Gilan province. Then, morphology, physiology 
and biochemical identification of the isolated samples were investigated. Finally, the identification of the isolates was carried 
out using sequencing of 16 SrRNA and phylogenetic analysis. Antimicrobial activity against tested pathogenic 
microorganisms and optimization of antimicrobial compounds produced in nutrient media and different conditions such as 
carbon and nitrogen sources, pH, incubation time and temperature were performed. 
Results: Based on the results of phylogenetic studies and sequencing of 16SrRNA, 97.34% confidence was detected in 
Streptomyces tendae strain 944. The bacterium had antimicrobial activity against pathogenic microorganisms including 
Micrococcus luteus PTCC 1408, Bacillus cereus PTCC 1154, Staphylococcus aureus PTCC 1189, Pseudomonas aeruginosa 
PTCC 1310, Salmonella typhi PTCC 1609 and Proteus mirabilis PTCC 1776. After optimization, the best culture medium, 
pH, optimum temperature, carbon and nitrogen sources and incubation time were ISP2, 7, 28 0 C, glucose, yeast extract and 
7 days respectively. 
Conclusion: The first report of screening of Streptomyces producing bioactive compounds in the eastern regions of Guilan 
province, show that the soils of the eastern regions of Guilan province are a very rich source of streptomyces producing 
antimicrobial compounds that can it is very important to produce natural-antimicrobial compounds. 
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