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 چکیده 
 های های قارچی و به دنبال آن افزايش استفاده از داروهای ضدقارچی افزايش قابل ملاحظه مقاومت گونهبا شیوع عفونت سابقه و هدف:

Candida های بیوتیکها همواره به عنوان يک منبع اصلی تولیدکننده آنتیديده می شود. اکتینومیست نسبت به ترکیبات ضدقارچی
اما در دو دهه گذشته میزان در کشف متابولیت های جديد جداشده از اند. های ثانويه متنوع، مورد توجه بودهجديد و متابولیت

است. بنابراين اکتینومیست های کمیاب به عنوان منابع جديد ( کاهش يافته Streptomycesاکتینومايست های بارز )اعضای جنس 
های نادر تولیدکننده ترکیبات جداسازی اکتینومیستمتابولیت فعال زيستی از محیط مورد توجه قرار گرفته اند. هدف اين پژوهش 

 های ايران بوده است. ضدقارچی از خاک
کشـت داده شـدند.  ISP2سازی در محیط مختلف پس از تیمار و رقیقهای آوری شده از محیطهـای خاک جمعنمونـه :روش کار

، شناسايی و جداسازی شدند.در مرحله بعد اثر مايع DAPها و تست هـای مورفولـوژيک و بررسی میکروسکوپی کلنیهـا روشجدايـه
 شد. بـا اسـتفاده از روش چاهک در پلیت بررسی  Candida albicansعلیه مخمر ها جدايهتخمیر 

 16S rRNAنتايج آنالیز مولکولی ژن . جدايه دارای خاصیت ضدقارچی به دست آمد 6جدايه اکتینوباکتر حاصل،  55از بین  افته ها:ي
 Nocardia  ،Actinomadura ،Nocardiopsisهای  جنسنشان می دهد که اين جدايه ها متعلق به 

Streptomyces،Saccharomonospora   وMartelella  در بین جدايه های به دست آمده سويه د. نبودUTMC2325   با
بیشترين فعالیت  Nocardia rhamnosiphilaبه  %68.83، با شباهت C. albicans میلی متر( بر علیه  33هاله مهار رشد )
 . زيستی را داشت

 دکننـده ترکیبـات ضـد قارچی است.هـای فعـال تولی های ايران از اکتینومیسـتاين پژوهش نشانگر غنی بودن خاک نتیجه گیری:
 کلیدی: آنتی بیوتیک، اکتینوباکترها، کانديدا آلبیکانس، نوکارديا.گان واژ

 

 مقدمه

با توجه به استفاده بیش از حد يا سوء استفاده از آنتی بیوتیک بیش 

زا به درمان آنتی از يک دوره طولانی مدت، بسیاری از عوامل بیماری

زا با داشتن تعداد زيادی اين عوامل بیماری .ندابیوتیکی مقاوم شده

از ژن های مقاومت به آنتی بیوتیک در بین ژنوم اصلی و پلاسمیدها 

بنابراين، نیاز  .(1)سبب محدود شدن انتخاب های درمانی شده است

بسیار زيادی برای کشف و توسعه آنتی بیوتیک های جديد به عنوان 

زای کشنده که باعث تهديد و ماریعامل موثر در برابر عوامل بی

عفونت در برابر زنده بودن هدف قرار گرفته است وجود دارد. يکی از 

ها زا که امروزه در حال مقاوم شدن به آنتی بیوتیک عوامل بیماری

  فرصت باشد. اين قارچمی Candida albicansاست، مخمر  
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 طريق از شود،يافت می روده و واژن دهان، طبیعی فلور که در طلب

 ايجاد توانايی يابد. اين مخمر تکثیر می مخمری اشکال زدن جوانه

 را گوارش دستگاه و ريه واژن، در دهان، مزمن و حاد های عفونت

 در مثلاً تضعیف يافته ايمنی سیستم با افراد در قارچ . اين(1)دارد

 اعضاء پیوند يا و مغز استخوان پیوند سرطان، ، ايدز به مبتلا افراد

 . (3. 3)شودمی میر و به مرگ منجر های عفونت باعث

های قارچی و به دنبال آن افزايش استفاده از با شیوع عفونت

ها شاهد ها و اکتینوکاندينانها، پلیداروهای ضدقارچی مانند آزول

نسبت به  Candida های افزايش قابل ملاحظه مقاومت گونه

  (.5)ترکیبات ضدقارچی هستیم

خاک اکوسیستم متنوعی بوده که شرايط مناسب برای رشد 

ها از منابع کند. میکروارگانیسمشماری را تامین میهای بیارگانیسم

های باشند. در میان جمعیت پروکاريوتمهم مواد دارويی طبیعی می

ها ها، سودوموناس ای، میکسوباکتریهای رشتهجهان، اکتینومیست

های های يوکاريوت، قارچو سیانوباکترها و در بین میکروارگانیسم

های شیمیايی را ید تعداد متنوعی از متابولیتای توانايی تولرشته

    (. 7)دارند

هايی گرم مثبت هستند که در ديواره آنها ها باکتریاکتینومیست

ترکیبات پپتیدوگلیکان، اسید تیکوئیک و پلی ساکاريد وجود 

بیوتیک های مهم بالینی اکتینومیست ها منبع اصلی آنتی .(6)دارد

شیمی ترکیبی  هستند . اکثر اين ترکیبات بسیار پیچیده و توسط

سنتز می شوند. از لحاظ ساختاری و عملکردی ترکیبات فعال 

ها با عنوان به عنوان آنتی بیوتیک زيستی متنوعی از اکتینومیست ها

ويروسی و ضد تومور جدا شده  ضد باکتری، ضد قارچ، ضد انگل، ضد

اين باکتريها همچنین مولد ترکیبات مهارکننده های آنزيم، (. 8)است

اصلاح ايمنی، رشد گیاه و بسیاری از ترکیبات مفید ديگر 

اگرچه مطالعات زيادی توسط دانشمندان برای جداسازی  (.6)هستند

و دهه ها، به عنوان منابع آنتی بیوتیک انجام شده، در د اکتینومیست

گذشته میزان کشف متابولیت های جديد جداشده از 

استرپتومايسس ها کاهش يافته است. بنابراين اکتینومیست های 

کمیاب به عنوان منابع جديد متابولیت فعال زيستی مورد توجه قرار 

. اکتینومیست های کمیاب مولد گروه های مهمی از  (15)گرفته اند

ها، آمینوگلیکوزيدها، -ها مانند ماکرولیدها، بتالاکتامآنتی بیوتیک

ان ها، گلیکوپپتیدها، لیپوپپتیدها، مهارکننده های آنزيم، پلی

سايکلین ها و ها، نوکلئوزيدها، پپتیدها، پلیآنتراسايکلین

اين پژوهش با هدف جداسازی، شناسايی . (11)تتراسايکلین هستند

و ارزيابی فعالیت زيستی تعدادی از جدايه های اکتینوباکتر کمیاب 

 خاک های ايران بررسی شده است. جداشده از 

 

 روش کار 

 
 

و در ظــروف آوری شد های خاک از مناطق مختلف ايران جمعنمونه

 شـد. سـپس اســتريل و در کوتاهترين زمان به آزمايشـگاه منتقـل 

درجه سانتیگراد قرار  55هـا بـه مدت يک ساعت در دمای نمونـه

ها کاهش ها و ساير باکتریداده شـد تا اشکال رويشی اکتینومیست

 .(11)ها جدا شونديابنـد و اسپورهای اکتینومیست

ها از تیمارهای مختلف و روش رقیق برای جداسازی اکتینومیست

هـا رقیـق شـدند و بـرای سازی متـوالی اســتفاده شــد. نمونـه

 15 -1و 15 -1میکرولیتر از رقـتهـای 155ها، جداسازی اکتینومیست

گرم  3گرم مالت،  15 شامل) 2ISP در محیط کشت اختصاصی

گرم آگار و  15 م کلسیم کربنات، گر 1گرم گلوگز،  3عصاره مخمر، 

ها به کشت داده شدند. پلیت pH 1±1/6يک لیتر آب ديونیزه( در 

درجه سانتیگراد در انکوباتور گرماگذاری  18روز در دمای  13مدت 

 شدند. 

هـای اکتینومیسـت که ظاهری پودری و خشک داشتند در کلنـی

هـا ومیستسطح آگـار جداسـازی شـدند. شناسـايی اولیه اکتین

بـراسـاس مشخصـات مورفولـوژی کلنـی، اندازه کلنی، تولید اسپور 

و نیزمشخصـات میکروسـکوپی مسـیلیوم هـوايی، وضـعیت اسـپور 

های خـالص شـده و شـکل انشـعابات اسـپور انجـام شـد. جدايه

 /2ISP1 +گلیسرول %15بـرای مراحـل بعـد در محیط نگهداری)

سلسیوس در کلکسیون میکروارگانیسم های  درجه -65( در دمای 1

  دانشگاه تهران نگهداری شدند.

ها به منظور فعال سازی ، بر جهت انجام مراحل بعدی اين جدايه

روز  6-15کشت داده شدند و به مدت  Agar  2ISPروی محیط 

 گرماگذاری شدند.  oC 18در دمای 

 هایدر فلاسکISP2 Broth ازمحیط  ml 8 برای پیش کشت 

ml155  سانتیمتر از محیط  1استفاده  شد ديسک هايی به قطر

کشت جامد به محیط پیش کشت تهیه شده تلقیح گرديد و به مدت 

 rpm  115در شیکرانکوباتور با دور Cº18 ±1ساعت در دمای 38

 گرماگذاری شد. 

محیط  ml15به  کشت از محیط پیش µl  155در شرايط آسپتیک 

ند. فلاسکتلقیح شد ml155فلاسک (در ISP2 Broth  تخمیر )

 6به مدت  rpm155و دور  ºC18ها در شیکر انکوباتور در دمای

روز گرماگذاری گرديد. بعد از پايان دوره تخمیر مرحله استخراج 

ها، مايع رويی انجام شد. بعد از اطمینان از آلوده نبودن فلاسک

ور د در سانتريفوژ از استفاده محیط تخمیر از زيست توده با

rpm3555  دقیقه جدا شد. 15به مدت 

ها، به روش ايجاد چاهک، بررسی اثرات ضدقارچی عصاره خام جدايه

Candida albicans  (PTCC 5027 )با استـفاده از مخمر

انجام گرفت. مخمر مورد مطالعه از کلکسیون میکربی دانشگاه تهران 

 PDA (Potato Dextrose  از محیط کشت .تهیه شد

Agar)مخمراز  بررسی فعالیت ضدقارچی استفاده گرديد و  برای  

Candida albicans   سوسپانسیون نیم مک فارلند تهیه شد و به

 میکرولیتر از 155صورتی چمنی در پلیت کشت داده شد. مقدار
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 میلیمتر ايجاد شده در محیط کشت 7ها به چاهکهای عصاره جدايه

PDA درجه  15ساعت، در دمای  13ها به مدت اضافه شد. پلیت 

سانتیگراد قرار داده شدند. از محیط کشت القايی به عنوان شاهد 

 کلیه آزمايش ها با سه مرتبه تکرار انجام شد. .ه شدمنفی استفاد

به منظور شناسايی اکتینومايست های جداشده از روش های مختلف 

شناسايی مورفولوژی )رنگ آمیزی گرم(، تاکسونومی شیمیايی 

)تعیین نوع ايزومر دی آمینوپايمیلیک اسید( و آنالیز مولکولی 

 ( استفاده شد. 16S rRNA)تعیین ترادف ژن 

جهت تعیین نوع ايزومر مزو و ال آمینواسید دی پايمیلیک اسید 

براث  ISP2( بیوماس سويه های جداشده در محیط  DAP)تست 

تهیه شده و پس از سانتريفوژ کردن نمونه، رسوب حاصل و در دمای 

گراد خشک شد. سپس مقدار معینی از بیوماس درجه سانتی 35

های درپیچ ده و در لولهمیلی گرم( با هاون کوبی 15خشک )حدود 

درجه سانتی گراد  155مولار در دمای   HCl  7دار ريخته شد و يا 

ساعت هیدرولیز شد. پس از خشک کردن رسوب، نمونه  18به مدت 

لیتر از محلول به میکرو 1ها در آب ديونیزه حل شد و سپس حدود 

با کمک لوله مويین قرار  1دست آمده بر روی کاغذ واتمن شماره 

- HCl-اده شد. فرايند تفکیک به کمک سیستم حلالی آب مقطرد

( پس از اشباع شدن 85:17:3:15متانول با نسبت حجمی )-پیريدين

دقیقه و قرار دادن کاغذ به  35تا  15تانک از حلال ها به مدت 

ساعت کاغذ از تانک خارج  5درون تانک انجام گرفت. پس از حدود 

نین هیدرين در استون  %5.1و خشک شد. کاغذ حاصل با محلول 

درجه برای ظهور لکه ها قرار داده  155اسپری و در آون با دمای 

هايی که نتیجه تست آنها مزو بود، برای انجام ساير مراحل شد. سويه

 انتخاب گرديد. 

برای شناسايی مولکولی سويه  مورد نظر و به منظور استخراج 

DNA  اين سويه در فلاسک ،ml155  حاویml 15 محیطBHI 

به  rpm155و دور  ºC18تلقیح و در دمای دمای pH 1/5 ± 6با 

 از اطمینان از عدم  ساعت گرماگذاری گرديد. پس 61-38مدت 

 

 

 

 

 

آلودگی و کامل بودن رشد میسلیومی باکتری، بیومس سويه تهیه 

استفاده از  با DNA. سپس مراحل بعدی استخراج  (13)گرديد

)شرکت پوياژن آزما( طبق دستورالعمل انجام  DNAکیت استخراج 

، الکتروفورز  DNAبه منظور بررسی موفق بودن عمل استخراجشد. 

دقیقه انجام شد. در نهايت در دستگاه  35به مدت % 8/5با ژل آگارز 

انجام واکنش زنجیره ای  . ژل داک، باندها مشاهده شد

 F9 پژوهش از دو پرايمر عمومی با نامهای در اين  (PCR)پلیمراز

استفاده شد. اين  SrRNA17برای تکثیر ژن  R1541 و

 1555با طول  SrRNA17پرايمرهای عمومی به منظور تکثیر ژن 

 مورد پرايمرهای . توالی (13)نوکلئوتید مورد استفاده قرار گرفتند 

 زير ترتیب به آنها به مربوط اتصال دمای و پژوهش اين در استفاده

 9F: 5’- AAG AGT TTG ATC ATG GCT :است

CAG -3’ (Tm:60)  1541وR: 5’- AGG AGG TGA 

TCC ACC CGC A -3’ (Tm:60) بررسی محصول .PCR  ،

. ژن تکثیر صورت گرفت% 8/5با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز 

 يابی، به شرکت شده و مشاهده شده بر روی ژل آگارز برای توالی

Macrogen کره جنوبی ارسال شدند. 
 

 يافته ها 
 

نمونه  35در اين پژوهش از بین جدايه های متعدد حاصل از کشت  

جدايه که دارای ايزومر مزو در  55آگار،  ISP2خاک بر روی محیط 

نومايست کمیاب در نظر گرفته بودند به عنوان اکتی DAPتست 

های موجود )به جز دی ، اسید آمینهTLCشد. در روی کاغذهای 

آمینوپايمیلیک اسید( در محلول هیدرولیز شده حاصل به رنگ 

حرکت  DAPبنفش و ارغوانی نمايان شده و جلوتر از لکه های 

)لکه های با رنگ سبز مايل به  DAPکردند. ولی مولکول های 

 Lايزومر فرم . پايینی را داشت Rfدلیل قطبیت زياد خاکستری( به 

fR  کمتری نسبت به ايزومرmeso (. 1)شکل داشت 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

: استاندارد ايزومر Aبرای آنالیز تشخیص نوع ايزومر دی آمینوپايمیلیک اسید در بین جدايه های اکتینومايست،  TLCنمونه ای از پلیت   -1شکل

LL  ،Bر : استاندارد ايزومmeso. .اسیدهای امینه ديگر به رنگ بنفش در بالای پلیت ديده می شوند 

 



  

  67، شماره   دومو  ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

81______________________________________________________________________________________کانديدا آلبیکانس علیهاکتینوباکترهای کمیاب 

 

خاصیت ضد مخمری  %18جدايه( 6جدايه حاصل، ) 55از بین 

میلی متر بیشترين  33با قطر هاله  36داشتند. در اين میان جدايه 

ين جدايه در کلکسیون میکروارگانیسم های . افعالیت را داشت

و 1)جدول ذخیره شده است UTMC 2325دانشگاه تهران با کد 

های دارای فعالیت زيستی در . مورفولوژی اکتینومیست(1شکل 

 ( آورده شده است. 3شکل )

 

بر حسب میلیمتر نشان داده هاله مهار رشد فعالیت ضدمیکربی به صورت های جداشده. اکتینومیست (Candida albicans)فعالیت ضد قارچی  -1جدول 

 شده است. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .PDAبر محیط  Candida albicansهای موثر روی مخمر فعالیت ضدقارچی اکتینومیست  -1 شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

شماره 

 سويه

شماره  فعالیت ضدقارچی

 سويه

 فعالیت ضدقارچی

33 35  16 18  

11 17  18 17  

15 35  13 16 

11 16  36 33 

13 16    
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 1555×بزرگنمايی  های اکتینومايست دارای فعالیت زيستی،میکروسکوپی سويهمورفولوژی  -(3شکل )

 

دارای کلنی ريز، برآمده و به ،  UTMC 2325با کد  36جدايه 

های و در مشاهدات میکروسکوپی به صورت باکتری رنگ کرم بوده

(. 3شکل مثبت ديده شده است)ای بلند، بدون اسپور و گرممیله

داد که نشان   UTMC 2325جدايه   DPAضمناً نتايج آنالیز 

نتیجه توالی . بود  meso در ديواره سلولی اين جدايه DPAايزومر 

ررسی توالیاين اکتینومیست منتخب و ب SrRNA 16 خوانی ژن

 که سويه متعلق به جنسداد ، نشان  EZtaxon ها در سامانه

Nocardia  شباهت به  % 68.83بوده وN. rhamnosiphila  

 دارد. 

 

 بحث
 

اند اما داروهای با اينکه بسیاری از ترکیبات ضدقارچ شناسايی شده

ها و سلولهای خطر و موثر به دلیل شباهت بالا بین قارچضد قارچ بی

که سالها  Bاند. بنابراين آمفوتريپسین انداران، هنوز توسعه نیافتهپست

قبل توسعه يافته، برخلاف عوارض جانبی و جدی آن هنوز به طور 

. داروهای دشوگسترده در درمان بیماريهای قارچی استفاده می

ها عوامل ضدقارچ مانند: میکونازول، ضدقارچی گروه آزول

های بالینی استفاده تراکونازول در درمانکتوکونازول، فلوکونازول و اي

شوند. اما اين داروها دارای سمیت کلیوی و کبدی بوده و باعث می

شود. بنا به دلايل ذکرشده تقاضا برای استفراغ و ناتوانی جنسی می

داروهای ضدقارچی که دارای حداقل اثرات جانبی باشد وجود 

 . (15)دارد

جنس نوکارديا، گروهی ديگر از اکتینومیست های کمیاب است ، 

معمولی زيرا جداسازی اين میکروب ها و حفظ آنها در شرايط 

 Nocardiaceaeير خانواده . اين جنس در ز(17)مشکل می باشد

ها طبقه  در رده اکتینومیست Corynebacterialesاز راسته 

پیشنهاد   Trevisanبندی می شود. اين جنس اولین بار توسط  

نامگذاری  1888، در سال Edmond Nocardشده و به افتخار 

هوازی، میله ای با رشته های شده است. نوکارديا يک گرم مثبت، 

منشعب است که تا حدودی مقاوم به اسید است. اين باکتری ها 

ای در تولید طیف گسترده ای از ترکیبات فعال توانايی قابل ملاحظه

 (. 18و  16)زيستی دارند

 نارجنیسیناز جمله ترکیبات زيستی موجود در نوکارديا ها می توان 

. (16)، براسیلیکاردين آ را نام بردن آتوبلاکتومیسی، نوکارديسین آ، 

کارديا ها قبلا نیز به عنوان منبع ترکیبات ضد قارچی مورد توجه نو

بوده اند و ترکیبات متعددی از از اين باکتری ها گزارش شده 

 و همکاران نیز    Van Der Sandدر پژوهش (. 15-11و  18)است
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سويه، فعالیت  11سويه اکتینومیست جدا شده  15ین از ب

.  در (13)نشان دادند  Candida albicansضدقارچی علیه 

های جدا شده سويه انجام شده از بین اکتینومیست پژوهش

UTMC 2325  دارای فعالیت ضدقارچی علیهC. albicans 

 Nocardia داشته است. اين باکتری بیشترين شباهت را به گونه

rhamnosiphila   داشته است. گونهN. rhamnosiphila   در

جدا شده است. اين جدايه  همکاران و Everestتوسط  1515سال 

،  Escherichia coliقادر به فعالیت آنتی بیوتیکی بر علیه  

Enterococcus faecium   ،Mycobacterium aurum   و

Staphylococcus aureus (13)نشان داده است  .) 

 

 نتیجه گیری

 

 

 

 

های ضدقارچی  اين گونه با اين وجود توانمندی تولید فراورده

شده است. پژوهش کنونی اولین گزارش از فعالیت زيستی ارزيابی ن

به آن با شباهت    N. rhamnosiphilaنزديک ترين خويشاوند 

های بیشتری برای تعیین هويت درصد شباهت است. پژوهش 83/68

به عنوان سويه   Nocardia sp. UTMC 2325نهايی جدايه 

 ارزشمند و منبع ترکیبات ضد مخمری مورد نیاز است. 
 

 تشکر و قدردانی
 

مولفین مقاله تشکر و قدردانی خود را از خانم فهمیه محمد نیا و 

ست يو ز یست شناسيز یشگاه تخصصيخانم لیلا پرويزی )آزما

توکا، تهران،  یستيز ینوباکترها، شرکت توسعه فناوریاکت یفناور

 ران( بابت کمک های فنی و تخصصی اعلام می دارند.يا
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