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دکتر سهیلا عباسی

دانشکده علوم و فناوری های زیستی، گروه زیست شناسی 
سلولی و مولکولی، آزمایشگاه میکروبیولوژی



-د میها تولی، ترکیبات شیمیایی هستند که توسط بعضی از میکروارگانیسمهاآنتی بیوتیک
. ها باشنددیگر میکروارگانیسمکشنده یا بازدارنده رشد توانند به طور اختصاصی شوند و می

مقدمه

دکتر سهیلا عباسی

هایترین فرآوردهمهم( های سنتی نظیر بعضی از مواد غذایی مثل پنیرجدای از فرآورده)ها آنتی بیوتیک❖
.شوندبیوتکنولوژی میکروبی محسوب می

ورزی، ها در کشاهای عفونی انسان است، اگر چه تعداد زیادی از آنبیماریدرمانها در بیوتیکمصرف اصلی آنتی❖
.دامپزشکی و صنعت نیز کاربرد دارند

های گروه و باکتری (Filamentous Fungi) ایهای رشتهقارچهای مهم تجاری بیشتر توسط بیوتیکآنتی❖
.شوندتولید میاکتینومیست

2



دکتر سهیلا عباسی

هایگانیسممیکروارتوسطکهباشندمیمیکروبیبیوتکنولوژیهایفرآوردهمهمترینازیکیهابیوتیکآنتی

.شوندمیتولیدهاآکتینومیستبالاخصهاباکتریو(هامخمروهاکپک)هاقارچجملهازمختلف

جانوگرفتهقراراستفادهموردعفونیهایبیماریازبسیاریدرمانبرایگذشتهقرننیمدرارزشمندهایدارواین

ایهمیکروبوهاباکتریازبسیاریآنهارویهبیمصرفعلتبهولیانددادهنجاتتاکنونراانسانهامیلیون

تلاشحققینممؤثروجدیدهایبیوتیکآنتیکردنپیدابرایلذااندشدهمقاومهابیوتیکآنتیبهنسبتخطرناک

وتغییراتجدیدهایسوشکردنپیداضمنجدیدهایتکنیکوهاروشبااندتوانستهوانددادهانجامفراوانی

دهندانجامبیوتیکآنتیتولیدسازیبهینهبرایژنتیکیاصلاحات

زمینه نظری

را از خاک کننده آنتی بیوتیکدر آزمایشی که انجام می دهید یکی از ساده ترین راه های پیدا کردن سوش های تولید 

.مورد مطالعه قرار خواهید داد
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زمینه نظری
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:های جدید  همواره مد نظر بوده و جزو الزامات استبیوتیکبه دوعلت یافتن آنتی

2

.های مؤثر در اختیار نداریمبیوتیکها آنتیها و ویروسها و قارچعلیه بسیاری از باکتری

.هارویه آنها به علت مصرف بیبیوتیکهای مقاوم در برابر آنتیپیدایش سویه

1
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:تولید آنتی بیوتیک به روش سنتی

.Iگری روش غربالها توسط بیوتیکهای تولید کننده آنتیسوش(Screening)در این روش میکروارگانیسم. )شوندجداسازی می-
(های مولد از طبیعت جداسازی میشوند

.II از رشد کهتولید مواد قابل انتشار ی ها به واسطهبیوتیک در آنشوند و سپس تولید آنتیکشت داده میخالصبه صورت
جدید های میکروبیاین روش کلاسیک برای مورد آزمایش قرار دادن سویه. شودکند بررسی میهای بیماریزا ممانعت میباکتری

.  شودنامیده میCross- Streakروش بیوتیک مولد آنتی

.IIIگیرندهای بعدی قرار میآنتی بیوتیک مورد نظر مورد بررسیجدید بودن های مولد، سپس به منظور تعیین ایزوله .

.IVرمانی در های ساختاری تولید شده و سپس از لحاظ سمیت و فعالیت دآنتی بیوتیک مزبور در مقادیر مناسب به منظور بررسی
.گرددها به طور تجاری تولید میی آزمایشگیرد و نهایتاً پس از تأیید در همهجانوران آلوده مورد آزمایش قرار می
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بوده هوازیب دهند، اغلهای منشعب میهستند که تشکیل رشتهرشته ایمثبت،های گرم گروه بزرگی از باکتری: هااکتینومیست
ل رشته منشعب شکل، دراز و باریک بوده و تمایل به تقسیم نامنظم و و تشکیایمیلهو فاقد تاژه و متابولیسم تنفسی دارند، غالباً 

.دارند

:، این دسته از اکتینومیست ها را شرح خواهیم دادهااسترپتومیستهای مختلف توسط به علت تولید وسیع آنتی بیوتیک

های منشعب به نام است که به صورت رشته( گونه500بیش از )ها ها و واریتهشامل تعداد زیادی از گونهاسترپتومایسسجنس 
همان طور که کلنی پیر . کننددهند و سپس ایجاد کلنی میتشکیل میمیسیلیومای به نام رشد کرده و شبکه در هم پیجیدههیف

. کندنام دارد ایجاد میکونیدیدر بالای سطح کلنی شکل گرفته و اسپورها را که اسپوروفورهای هوایی به نام شود، رشته می
.کندبوده و رنگ کلنی بالغ را ایجاد میرنگدانهکونیدی و اسپوروفورها اغلب حاوی 

.شوندهای آبی پیدا میها در محیطهستند و تعداد بسیار کمی از آنخاکزیهای ها جزو ارگانیسمها مثل اکثر اکتینومیستاین باکتری

های آنتی بیوتیکتولید کننده
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داده انتخابی کشتمحیط آگار رقیق شده و بر روی آب استریل درون سوسپانسیون از خاک ها، یک برای جداسازی آن
.شودروز انکوبه می7تا 5درجه سانتیگراد به مدت 25شود و در دمای می

و تهنشاسها که به آنهای معدنی نمکها شامل یک ترکیب معمولی از برای این دسته از باکتریمحیط های انتخابی 
نیز به عنوان م کازئین هضم نشده یا نیترات پتاسیشود و افزوده  می( بعنوان منبع کربن)آسپاراژین یا مالات کلسیم 

.گرددمنبع نیتروژن اضافه می

داد باشند و تعتر میها مناسبهای اسیدی برای جداسازی این دسته از باکترینسبت به خاکهای بازی و خنثی خاک
. شوندیافت میسنگ آهک های پوشیده شده از و خاکزهکشی شده ها در خاک های بیشتری از آن

اجداسازی اکتینومیست ه
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: از جمله هاباسیلوس

باسیلوس پلی میکسا ❖

باسیلوس سابتیلیس ❖

تیکتولید کننده های آنتی بیو

یهای هضم کنندهآنزیماست که مقادیر زیادی آمیلاز و ( اسپور انتهایی)گرم مثبت اسپوردار، یک باکتری باسیلوس پلی میکسا
ی مواد زاید آلی گوناگون و این باکتری در تجزیه. کندها را در محیط مایع تولید میهاو چربیها، پروتئینبسیاری از انواع کربوهیدرات

قادر به . کندها را مهار میباشد که رشد پاتوژنمحلول ساختن فسفات سودمند است و قادر به تولید آنتی بیوتیک پلی میکسین می
.باشدتثبیت نیتروژن بوده و در کشاورزی نیز مورد استفاده می

ایمیله. شوداست که به طور معمول در خاک یافت میکاتالاز مثبتو گرم مثبت، باکتری باسیلوس سابتیلیس
دهد که را دارد که به ارگانیسم این اجازه را می( اسپور مرکزی)اندوسپور محافظتی شکل بوده و قابلیت تشکیل 

.شوداین باکتری به عنوان پاتوژن انسانی در نظر گرفته نمی. شرایط بسیار سخت را تحمل کند
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.Iدر ابتدا سوسپانسیونی از خاک تهیه میکنیم

.II شوک حرارتی . )دهیمدرجه سانتیگراد قرار می80دقیقه در دمای 10سوسپانسیون مزبور را به مدت
.(ودکه باعث از بین رفتن انواع رویشی و بالا رفتن شانس جداسازی باسیل های اسپور دار میش

.IIIروش پخش کردن هایی از این سوسپانسیون را به محیط جامد برده و به رقت(spread) کشت
.دهیممی

ها از خاکجداسازی باسیلوس
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مواد و وسایل مورد نیاز آزمایش

مختلفهایخاکنمونه➢

ترازو➢

(غربال)الک➢

لیترمیلی99ارلندرمقطرآب➢

NAکشتمحیط➢

الکلداخلسرکجایشیشهمیله➢

انکوباتور➢

استریلپیپت➢
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شرح کار آزمایش

.نمائیدتمیزغربالوسیلهبهراشدهتهیهخاکنمونه(1

.(همزدن)کنیدمخلوطخوبوکنیداضافهاستریلمقطرآبلیترمیلی99بهراشدهغربالخاکازگرمیک(2

.کنیداضافه NAکشتمحیطبهاستریلپیپتوسیلهبهراسوسپانسیونازلیترمیلی1(3

.کنیدپخشNAمحیطرویراسوسپانسیونشدهخنکواستریلسرکجایشیشهمیلهوسیلهبه(4

راپلیت).شودکشتمحیطجذباضافیآبقطراتتادهیدقرارانکوباتوردردقیقه10مدتبهراشدهتلقیحپلیت(5

.(دهیدقرارصحیحطوربه
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رقتی از خاک را روی محیط کشت 
.پخش می کنیمspreadبه روش 

کلنی ها

هاله عدم رشد

ارگانیسم های تولید کننده

هارگانیسم های غیر تولید کنند
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ادامه شرح کار آزمایش
سپسویدبنویسماژیکباراآزمایشنوعوتاریخ،اسمپلیتپشتوکنیدخارجانکوباتورازراپلیتدقیقه10ازبعد(6

.دهیدقرارگرادسانتیدرجه37انکوباتوردر24مدتبهوارونهطوربهراپلیت

عدمالههآنهااطرافدرکههاییکلنیونمودهخارجانکوباتورازراپلیتهاباکتریکلنیبررسیجهتساعت24ازبعد(7

استریکصورتبهدیگرANکشتمحیطیکدروبرداشتهمستقیملوپوسیلهبهودقتباراشدهتشکیل(ZOI)رشد

.دهیدمیکشتمتدپلیت

موردراشدهایجادهایکلنیساعت24ازپسودهیدمیقرارانکوباتوردرساعت24مدتبهراشدهتلقیحپلیت(8

.دهیدمیقرارمطالعه

.کنیدمیشناساییرانظرموردباکتریسپسونمودهتهیهگرمآمیزیرنگلامشدهایجادهایکلنیاز(9

مرفولوژیگرممیزیآرنگتکنیکازاستفادهباباشد،بیوتیکآنتیکنندهتولیدشدهجداسازیباکتریصورتیکهدر
.کنیممیقدامابیوشیمیاییهایتستازاستفادهباآنشناساییبهنسبتنموده،مشخصراباکتریگرمواکنشو
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رایاحتمالکنندهتولید
صورتبهطرفیکدر

.دهیممیکشتچمنی
(NAپلیت)

رشداجازه
 ABتولیدو

شرمنتآگاردربیوتیکآنتی
.شودمی

ظرنموردارگانیسمسلولیتوده

انکوباسیون 
اجازه رشد به )

(ارگانیسم ها

Cross-Streak
با ارگانیسم های مورد آزمایش

عدم رشد نشاانه ی حساسایت 
داخل ارگانیسم به آنتی بیوتیک

محیط
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SCA
Culture

Isolation of 
Actinomycetes

SCA (sub-culture)

Pure Actinomycetes

Perpendicular Streaking

identification

Morphological and 
biochemical 

identification
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سپاس از توجه شما 
با آرزوی موفقیت
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