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 چکیده

در  است. گرفته جه قرارا مورد توزا بودن آنهتولید داروهای ضد قارچی جدید، به دلیل مقاومت سموم قارچی و بیماری های اخیردر سال

 فلاووس آسپرژیلوسو  نایجر آسپرژیلوسزای های بیماریجدا شده از غذاهای یخ زده بر علیه قارچباکتر اسینتومهاری این تحقیق اثر 

 باکترهایسینتواآوری و جهت جداسازی و شناسایی شهرستان جیرفت جمعهای فروشگاهزده از نمونه غذای یخ 15. تعداد شدبررسی 

-ز روشایزوله با استفاده ا دو، دست آمد که از این تعدادایزوله باکتریایی به 28. درمجموع مورد آزمایش قرار گرفتاحتمالی موجود در آنها 

ای زای بیماریهقارچ .این دو ایزوله از همبرگر گوشت و سبزیجات منجمد جداسازی گردید شناسایی شدند. باکتراسینتوهای بیوشیمیایی 

 ترباکاسینتوله ایزو دوتی از مرکز کلکسیون قارچ و باکتری ایران تهیه شدند. سپس اثر آنتاگونیس فلاووس آسپرژیلوسو  نایجر آسپرژیلوس

 ومبرگر گوشت هدا شده از ج باکتراسینتوایزوله  دوتوسط  آسپرژیلوس نایجرها بررسی شد. نتایج نشان از عدم مهار رشد قارچ بر روی قارچ

 طر هاله عدمو ق ان داداثر مهاری نش آسپرژیلوس فلاووسسبزی منجمد بر قارچ جدا شده از باکتر اسینتواما ایزوله  منجمد داشت، سبزی

 سمر و یتوال بلاست جینتا اساس بربرای شناسایی مولکولی انتخاب شد.  یمهار اثر دارای یباکتردر نهایت  متر بود.میلی 11رشد آن 

 .بود یبومان باکتراسینتو ،مورد مطالعه هیجدا ،یلوژنیف درخت

 .غذاهای منجمد، باکتراسینتو فلاووس، آسپرژیلوس، نایجر آسپرژیلوس :کلید واژه ها

 مقدمه

ی های شیمیایی و فعالیت آنزیمی موادغذایسرما واکنش

توقف یا کاهش  را به تأخیر انداخته و همچنین سبب

از  جماد یکیگردد. انها میرگانیسمارشد و تکثیر میکرو

های نگهداری مواد غذایی برای مدت طولانی روش

 است. در این روش ماده غذایی دچار فعل و انفعالاتی

 شود که در صورت رعایت اصول انجماد این تغییراتمی

 .(1393)فاطمی،  توان به حداقل رساندرا می

های سرمادوست با این حال بسیاری از میکروارگانیسم

دن و حتی رشد در شرایط سرما و قادر به زنده مان

 سودوموناسهای برای مثال برخی گونهانجماد هستند. 

های گوشتی قادر به در شرایط انجماد گوشت و فرآورده

 (.1384رشد و تکثیر و ایجاد فساد هستند )طباطبایی، 

هایی گرم منفی، هوازی اجباری و باکتری اسینتوباکترها

های و ی محیطکه بر رهستند دار معمولا کپسول

کنند. معمـولی آزمایشگاهی به آسانی رشد می

هایی با ویرولانس کم هستند ارگانیسم اسینتوباکترها

های یمارستانی عفونتبهای ولی قادرنـد در محیط

مختلف  هایشدید گوناگونی را ایجاد کنند و از محیط

 شـده، هـوای منجمد یشیرهای پاستوریزه، غذاها مانند

هـا و بـسیاری از وسایل مورد استفاده در بیمارسـتان

ها در روی سطوح . این باکتریشوندبیمارستان جدا 

مقاومت  هامانند. این باکتریها زنده میخشک تا مدت

 Cusato et) دنبـالایی نسبت به شرایط محیطی دار

al., 2013). 

های عامل عفونت و میکروارگانیسماز ای ها دستهقارچ

-قارچ ،های متعددروند. از بین قارچمی بیماری به شمار

از  یجراآسپرژیلوس نو  آلبیکانس کاندیداچون  یهای

زا در انسان هستند. افزایش جمله عوامل عفونی بیماری

های وخیم های قارچی در افراد مبتلا به بیماریعفونت

ای از جمله های زمینهو بیمارانی که به علت بیماری

منی اکتسابی یا افرادی که به لوسمی یا سندروم نقص ای

جهت شیمی درمانی یا پیوند اعضا دچار نقص ایمنی 

هستند به عنوان یکی از مهمترین عوامل مرگ و میر به 

تاثیر منفی بر کیفیت غذا رود . برخی از آنها شمار می
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، پنیسیلیوم، آسپرژیلوس قارچی مانند هایجنس دارند،

های ثانویه را متابولیت توانایی تولید فوزاریومو  آلترناریا

توانند بر روی انسان و حیوانات اثر سمی دارند که می

ها نامیده یکوتوکسیناداشته باشند و به همین دلیل م

ها قادر به مقاومت یکوتوکسیناشوند. علاوه بر این، ممی

باشند در برابر مراحل مختلف فرآوری مواد غذایی می

 شودی مواد غذایی میهای ایمنبنابراین منجر به نگرانی

(Kitinoja et al., 2011). 

زا در شرایط مختلف حیاتی های بیماریسموم قارچ

ها در از حضور قارچ همین دلیل بایدبهمقاوم هستند، 

های اخیر، در سالشدت جلوگیری شود. مواد غذایی به

های اکثر مطالعات صورت گرفته در درمان عفونت

ید مهارکننده رشد عوامل قارچی بر یافتن ترکیبات جد

بوده و توجه محققین به بررسی تاثیر  استوارقارچی 

های ها و متابولیتجمله باکتری از هامیکروارگانیسم

نها بر رشد قارچ متمرکز شده است. آتولید شده توسط 

جمله زندگی  های مختلفی ازها با مکانیسمباکتری

، غذا و نآهانگلی، تولید ترکیبات ضدقارچ، رقابت برای 

 Romero) گذارندها تاثیر میبر رشد قارچمحل زندگی 

et al., 2007).  نکته قابل توجه در ارتباط با

خاصیت آنتاگونیستی آن است. این باکتری  باکتراسینتو

هایی را دارد که قارند از رشد توانایی تولید متابولیت

زا جلوگیری کنند و در صنعت و های بیماریقارچ

د غذایی این نکته مهم و مثبتی از فرآوری موا

این هدف  (.Ana et al., 2016) است باکتراسینتو

 یو ملکول ییایمیوشیب ییو شناسا یجداسازتحقیق 

آن بر  ریزده و تاث خی یاز غذاها نتوباکتریاس یهایباکتر

 باشد.در مواد غذایی می زایماریب یهااز قارچ یبرخ

 کار روش

-محیط کشت ن پژوهش شاملمواد مورد استفاده در ای

 آگار نیاسکول لیبا و براث نتینوتر، آگار نتینوتر های

، )مرک، آلمان( براث کولات یوگلیتا ،)های مدیا، هند(

و  SIM ،آگار بلاد ،آگار یکانک مک ،تراتیس مونیس

 گرم یزیآم رنگ تیک)مرک، آلمان(،  اگار نتونیه مولر

 سکید، یران()پارس، ا ژنهیاکس آب)پادتن طب، ایران(، 

-میکسین و پنیبیوتیک پلیهای آنتیو دیسک دازیاکس

 بودند. )پادتن طب، ایران( سیلین

 های غذایی منجمدآوری نمونهجمع

های غذایی منجمد شامل سینه مرغ، ناگت مرغ، نمونه

 بندی شدهسبزی، ماهی، همبرگر گوشت منجمد بسته

-ارکتهای آزمایشگاهی از سوپرمبه عنوان نمونه بومی

آوری شدند. از های شهرستان جیرفت انتخاب و جمع

مختلف  برندهر نمونه غذایی ذکر شده سه عدد با سه 

انتخاب شد و تاریخ مصرف مواد غذایی نیز کنترل 

های غذایی منجمد به گردید. کدهای داده شده به نمونه

آورده  یک شماره آوری آنها در جدولهمراه تاریخ جمع

زه زمانی فروردین، اردیبهشت و است که در باشده

انتخاب و  های منجمد به طور تصادفینمونه 97خرداد 

 .تهیه شدند

نام و کد مواد غذایی منجمد به همراه تاریخ  -1جدول 

 آوری آنهاجمع
نام ماده غذایی  کد ردیف

 منجمد

 آوریتاریخ جمع

1 S1 97فروردین  سینه مرغ 

2 S2 97اردیبهشت  سینه مرغ 

3 S3 97خرداد  نه مرغسی 

4 N1 97 فروردین ناگت مرغ 

5 N2 97اردیبهشت  ناگت مرغ 

6 N3 97خرداد  ناگت مرغ 

7 Z1 97 فروردین سبزی 

8 Z2 97اردیبهشت  سبزی 

9 Z3 97خرداد  سبزی 

10 M1 97 فروردین ماهی 

11 M2 97اردیبهشت  ماهی 

12 M3 97خرداد  ماهی 

13 H1  همبرگر گوشت

 منجمد

 97 ینفرورد

14 H2  همبرگر گوشت

 منجمد

 97اردیبهشت 

15 H3  همبرگر گوشت

 منجمد

 97خرداد 

 زدههای یخنمونهی هایباکتری جداساز

میزان یک گرم از هر ماده غذایی منجمد، در محیط 

 24تایو گلی کولات براث تلقیح شد. بعد از انکوباسیون 
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 37های آزمایش کشت داده شده در دمای ساعته لوله

 100گراد، از هر لوله کشت به اندازه درجه سانتی

های میکرولیتر با سمپلر برداشته شد و در داخل پلیت

های کشت مک کانکی سانتیمتری حاوی محیط 10

های داخل پلیت با میله آگار و بلاد آگار ریخته و نمونه

های کشت پلیت .شدندکشت سطحی داده ایشیشه

 24گراد به مدت انتیدرجه س 37داده شده، در دمای 

های گذاری شدند. سپس کلنیساعت گرمخانه

های کشت باکتریایی رشد یافته بر روی سطح پلیت

 از کستوا هیتهبرای  مورد بررسی قرار گرفتند.

نوترینت آگار  کشت طیمح ،ی جداسازی شدههایباکتر

 هیته داربیش صورت به دارچیپ در شیآزمای هالوله در

 بعد. شدند داده کشت آن دریی ایباکتری هاهیجدا و شد

-درجه سانتی 37ها در دمای جدایه ساعته 24 رشد از

-یسانت درجه چهاری دمادر  خچالی در هاهیجدا ،گراد

 (Eze et al., 2011) شدند ینگهدار گراد
 شناسایی بیوشیمیایی

رنگ های با استفاده از تست شناسایی بیوشیمیایی

های ، کشت در محیطیدازاکس، کاتالاز، آمیزی گرم

SIM ،TSI  و سیمون سیترات، هیدرولیز اسکولین در

محیط کشت بایل اسکولین آگار، احیای نیترات، 

 Bسیلین میکسین و مقاومت به پنیحساسیت به پلی

 استفاده شد.

های جهت بررسی تست حساسیت و مقاومت سویه

-بیوتیک پلیهای آنتیایزوله شده در مقابل دیسک

از محیط کشت مولر هینتون  B سیلینو پنی میکسین

-محیط کشت، از نمونه تهیهآگار استفاده شد. پس از 

ه بمک فارلند تهیه و از هر نمونه  نیمهای باکتریایی 

میکرولیتر داخل پلیت حاوی محیط کشت  100میزان 

اب آگار ریخته شد. سپس با استفاده از سوهینتونمولر

در  ت انجام شد.استریل، کشت سطحی برروی پلی

ل ، با پنس استریبیوتیکیهای آنتیمرحله نهایی دیسک

های کشت بر روی محیط کشت قرار داده شدند. پلیت

گراد قرار سانتیدرجه 37ساعت در دمای  24به مدت 

 گذاری،گرمخانهداده شدند و بعد از گذاشت مدت زمان 

)سعادتیان و همکاران،  مورد بررسی قرار گرفتند

1384). 

های نحوه بررسی اثرات باکتری ایزوله شده بر قارچ

 زابیماری

 هایایزوله شده از نمونه هایسویه اثر آنتاگونیستی

زا بررسی های بیماریی یخ زده، بر علیه قارچیغذا

های بیماریزای انتخاب شده در این گردید. قارچ

 آسپرژیلوسو  آسپرژیلوس نایجرپژوهش، شامل 

 PTCC: 5010ها با کد ارچ. این قبودند فلاووس

آسپرژیلوس ) PTCC:5009( و کد آسپرژیلوس نایجر)
های ایران ها و باکتری( از مرکز کلکسیون قارچفلاووس

  تهیه شدند.

با  وگرم از قارچ وزن شده  نیمجهت انجام آزمون، ابتدا 

لیتر آب مقطر استریل مخلوط شد. سپس به پنج میلی

 410 یحاوقارچی) انسیونمیکرولیتر از سوسپ 15اندازه 

با سمپلر برداشته و در محیط ( میکرولیتر بر اسپور

( تلقیح و کشت سابارو دکستروز آگار)SDAکشت 

 رباکتاسینتوهای باکتریایی از ایزوله شد.سطحی داده
ای در مک فارلند تهیه و به صورت نقطه نیمغلظت 

های . پلیتلیت کشت داده شده با قارچ تلقیح شدپ

به گراد سانتیدرجه  30در دمای  ده شده،دا کشت

و از لحاظ  داده شدندساعت قرار  96تا  48مدت 

 دتشکیل و یا عدم تشکیل هاله مورد بررسی قرار گرفتن

(Tenorio-Salgado et al., 2013). 

 های ایزوله شده با روش مولکولیباکتری شناسایی

 DNAاستخراج 

 رمکلروف-روش فنلاز روش  DNAبرای استخراج 

حاوی باکتری در دور  استفاده شد. ابتدا میکروتیوپ

به مدت سه دقیقه سانتریفیوژ گردید. سپس  10000

 100محلول رویی دور ریخته شد. به رسوب باکتری 

اسید -مولار تریسمیلیSTES(10میکرولیتر محلول 

میلی SDS ،100حجمی -وزنی درصد1/0کلریدریک، 

اضافه گردید ( EDTAمولار میلی 1مولار کلرید سدیم، 

به  6/7با اسیدیته  TEمیکرولیتر محلول  20و به میزان

شد تا رسوب آن اضافه و به میکروتیوب چند ضربه زده

در محلول حل شد. پس از آن سه میکرولیتر لیزوزوم 

درجه  37اضافه گردید و به مدت یک ساعت در دمای 

میکرولیتر  30گذاری شد. سپس خانهراد گرمگسانتی

دقیقه در دمای  30 و افزودهبه میکروتیوب  Kیناز پروتئ

گراد در بن ماری قرار داده شد. سپس درجه سانتی 56
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نصف حجم فنل و نصف کلروفرم اضافه گردید و به 

سانتریفیوژ شد. فاز  13000مدت پنج دقیقه در دور 

حجم  1/0رویی جدا و به ویال دیگری انتقال داده شد. 

برابر حجم جدا شده  5/2سدیم و جدا شده استات

ها چند بار به آرامی اتانول مطلق اضافه گردید. ویال

 13000و بعد به مدت پنج دقیقه در  شد برعکس

ها . سپس محلول دور ریخته و ویالگردیدسانتریفیوژ 

در دمای آزمایشگاه قرار داده شد تا کاملا خشک شوند. 

 TEمیکرولیتر محلول  100ها به میزان در آخر به ویال

. (Nimnoi et al., 2010) اضافه شد 8با اسیدیته 

استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ  DNAیفیت ک

 سنجش شد.
PCR 
  پرایمر

های نوکلئوتیدی و آغازگرهای مورد استفاده در توالی

که از شرکت تکاپوزیست تهیه شدند، در  PCRواکنش 

 است. آورده شده شماره دوجدول 

 16SrRNA (Woodford et al., 2006)صاصی پرایمرهای اخت -2جدول

Primers 27 F                              (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 

Primers 1492 R                 (5-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3) 

 PCRواکنش 

 و حجم با نیاز مورد مواد PCR جهت انجام واکنش

نش واک .دیگرد آماده هانمونه یبرا مشخص یهاغلظت

PCR  25شامل میکرولیتر  50حجم نهایی در 

، (Ampliqon Inc, Denmark)میکسمیکرولیتر مستر

 دو، نانومولار 400با غلظت میکرولیتر از هر پرایمر  یک

میکرولیتر آب مقطر در نظر  21و   DNAمیکرولیتر

ین امورد استفاده در برنامه دمایی و زمانی  شد.گرفته

درجه  95در دمای  هیاول سرشتوا، شامل پژوهش

 95در دمای  واسرشتثانیه،  180 به مدتگراد سانتی

 60در دمای  اتصالثانیه،  15 به مدتگراد درجه سانتی

ثانیه، گسترش در دمای  35گراد به مدت درجه سانتی

ل ثانیه و تکرار مراح 60گراد به مدت درجه سانتی 72

بود کل سی 40واسرشت، اتصال و گسترش به تعداد 

(Woodford et al., 2006.) 

 الکتروفورز ژل اگارز

محصول  ،ای پلیمرازپس از پایان یافتن واکنش زنجیره

( با استفاده از محلول درصد 2)آگاروز ژل واکنش توسط

 EDTA (1X TAE Buffer) –استات  –تریس  بافری

 ,.Nimnoi et al)در دمای اتاق الکتروفورز گردید

ژل از بافر  ،ایان مرحله الکتروفورزپ از پس (.2010

داده و قرار  1مستندسازی ژل داک در دستگاه خارج و

با دوربین  ،Ladderضمن مشاهده باندها در مقایسه با 

 . شدسازی آن انجام ذخیرهمخصوص عکس گرفته و 

 تعیین توالی نوکلئوتیدی

                                                           
1 Gel Documentation 

 قطعهبعد از انجام الکتروفورز و مشاهده باند مربوط به 

جهت تخلیص و تعیین  PCRه، محصول تکثیر شد

 توالی به همراه پرایمرهای پیشرو و برگشتی به شرکت

Bioneer تکاپوزیست کره جنوبی با واسطه شرکت 

های محصولات تا توالی گردید)تهران، ایران( ارسال

PCR  گردندارسال شده مشخص و تأیید . 

 های بیوانفورماتیکیبررسی

افزارهای متعددی بررسی نرم های بدست آمده با توالی

های سایر توالیکیفیت و ویرایش و آنگاه توالی نهایی با 

مقایسه  )NCBI( ژنی موجود در بانک جهانباکتریایی 

در تحقیق حاضر از . و درخت فیلوژنتیکی رسم گردید

جهت  Codon Code Aligner (Ver 4.2.3)نرم افزار

اده های واصل شده استفبررسی کیفیت و ویرایش توالی

های گردید. نهایتاً توالی بدست آمده در مقابل داده

به  های موجود در بانک ژنتوالی نوکلئوتیدی باکتری

 Basic Local Alignment Search Toolشیوه

(BLAST)  بررسی گردید. این شیوه قادر است شباهت

های موجود مقایسه و توالی به دست آمده را با توالی

های مطالعه ها را با سویهیهمیزان شباهت احتمالی جدا

 شده موجود به صورت درصد شباهت گزارش نماید.

 نتایج

های باکتریایی از غذاهای منجمد جداسازی ارگانیسم

  شده
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از  های باکتریایی جداسازی شدهکد ایزوله -3جدول 

 های غذایی منجمد نمونه

 کد باکتری نمونه غذایی ردیف

 S2-2 سینه مرغ 1

 S2-3 سینه مرغ 2

 S3-1 سینه مرغ 3

 S2-4 سینه مرغ 4

 S2-5 سینه مرغ 5

 S2-6 سینه مرغ 6

 S3-2 سینه مرغ 7

 N1-1 ناگت مرغ 8

 N2-1 ناگت مرغ 9

 N2-2 ناگت مرغ 10

 N3-1 ناگت مرغ 11

 N1-2 ناگت مرغ 12

 N2-3 ناگت مرغ 13

 N2-4 ناگت مرغ 14

 N2-5 ناگت مرغ 15

 N3-1 ناگت مرغ 16

 N3-2 ت مرغناگ 17

 Z2-1 سبزی 18

 Z3-1 سبزی 19

 M3-1 ماهی 20

 M1-1 ماهی 21

 M3-2 ماهی 22

 H2-1 همبرگرگوشت منجمد 23

 H2-2 همبرگرگوشت منجمد 24

 H3-1 همبرگرگوشت منجمد 25

 H1-1 همبرگرگوشت منجمد 26

 H2-3 همبرگرگوشت منجمد 27

 H3-2 همبرگرگوشت منجمد 28

در محیط ای غذایی منجمد شده هبعد از کشت نمونه

های های کشت مورد نظر و بررسی خصوصیات کلنی

در مجموع از سینه مرغ  ها،تشکیل شده بر روی آن

باکتری،  10منجمد شده، هفت باکتری، از ناگت مرغ 

سبزی دو باکتری، ماهی سه باکتری و همبرگر گوشت 

های ایزوله باکتری مجموعدست آمد که شش باکتری به

هر  کد شماره سهد. در جدول یعدد رس 28به شده 

 ه که باکتری ازباکتری به همراه نام غذای منجمد شد

 است.شدهآورده ،آن استخراج گردید

 
 

 های بیوشیمیایی نتایج تست

گرم  ،H3-2 و S2-3 ،N3-1ایزوله، کدهای  28از بین 

 منفی، کاتالاز مثبت و اکسیداز منفی بودند و نتیجه

ها منفی و همچنین ر این باکتریواکنش اندول د

 های دیگر کهرا نداشتند. باکتری S2Hتوانایی تولید 

 فاقد این خصوصیات بودند در این مرحله حذف شدند. 

 های غربالگری شدهبیوگرام ایزولهآنتی

سه ایزوله غربالگری شده تا این مرحله در مقابل 

سیلین و پنی Bمیکسین بیوتیک پلیهای آنتیدیسک

قرار گرفتند. نتایج مربوط به این آزمون در جدول 

 آورده شده است. شماره چهار

 شدهریهای غربالگبیوگرام ایزولهنتایج آنتی -4جدول 
 میکسینپلی سیلینپنی کد باکتری

کنترل 

 مثبت

 حساس مقاوم

3-S2 حساس مقاوم 
N3-1 مقاوم مقاوم 
H3-2 حساس مقاوم 

ین حذف میکسقاوم بودن به پلیبه سبب م N3-1 ایزوله

 ت نسبتقاوممبه سبب  H3-2و  S2-3های شد. ایزوله

میکسین در این به پلی یتسیلین و حساسبه پنی

مرحله از غربالگری انتخاب شدند و بر اساس نتایج 

تری ها با باکهای بیوشیمیایی و تطابق نتایج آزمونتست

 دند. کدشناسایی ش اسینتوباکترکنترل مثبت به عنوان 

S2-3  مربوط به سبزی منجمد و کدH3-2 ربوط به م

 ماهی منجمد است.

ر بایزوله شده  اسینتوباکترهایبررسی اثر آنتاگونیستی 

 های بیماریزاقارچ

 ایزوله شده اسینتوباکترهایبعد از کشت و بررسی اثر 

 سآسپرژیلونایجر و  آسپرژیلوسهای بیماریزا، بر قارچ
 H3-2ایزوله شده  نتوباکترهایاسیهای ، سویهفلاووس

 و نایجر آسپرژیلوس هایاثر آنتاگونیستی بر روی قارچ

 48ها به مدت نداشتند و قارچ فلاووس آسپرژیلوس

 ساعت تمامی پلیت را دربرگرفتند. این آزمون سه بار

)شکل در هر سه بار نتیجه تست منفی بودتکرار شد و 

 لوسرژیآسپ بر قارچ S2-3اما ایزوله  (.شماره یک

 اثر مهاری نشان داد و قطر هاله عدم رشد آن فلاووس

 متر بود.میلی 11
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برای  S2-3 یعنی کد یمهار اثر دارای یباکتردر نهایت 

 شناسایی مولکولی انتخاب شد.

 

بر  H3-2نتیجه اثر آنتاگونیستی منفی ایزوله -1شکل

 آسپرژیلوس فلاووس)سمت راست( و  آسپرژیلوس نایجر

 )سمت چپ(
 سایی مولکولیشنا

 استخراج شده DNAجذب نوری 

-استخراج شده در طول موج DNAجذب نوری نمونه 

نانومتر با استفاده از دستگاه  280و  260های 

 )نانودراپ( خوانده شد و سپس عددهای اسپکتروفتومتر

عدد  S2-3حاصل بر یکدیگر تقسیم شدند. برای باکتری 

 DNAت بود. همچنین غلظ 9/1جذب نوری برابر با 
ه استخراج شده نیز با همین دستگاه اندازه گیری شد ک

م در نانوگر 750برابر با  S2-3ایزوله  DNAغلظت 

 میکرولیتر بود.

 PCRتصویر ژل محصول 

 تصویر ژل محصول-2شکل

آورده  شماره دودر شکل  PCRتصویر ژل محصول 

در  PCRشده است. با توجه به لدر، محصول 

 است.داده جفت باز تشکیل باند1500

 تعیین روش به میکروارگانیسم شناسایینتایج 

  16S rDNAترادف

با استفاده از  16S rDNAتکثیر قطعه ژن 

ای به انجام شد و قطعه 1492Rو   27Fغازگرهایآ

تکثیر گردید.  PCRجفت باز با روش  1500طول 

سازی یابی و خالصسپس قطعه مورد نظر جهت توالی

 ارسال گردید.

 ین توالینتیجه تعی

توالی فرستاده شده توسط شرکت بیونیر در پایین 

 .استشدهآورده

 تجزیه وتحلیل بیوانفورماتیکی

نتایج حاصل از تعیین ترادف، با فرمت الکتروگرام 

chromase مورد بررسی قرار گرفت سپس توالی ،

موجود در بانک باکتریایی های سایر توالینهایی با 

یابی بعد از توالی. گرفت قرارمقایسه مورد  ژنی جهان

توسط شرکت بیونیر کره جنوبی که با  S2-3ایزوله 

واسطه شرکت ایرانی تکاپوزیست انجام شد، توالی به 

بلاست کرده و درخت  NCBIدست آمده را در سایت 

افزار فیلوژنی رسم شد. بر فیلوژنی با استفاده از نرم

ایه اساس نتایج بلاست توالی و رسم درخت فیلوژنی، جد

S2-3  ، (.شماره سه )شکلاسینتوباکتر بومانی است 

>1-27 F 

GGGCATGCTGCAGCTTACACAGTGACAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGATGC

TAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCT

AAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGA

GGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT

ATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAA

AGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAA

TAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTT

ACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGG

AATTGCATTCGATACTGGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTG

AGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTC

TACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGA

GTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG

TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATACTAGAAACTTTCCAGAGATGGA
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TTGGTGCCTTCGGATCTAGATACAGTGCTGCATGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGGTAG

TCCCGCACGAGCGCAACCCTTTTCCTACTGCAGCATTTCGGATGGGAACTTTAGGATACTGCAGTG

ACAACTGGAGGAGGCGGGACGACGTCAGGTCATCATGGCCTTTACGGCAGGCCTACACACTGCTC

AATGGTCGGTACAAAGGTTGCTCCAGCGAGTTGGATGGCTTATCTTCAACCGAACTCTGATTCGGG

AGTGGAGATCTGTCACACTTGACGAG

 درخت فیلوژنی -3شکل

 

 بحث

 یمهارکننده باتیترک افتنی به محققان توجه امروزه

 ریتأث نیب نیا در که است شده معطوف هاقارچ رشد

 یهایباکتر ژهیو به مختلف یهاسمیکروارگانیم

 ا،هسسینومایاکت مانند یازیدر و یهواز ،یخاکز

 ،هالوسیباس ها،سودوموناس ها،سسیاسترپتوما

 و هاقارچ رشد یرو برها باکتراسینتوو  هالوسیلاکتوباس

 ضد خواص با آنها یکننده دیتول یهاتیمتابول

 ,.Strom et al)هستند تیاهم حائز شان،یکروبیم

2002.) 

در تحقیق حاضر به جداسازی و شناسایی باکتری 

از  یخ زده مختلف پرداخته شد وغذاهای  از باکتراسینتو

باکتری ایزوله شده از مواد غذایی یخ زده، دو  28

بر اساس نتایج  شناسایی شدند. باکتراسینتوباکتری 

،  S2-3بلاست توالی و رسم درخت فیلوژنی نیز جدایه 

 .بودباکتر بومانی اسینتو

 30، موفق به جداسازی و همکاران در پژوهشی برلا

 نمونه سبزیجات شدند 177از  رباکتاسینتوایزوله 

(Berlau et al., 1999) . های سویهدیک شورن

 آنهای شیر و مشتقات را از نمونه باکتراسینتو

در مطالعه  (.Dijkshoorn, 2013) نمودجداسازی 

ایزوله  46، 1385فرد و همکاران در سال صادقی

های بیوشیمیایی با استفاده از روشباکتر اسینتو

. همچنین تعیین حساسیت شداسایی جداسازی و شن

نتایج  بررسی گردید. های مختلفبیوتیکها به آنتیگونه

به طیف وسیعی  باکتراسینتوهای بالینی نشان داد ایزوله

یکسین بر روی مها مقاوم بوده، اما پلیبیوتیکاز آنتی

 .آنها اثر گذاشت

به  H3-2و  S2-3در این پژوهش دو ایزوله با کدهای 

سبزی  از S2-3شناسایی شدند که  باکترسینتواعنوان 

داسازی زده جاز همبرگر گوشت یخ H3-2یخ زده و کد 

شد. ایزوله جهت شناسایی مولکولی به طور تصادفی 

 انتخاب و با توجه به توالی ژنتیکی آن مشخص شد این

 قرابت ژنتیکی دارد. باکتر بومانیاسینتوسویه با 

جداسازی شده  باکترواسینتدر بررسی اثر آنتاگونیستی 

-گوشت یخ زده بر علیه قارچهمبرگر از نمونه سبزی و 

آسپرژیلوس و  آسپرژیلوس نایجرزای های بیماری
جدا شده از  باکتراسینتومشخص شد که  فلاووس

ثر آنتاگونیستی بر علیه این همبرگر گوشت یخ زده ا

جدا شده از سبزی  باکتراسینتواما  تها نداشقارچ

اثر مهاری  آسپرژیلوس فلاووسه قارچ منجمد بر علی

-اند که متابولیتمطالعات نشان داده برخینشان داد. 

های اندوفیت مانند های جدا شده از باکتری
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فعالیت ضد میکروبی و ضد قارچی  باکتر بومانیاسینتو

 ,.Akinsanya et al؛Selim et al., 2017) اندنشان داده

های متابولیت (. در مطالعه مونوار و همکاران2015

باکتر اسینتوثانویه استخراج شده از عصاره اتیل اتری 
ها، استرهای آروماتیک، شامل ترکیبات کتون بومانی

های ها، اسیدهای کربوکسیلیک، فنولفنول

هتروسیکیلک آروماتیک و ... بودند که برخی از این 

 Monowar et) ترکیبات دارای اثر ضد قارچی هستند

al., 2019) . 

-جداسازی باکتری در(، 1389و همکاران ) جبریانرن

هایی با اثر مهاری رشد غربالگری باکتری بههای خاک، 

تایج آنها نشان زا پرداختند. نهای بیماریبر علیه قارچ

 باکتراسینتوجداسازی شده،  هایز بین سویهداد ا

قارچ  رشد بربسیار بالایی بر  توانایی اثر مهاری بومانی

داشت که با نتایج پژوهش حاضر  یجرآسپرژیلوس نا

 مطابقت ندارد.

 یمهار تیفعال (1395فر و همکاران )نقدی قیتحق در

 به نسبتجدا شده از خاک  آتروفئوس لوسیباس یباکتر

 و فلاووس لوسیآسپرژ جر،ینا لوسیآسپرژی هاقارچ

 و 72 ،48 یها زمان گذشت از پس سیمالیه موکور

 بود قادراین باکتری  بررسی شد و نتایج نشان داد 96

 .کند مهاردر همه این فواصل  را مذکور یهاقارچکه 

 کلینتیجه گیری 

شده از مواد غذایی باکتری ایزوله 28در این تحقیق از 

شناسایی شدند  باکتراسینتو به عنوان زده، دو باکترییخ

جداسازی شده، دارای اثر  باکتراسینتوهای و سویه
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Abstract 

In recent years, producing new antifungal drugs has been considered due to the resistance of 

fungal toxins and their pathogenicity. In this research, the effect of inhibitory growth of 

Acinetobacter isolated from frozen foods against pathogenic fungi of Aspergillus niger 

(A.niger) and A. flavus has been investigated. A total of 15 frozen food samples were 

collected from Jiroft city stores and tested for isolation and identification of potential 

Acinetobacter. A total of 28 bacterial isolates were obtained from frozen food that, from 

these, two isolates were identified Acinetobacter by biochemical methods. These bacteria 

were isolated from frozen hamburger and vegetables. The pathogenic fungi of Aspergillus 

niger and A. flavus were prepared from the center of the Iranian fungus and bacterial 

collection center. Then, the antagonistic effects of two isolates of Acinetobacter on these 

fungi were investigated. The results showed no inhibition of A. niger growth by two isolates 

of Acinetobacter isolated from frozen hamburger and vegetables, but isolates of frozen 

vegetables showed an inhibitory effect on A. flavus, and its inhibition zone was 11 mm. 

Finally, the inhibitory bacteria were selected for molecular identification. Based on the results 

of sequencing blast and phylogenetic tree drawing, the isolate studied was Acinetobacter 

baumannii. 
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