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اما اطلاعات کمی در مورد  ،مقاومت به پرتو در گروه متنوعی از باکتری ها وجود داردزمینه و اهداف: 

وجود دارد. هدف از این مطالعه، تنوع زیستی باکتری های بومی مقاوم به پرتو در مناطق پرتوزای ایران 

  بود.  منطقه پرتوزاشناسایی باکتری های بومی مقاوم به پرتو از نمونه های خاک یک 

و از آنها رقت های متوالی تهیه  های خاک از منطقه مورد نظر جمع آوری شدهنمونهمواد و روش کار: 

گذاری گرمخانه سلسیوس درجه  30کشت داده شدند و در دمای  TGY agarگردید. سپس در محیط کشت 

گاما شدند و مجدداً در  پرتودهی 30kGتا  0گردیدند. در ادامه، تمامی سویه های جداسازی شده در دوزهای 

های شده و با روش کشت داده شدند. سپس، سویه مقاوم به پرتو جداسازی TGY agarمحیط کشت 

 شناسایی شد. S rRNA61یابی ژن میکروبیولوژی و توالی

( در مقابل F1 5kG) سویه جدا شده از کشت نمونه های خاک، فقط یک سویه 00از مجموع  : یافته ها

 F1نشان داد که سویه  S rRNA61یابی پرتو گاما از خود مقاومت نشان داد. آنالیز فیلوژنتیکی بر پایه توالی

5kG   به جنسKocuria  5000تعلق دارد و این سویه مقاومت به اشعه گاما در دوزGy .دارد   

های پرتوزا زنده تواند به مدت طولانی در محیطمی F1 5kGدهد سویه نتایج نشان می: نتیجه گیری

های ای باشد. هم چنین، با شناسایی پروتئینهای هستهبماند و کاندید مناسبی برای پاکسازی زیستی زباله

 ز از این باکتری بدست آورد.توان کاربردهای دیگری نیدخیل در مقاومت نسبت به پرتو، می

 ، آنالیز فیلوژنتیکیKocuria جنس باکتری مقاوم به پرتو گاما، کلمات کلیدی
 برای مجله میکروب شناسی پزشکی ایران محفوظ است. این مقاله  و استفاده علمی از نشر : حق چاپ، ©کپی رایت 
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 مقدمه 

 یزانم یو اتمسفر یشناس ینزم یاتخصوص یلبه دل

 Keralaمتفاوت است. منطقه  یزاشعه خ یعیمناطق طب یپرتوده

 Yangjiang یل،در برز Espirito Santo یدر هند، منطقه ساحل

از شناخته شده  یرانو رامسر در ا در مصر Nile Delta ین،در چ

. یکی دیگر از مناطق (1)جهان هستند  یمناطق پرتوزا ینتر

باشد که ای در جنوب استان خراسان میپرتوزا در ایران، منطقه

برابر  100mSv/year (04میزان اشعه در این منطقه حدود 

 برای مطالعه اثراتباشد. خاک چنین مناطقی استاندارد( می

های ها و تنوع میکروبی باکتریریزاندامگانی طبیعی بر هااشعه 

 باشد. مقاوم به پرتو مناسب می

، نمک، pHهای خشن دارای درجات متفاوتی از دما، محیط

غلظت مواد غذایی، آب قابل دسترس، فلزات سنگین، فشار، 

باشند. مقاومت به پرتو در ترکیبات سمی و پرتوهای یونیزان می

ها گزارش و باکتری باکتریهاختلف از قبیل آرکیمیان قلمروهای م

های مقاوم به پرتو در گروه شده است. بطور معمول این باکتری

های محیطی گیرند و به سایر استرسقرار می هااکستریموفیل

 مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران

 1032بهار  – 1شماره  – 7سال 
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های مختلف برای مقابله با این دهند و مکانیسممقاومت نشان می

-ای متنوعی از محیطهریزاندامگانشرایط خشن را دارند. تاکنون 

های مختلف در سرتاسر جهان جداسازی شده و مورد مطالعه 

نه  (microorganism)هاریزاندامگان. مطالعه این (2)اند واقع شده

فقط از نظر شناختن مکانیسم مقاومت به پرتو مهم است بلکه در 

استفاده از آنها برای پاکسازی مناطق و پسماندهای آلوده به مواد 

ائز اهمیت است. هدف از مطالعه حاضر جداسازی و حپرتوزا

  های مقاوم به پرتو از خاک منطقه پرتوزایشناسایی باکتری

 جنوب استان خراسان بود. 

 مواد و روش ها:

 ها جمع آوري نمونه و جداسازي باکتري

ابتدا مناطق پرتوزایی که دارای بیشترین دوز از اشعه گاما 

 های خاکنمونه .سایی شدندبودند توسط دستگاه گایگر شنا

گرم( از چندین نقطه از این منطقه پرتوزا )بطور تصادفی(  244)

آوری شد بالایی سطح خاک( جمع cm 5های سطحی )از قسمت

بود  سلسیوسدرجه  0و در محفظه مخصوص که دارای دمای 

  قرار داده شده و سریعاً به آزمایشگاه تهران منتقل شدند. 

تهیه  24-3 تا 24-2 از یمتوال های رقتخاک  های از نمونه

با TGY agarکشت   یطاز هر رقت در مح لیتر یلیم 2/4شده و 

 Bacto Tryptone 1%; Yeast Extract 0.5%; Glucoseترکیب )

0.1%, and Bacto Agar 1.5% 0تا  9( کشت داده شد و به مدت 

 یشدند. از باکتر گذاری انکوبهسلسیوس درجه  94 یروز در دما

 یاییباکتر یرشد یافته کشت خالص تهیه شد و از هر کلن ایه

تهیه شده و  TGY broth یطغلظت ثابت در مح یکخالص، 

 Gamma Cell Model 60Co source دستگاه توسط ها باکتری

 94تا  Gy 4از  دهی اشعه یزانم یکهاشعه گاما داده شدند، بطور

kGy شعه داده ا یکروبیم های اتاق انجام شد. نمونه یدر دما

 یمنتقل شدند و در دما TGY agarکشت  یطشده مجدداً به مح

بتوانند  یدهپرتود یها انکوبه شدند تا سلولسلسیوس درجه  94

مدت،  ین. بعد از ایندکنند و رشد نما یممدت ترم ینخود را در ا

 دمور یکروبیم ییشناسا یمراحل بعد یکشت داده برا های نمونه

 استفاده قرار گرفتند.

هاي مقاوم به پرتو و بيوشيميايي باکتري شناختيريختاسايي شن

 گاما

 های خاک بر روی محیط کشتبه دنبال کشت نمونه

 TGY agarهای مقاوم به پرتو، ، اولین مرحله شناسایی باکتری

ها توسط رنگ آمیزی سلول (morphology)شناسیریختبررسی 

های گرم بود و سپس خصوصیات فیزیولوژیک سلول و تست

انجام شد. هم  API 20Eبیوشیمیایی با استفاده از سیستم تجاری 

چنین توانایی استفاده از نشاسته )تولید آمیلاز( با استفاده از 

 محیط نشاسته آگار انجام شد. 

و  PCRبا استفاه از  S rRNA61و تکثير ژن  DNAاستخراج 

 تعيين توالي آن

 یفت و براکلروفرم انجام گر-به روش فنل DNAاستخراج 

 یمرهای، از پراS rRNA21ژن  یرتکث

 Eub 27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCCAG و 

 Eub 1107R 5'-GCTCGTTGCGGGACTTAACC یبرا 

PCR  استفاده شد. واکنشPCR  توسطMaster mix یکون،)آمپل 

 30دقیقه در  9به صورت  یکرولیتریم 20دانمارک( در حجم 

ثانیه در  00بصورت چرخه حرارتی  94، سپس  سلسیوسدرجه 

درجه  05ثانیه در دمای  94،  سلسیوسدرجه  30دمای 

و در  سلسیوسدرجه  72، یک دقیقه و نیم در دمای  سلسیوس

. (0)انجام شد  سلسیوسدرجه  72نهایت یک سیکل پایانی در 

شده بر روی ژل  PCRمیکرولیتر از نمونه  0بعد از انجام واکنش، 

الکتروفورز شدند. در  1kbمارکر درصد به همراه سایز  2آگارز 

 PCR purification Kitتوسط کیت  PCRانتها محصول 

(Bioneer, Korea)   و برای توالی یابی به شرکت خالص شده

Macrogen فرستاده شد.  در کره جنوبی 

 آناليز فيلوژني و رسم درخت فيلوژنتيک

باکتری  16S rRNAبرای رسم درخت فیلوژنتیک، توالی ژن 

های مشابه که در سایر باکتری S rRNA61های ظر با توالیمورد ن

موجود بودند از طریق  GenBank/EMBL/DDBJبانک ژنی 

مقایسه شد  BLASTNبرنامه 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/سپس توالی .) ها با نرم

آنالیز فیلوژنی و رسم درخت  همردیفی شدند. MEGA5افزار 

و  Neighbor-joining phylogenyفیلوژنتیک از طریق روش 

به منظور تخمین قابل  Bootstrapping (1000 replicates)آنالیز 

    .(4) گردیدوابستگی سویه ها انجام اطمینان 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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 یباکتر S rRNA21 ژن یتوال اساس بر یکیلوژنتیف درخت :2شکل  

F1 5kG یژن بانک  در دردسترس یها یتوال ریسا و NCBI نشان که 

 درخت نیا. هاست هیسو ریسا انیم در F1 5kG هیسو تیموقع دهنده

 Bootstrap با و neighbor-joining  تمیالگور اساس بر کیلوژنتیف

values on 1000 replications 

سنجش مقاومت به پرتو گاما و رسم نمودار مقاومت به پرتو براي سوية 

 مقاوم  باکتريايي

 محیط ابتدا باکتری مقاوم جداسازی شده بر روی

 TGY broth  تا فازEarly stationary  کشت داده شدند. سپس

با  pH= 7مولار در  417/4سانتریفیوژ شده و با بافر فسفات پتاسیم 

شستشو داده شدند و دوباره در  سلسیوسدرجه  0سانتریفیوژ در 

تا  CFU 710مولار با  417/4بافر فسفات پتاسیم با همان غلظت 
های ها به نمونهدوباره سوسپانسیون شدند. سپس سوسپانسیون 810

لیتری تقسیم شدند و در دمای اتاق با استفاده از دستگاه میلی 2

در یک سرعت  kGy 30تا  Gy 0از   Co60220گاما سل مدل 
1-kGy/min 00/4های پرتو داده شده پرتودهی گاما شدند. نمونه

میکرولیتر  244منتقل شدند و  شناسیاً به آزمایشگاه میکربسریع

منتقل شده و در دمای  TGYاز هر سوسپانسیون به محیط کشت 

ها روزانه مورد انکوبه شدند. تشکیل کلنی سلسیوسدرجه  94

بررسی قرار گرفتند و در کنار هر کلنی با شرایط مساوی یک نمونه 

قرار داده شد تا بتوانیم  کنترل پرتو داده نشده با همان شرایط

ای جداگانهها را پس از پرتودهی در هر کلنی بطور  تشکیل کلنی

 با خود 
آن کلنی در حالت بدون پرتو مقایسه کنیم. سپس میزان 

 (1) مقایسه شد E. coliمقاومت به پرتو سویه مورد نظر با 

 یدوزها مقابل در F1 5kG یباکتر یبقا نمودار  :1نمودار 

 .گاما پرتو مختلف

 S ژن PCR محصول الکتروفورز ژل  جینتا : 2شکل  

rRNA21پرتو به مقاوم هیسو Kocuria spp. .2،0چاهک :

: 9، 2(، چاهک Fermentase) Ladderی نشانگرمولکول

 : کنترل منفی0، چاهک 1100bpبا اندازه  PCRمحصول 
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 ها: يافته

 جداسازي و شناسايي باکتري مقاوم به پرتو

کلنی  24های جداسازی شده در این مطالعه تعداد باکتری

نظر از  هایی که جداسازی شدندباکتریایی بود و تمام باکتری

. از این مجموعه ایزوله شده، مقاومت به پرتو غربالگری گردیدند

تنها یک سویه باکتریایی زنده باقی ماند و همان سویه به عنوان 

 F1مورد نظر باکتری مقاوم به پرتو در نظر گرفته شد و سوش 

5kGy  نام گذاری شد. نمای ماکروسکوپی باکتری در پتری دیش

  .نشان داد که دارای پیگمان زرد رنگ است TGY agarمحیط 

نشان  F1 5kGyهمچنین نمای میکروسکوپ نوری باکتری 

داد که این باکتری کوکسی گرم مثبت است که بصورت 

و  شناختیتریخبنابراین مشخصات  یا تتراد بود. وسدیپلوکوک

فیزیولوژیک نشان داد که این باکتری گرم مثبت، کوکسی، 

هوازی، غیر متحرک، فاقد اسپور، مزوفیل، اکسیداز منفی، کاتالاز 

مثبت می باشد. هم چنین این سویه توانایی استفاده از قندهای 

 ترهالوز، لاکتوز، رامنوز، فروکتوز، مانوز را دارا می باشد. 

و رسم درخت  16S rRNAالي ژن ، تعيين توPCRنتايج 

 فيلوژنتيک

PCR  16ژنS rRNA  نشان داد که قطعه ژن مورد نظر دارای

(. همچنین تطابق 2)شکلاست  bp 2244ای در حدود اندازه

(Multiple alignment توالی )16S rDNA  باکتری مورد نظر با

نشان داد  NCBIموجود در بانک ژنی  16S rRNAهای سایر توالی

تعلق دارد و دارای درصد  Kocuriaتری مورد نظر به جنس که باک

است. همچنین نتایج رسم درخت  Kocuriaبا  %37 تشابه

ای تواند به عنوان سویهفیلوژنتیک نشان داد که این سویه می

  (.2)شکل  جدید از نظر تاکسونومی قرار گیرد

 F1 5kGنتایج سنجش مقاومت به پرتو گاما برای سویه 

نشان داده شده نمودار مقاومت  2نمودار ه در ک یهمانطور

 0444Gyتا حدود  یاست و مقاومت نسب ینزول F1 5kG یباکتر

 یدوز پرتو تعداد باکتر یزانم یشاز خود نشان داده است. با افزا

 یباکتر ینمقاومت ا یزانوجود م ینبا ا یرو به کاهش است ول ها

با انسان که  سهیمقا در یناست. همچن E. coli یبرابر باکتر 04

 یارمقاومت بس یدارا یباکتر ینکشنده باشد، ا یتواندم Gy 5دوز 

 . (6)است یانسان های نسبت به سلول یادیز

 بحث:

 F1 5kGyمقاوم به پرتو به نام  یمطالعه باکتر یندر ا 

از پرتو گاما مقاوم بود که  Gy 0444شد که به دوز  ییشناسا

به پرتو گاما است. همان  E. coliاز مقاومت  یشتربرابر ب 04حدود 

نشان داده شده است S rRNA 21ژن  یلوژنیف یزکه در آنال یطور

است.  Kocuriaمتعلق به جنس  F1 5kGy یه(، سو2)شکل

آن نشان  یوشیمیاییب یاتسلول و خصوص یزیولوژیف ینهمچن

 یدجد یهسو یکبه عنوان  یستماتیکاز نظر س تواند یداد که م

مقاوم به پرتو از  یدجد های ریزاندامگان یشود. جداساز یمعرف

 یرو سا یونیزان یدر برابر تابش پرتوها یماًکه دا یطمح

 های یباکتر ینحضور ا یراز استمهم  بسیار هستند، ها استرس 

تواند شاخص مناطق پرتوزا در نظر گرفته شود  یمقاوم به پرتو م

 یمولکول های یسممکان ییشناسا ینهدر زم یشترو مطالعات ب

 یافتندر  تواند می ها استرس ینمقاومت به ا یجاددر ا یردرگ

 ینکه در ا ای . منطقه(7)باشد  یدمف ها یباکتر ینا یمنشا تکامل

 خشن و زا استرس یطشد به عنوان مح یبررس مطالعه

 یمطالعه با استفاده از دوزها ین. در اشود یم بندی طبقه 

شد.  ییشناسا یطمح یناز ا یباکتر ترین مختلف پرتو گاما، مقاوم

دارا  یلبه دل یباکتر ینکه ا رسد یبه نظر م یجبا توجه به نتا

 یآنت یستمس یدارا یدازمانند کاتالاز و پراکس هایی یمبودن آنز

. با (0)زنده بماند  یطدر مح تواند یکه م باشد یم یقو اکسیدانی

 یزن یگماناست، وجود پ یگمانپ یدارا یباکتر ینا ینکهتوجه به ا

مقاومت به پرتو است که در  های از راه یگرد یکیبه عنوان 

. (3)مطلب اشاره شده است  ینبه ا یزمحققان ن یرمطالعات سا

خاک منطقه مورد  ینکها یلبه دل رسد یم نظربه  ینهمچن

در این  یج)نتا باشد یم Mn(+2) یوناز  یریمقاد یمطالعه دارا

از  ییبالا یرست مقادقادر ا یباکتر ینمقاله آورده نشده است(، ا

 Mn(+2) یسمکند و از مکان یرهداخل سلول ذخرا در  Mn(+2) یون

dependent ROS scavenging  خود  حیاتاستفاده کند و به

 .  (13)ادامه دهد 

مقاوم به  های یباکتر ییچند مطالعه در مورد شناسا تاکنون

 های آنها از نمونه یاست که تمام یدهبه انجام رس یرانپرتو در ا

در مورد  یاطلاعات کم یول ،( بوده استیاهرامسر )آب س یطیمح

وجود دارد.  یرانا یمناطق پرتوزا یرسا یاییباکتر یستیتنوع ز

 یگرید یمطالعه تلاش شد که مناطق پرتوزا یندر ا ینبنابرا

 ای انجام شود. در مطالعه یستماتیکمطالعه س یکانتخاب شود و 

در دانشگاه تهران  2977و همکاران در سال  Siavoshiکه توسط 
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چشمه آبگرم رامسر  یمنطقه پرتوزا یطیمح های نمونه یبر رو

و  Deinococcus radiodurans یانجام گرفت، باکتر

Deinococcus radiopugnans یندر ا ینشد. همچن یجداساز 

 یجداساز یزن S5و  S4به نام  یگرد یگرم منف یمطالعه دو باکتر

 ای یلهم های یکدام از باکتر یچدو با ه ینصات اشد که مشخ

 . (11)مقاوم به پرتو گزارش شده، منطبق نبود  یگرم منف

 نمونه یبر رو 2955و همکاران در سال  Yazdaniمطالعه  در

شد و  یجداساز یاییخالص باکتر یکلن 94رامسر،  یطیمح های

رفی مع Bacillus spp. WHOمقاوم به پرتو به نام  یهسو یکتنها 

 B. megateriumرا با  یلوژنتیکیف قرابت یشترینگردید که ب

و همکاران در سال  Montero-Calasanaz.  در مطالعة(12)داشت 

 از خاک Geodermatophilusگونه از جنس  9 یا،در اسپان 2429

 ینگردید. هم چن ییشناسا Sahara یابانیخشک منطقه ب های

 انجام یزمقاوم به پرتو ن گرمادوست های یمطالعات در مورد باکتر

و همکاران در  Hanene Bouraoui یکه، بطور(10)شده است 

 یگرمادوست، گرم مثبت و حاو یهسو یکدر تونس  2422سال 

کردند که  یجداساز Saharanرا از چشمه آب گرم  رنگدانه

 یباکتر یننشان داد که ا S rRNA21 یهبر پا یلوژنیمطالعات ف

با  یهمولوژ %30 یاست که دارا Deinococcusمتعلق به جنس 

   . (14) باشد یم یباکتر ینا

با توجه به نتایج این مطالعه و مقاوم بودن سویه جداسازی 

تواند به عنوان کاندیدی مناسب شده به پرتو گاما، این سویه می

ای بکار های هسته( زبالهBioremediationبرای پاکسازی زیستی )

های اخیر نشان داده . همچنین مطالعات سال(11)برده شود. 

های مهم دخیل در فرایند مقاومت به پرتو را توان ژناست که می

بیان نمود و پروتئین آنها را بصورت نوترکیب  کلون و E. coliدر 

تهیه نموده و به عنوان یک ترکیب ضد پرتو استفاده کرد. هنوز 

   .(16) باشد مطالعات در این زمینه در حد آزمایشگاهی می

 تشکر و قدرداني 

های آقای ناصر ناصری به خاطر در اینجا لازم است از تلاش

های خاک تشکر گردد. همچنین نویسندگان این آوری نمونهجمع

 مقاله از زحمات آقای امیر میرزایی برای کمک در تشخیص

 .کنندها تشکر میمولکولی باکتری
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