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 چکیده

ثیـتش  ّباًؼبى ٍ ػلاهت صیؼت‌ثش هحیظ ثبس‌صیبى اثشات ثبلا ٍ پبیذاسی دلیل‌ثًِفتی ّبی  ّبی عجیؼی تَػظ آلایٌذُ آلَدگی اکَػیؼتن    

 آلَدُ ّبیهحیظ اكلاح هٌظَس‌ثِ حشاستی ٍ صیؼت پبلایی ؿیویبیی، فیضیكی، هتؼذد ّبیفتِ اػت. اهشٍصُ اص سٍؽتَخِ قشاس گش هَسد

ّبی آلَدُ ٍ  هٌظَس احیبی هدذد هكبى ‌سیضخبًذاساى عجیؼی ٍ یب تشاسیخت ثِی اػتفبدُ اص  ثش پبیِ صیؼت پبلایی  یٍسبفٌؿَد. اػتفبدُ هی

هٌظَس خذاػبصی ٍ ‌فٌی پلذختش ثِثشداسی اص خبک ٍ آة آلَدُ هٌغقِ تٌگدس ایي پظٍّؾ ًوًَِ .تصیؼت اػتَاس اػ ‌حفبظت اص هحیظ

ّبی کـتّب پغ اص اًتقبل ثِ آصهبیـگبُ سٍی هحیظًوًَِ. كَست گشفت ًفتی تشکیجبت کٌٌذُ‌تدضیِ ّبی ثَهی ؿٌبػبیی ثبکتشی

 -فٌَتیپی  خلَكیبت ّبی ثبکتشیبیی ثشاػبعػبصی، خذایِ‌قثؼذ اص خبلکـت گشدیذًذ.  2xYTٍ ًَتشیٌت آگبس، ًَتشیٌت ثشاث 

 ،Pseudomonas aeruginosa، Acinetobacter juniiّبی ػٌَاى گًَِ‌ثِ 16SrDNAطى  یبثی ثخـی اص ًبحیِتَالی ٍ ثیَؿیویبیی

Acinetobacter baumannii، Delftia tsuruhatensis، Sphingobacterium multivorum ،Stenotrophomonas acidaminiphila ،
Comamonas koreensis ِفَس ٍ حشکت ٍّبی ثبکتشیبیی اص ًظش فبکتَسّبی تـكیل ثیَفیلن، تَلیذ ػیذسؿٌبػبیی ؿذًذ. ّوچٌیي خذای

 Pseudomonasثیـتشیي هیضاى تـكیل ثیَفیلن ٍ حشکت اػَاسهیٌگ هشثَط ثِ گًَِ اػَاسهیٌگ هَسد ثشسػی قشاس گشفتٌذ، کِ 

aeruginosa دس ایي تحقیق ثشای ًخؼتیي ثبس ثبکتشیثَد . Comamonas koreensis ِکٌٌذُ ًفت هؼشفی گشدیذ.‌ػٌَاى تدضیِ‌ث 

 

 ، ثیَفیلنPseudomonas aeruginosaتشکیجبت ًفتی، صیؼت پبلایی، ثبکتشی،  های کلیدی:واشه
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 هقذهِ

 پبلایٌذُ یک ٍ عجیؼت اسصؿوٌذ ٍ هْن هٌبثغ اص یكی خبک

 اهشٍصُ ٍسٍد تشکیجبت اهب. دؿَ هی هحؼَة عجیؼی

 Polycyclic Aromaticای ) ّبی آسٍهبتیک چٌذحلقِ ّیذسٍکشثي

Hydrocarbons ًٍقل،‌حول اػتخشاج، اثش دس صیؼت‌( ثِ هحیظ 

خبک ٍ هٌبثغ  آلَدگی ػجت ًبدسػت اػتفبدُ یب ػبصی‌رخیشُ

صا ثَدى ‌ػلت ػویت ٍ ػشعبى‌ثِاص عشفی دیگش . ؿذُ اػت آثی

 اًؼبى غزایی چشخِ ثِ ّبآى ٍ اهكبى ٍسٍد ّب‌ایي آلایٌذُ

 اهشی آلَدُ ّبی خبک اكلاح هؼتقین،كَست هؼتقین ٍ غیشِ‌ث

 ,.Ebrahimi et al) ّوكبساى ٍ اثشاّیوی ثبؿذهی ضشٍسی

داسای  ای حلقِّبی آسٍهبتیک چٌذ ّیذسٍکشثي تشکیجبت (.2013

ب تپثبؿٌذ قبثل تدضیِ هیپزیشی، تب غیش‌ت هختلفی اص تدضیِدسخب
صیؼت تخشیجی ایي تشکیجبت (. Thapa et al., 2012) ٍ ّوكبساى

ٍ  تبیگیّب داسد فیضیكی آى حبلت ٍ ؿیویبیی ػبختبس ثِ ثؼتگی

 اًذاصُ دس افضایؾ کِ‌عَسی‌ثِ(. Tyagi et al., 2011) ّوكبساى

 خبكیت افضایؾ ثِ هٌدش ّبی آسٍهبتیک(هَلكَلی )تؼذاد حلقِ

 .ؿَدّب هیٍ پبیذاسی ثبلای آى الكتشٍؿیویبیی ثجبت گشیضی،‌آة

تثجیت خبک، تخشیت  ؿیویبیی، فیضیكی، هتؼذد ّبیسٍؽ

هَسد اػتفبدُ قشاس  آلَدُ ّبیخبک اكلاح حشاستی ٍ صیؼتی ثشای

 تكٌَلَطی یک ّب، سٍؽ صیؼتیاص هیبى ایي سٍؽ گیشد.هی

 حزف ثشای صیؼت‌هحیظ ثب ػبصگبس ٍ كشفِ ثِ هقشٍى ًؼجتبً

ٍ  ػبلاًیتشٍ ثبؿذ‌هی آلَدُ ّبی خبک دس تیّبی ًف ّیذسٍکشثي

 ,.Salanitro et al)ٍ ّوكبساى تپب  ؛ٍ ّوكبساى هبدًٍَ ؛ّوكبساى

2009; Madueno et al., 2011; Thapa et al., 2012.) ایي 

 ثبکتشیبیی ثَهی هخلَط تقَیت هیكشٍفلَس یب ثش هتكی تكٌَلَطی

 هَسدًظش تفؼبلی اًدبم ثِ قبدس ثبؿذ، کِهی آلَدُ ّبی هكبى

 ,.Kumar et al) ٍ ّوكبساىکَهبس  آًضیوی سایٌذّبی ّؼتٌذ

 ضشستش‌ثی هحلَلات ثِ سا ّب بیٌذُعشیق ف اص ّب ثبکتشی (.2011

 ّش (.Mohite et al., 2010) ٍ ّوكبساىهَّیتی  کٌٌذ هی تجذیل

 اػت هوكي اهب داسًذ ٍخَد آلَدُ ّبی خبک ّب دس ثبکتشی چٌذ

ثبیذ  ثٌبثشایي ًجبؿذ، هٌبػت صیؼتی اكلاح ثشای ّبخوؼیت آى

ؿَد  تحشیک آًْب فؼبلیت خوؼیت ثبکتشیبیی خبک تقَیت ٍ

 ثیَلَطیكی، تدضیِ سٍؽ دس ّوچٌیي (.2011)ٍ ّوكبساى کَهبس 

 ثِ خبف، گًَِ خبی یک‌ثِ ثبکتشیبیی گًَِ چٌذیي اص اػتفبدُ

 سػَثبت هَخَد دس ّب ّیذسٍکشثي تخشیت تَخْی قبثل عَس

 ,.Dellanno et al) ٍ ّوكبساىدلاًَ دادُ اػت  ایؾافض سا دسیبیی

2012) . 

،  Pseudomonasییّبی ثبکتشیب خٌغ

Sphingomonas،Ochrobactrium  ،Stenotrophomonas ،
Bacillus ،Corynebacterium ،Staphylococcus ،

Streptococcus ،Flavobacterium ،Klebsiella ،
Escherichia ،Acinetobacter ،Alcaligenes ،Enterobacter ،

Rhodococcus ٍ Micrococcus ّبی هختلف ثِ دس پظٍّؾ

 ای ّبی آسٍهبتیک چٌذ حلقِ کٌٌذگبى ّیذسٍکشثيػٌَاى تدضیِ

ّبی هحیغی ثبکتشی دس پبػخ ثِ تٌؾ اًذ. ػلَل‌هؼشفی ؿذُ

ٍ هَاد ػوی تـكیل  pHهبًٌذ خـكی، کوجَد اکؼیظى، دهب، 

 ,.Van Hammet et al) اىٍ ّوكبس تٍاى ّو  ثیَفیلن هی دّذ

ثِ دلیل   ّبی ثبکتشی دس ػبختبسّبی ثیَفیلن ػلَل(. 2003

افضایؾ تَاى ثقبی ثبکتشی تحت ؿشایظ تٌؾ ٍ داسا ثَدى هقذاس 

ثبلای ثیَهبع هیكشٍثی ثشای صیؼت پبلایی هٌبػت ؿٌبختِ 

اًذ ٍ ثب گزؿت صهبى ًؼجت ثِ هَاد ػوی هَخَد دس هحیظ  ؿذُ

ٍ داع کٌٌذ  ّب سا پیذا هی تثجیت آلایٌذُتش ٍ تَاًبیی  هقبٍم

علایی ٍ ّوكبساى دس ػبل  (.Das et al., 2012) ّوكبساى

ّبی هٌبعق هختلف آلَدُ ثِ  گًَِ ثبکتشی اص خبک 14، 1388

 .P ّبی ثبکتشی، اػتشیي ًفت ؿٌبػبیی کشدًذ. دس ثیي خذایِ

aeroginosa  دسكذی اص خَد ًـبى  89تَاًبیی تدضیِ صیؼتی

ّب، قبدس ثِ ایدبد  چٌیي هـخق ؿذ کلیِ خذایِداد. ّو

علایی ) ّؼتٌذ  (تشکیجبت صیؼت فؼبل ػغحی )ثیَػَسفكتبًت

 (. 1388، ٍ ّوكبساى

ّذف اص ایي هغبلؼِ خذاػبصی، ؿٌبػبیی ٍ هؼشفی     

کٌٌذُ تشکیجبت ًفتی اص هٌغقِ پلذختش ّبی ثَهی تدضیِ ثبکتشی

بکتَسّبی هَثش ثشسػی ف دس پبکؼبصی هٌبعق آلَدُ ٍ ّوچٌیي

ّب دس تدضیِ تشکیجبت ًفتی دس افضایؾ تَاًبیی ایي ثبکتشی

 ثبؿذ. هی

 

 هواد و روش

 برداری و جداسازی باکتری‌نوونه

اص خبک صساػی، آة ٍ لدي  1391ثشداسی دس تبثؼتبى ًوًَِ 

پلذختش كَست  هٌغقِ ًفت خبًِ ؿشکتًفتی اعشاف تلوجِ

ثؼذ اص تْیِ ػشی سقت،  ّب ثِ آصهبیـگبُ هٌتقل ًٍوًَِ. گشفت

کـت گشدیذ  NA ،NB  ٍ2xYTّبی ‌کـت‌ثش سٍی هحیظ

. ػپغ (Sambrook et al., 2001) ٍ ّوكبساىػبهجشٍک 

ػبصی ثش سٍی ّبی ثبکتشی خذاػبصی ٍ ثؼذ اص خبلق‌پشگٌِ

 -80دسكذ دس دهبی  20دسٍى گلیؼشٍل  NAکـت هحیظ

  (.1391، خَاّشی ٍ ّوكبساى)ًگْذاسی گشدیذ 

 

 با SSM کشتهحیط با استفاده از ها گری باکتریغربال

  سفید نفت درصد 5/2 جایگسینی

سٍی  ّبی ثبکتشیهٌظَس غشثبلگشی اٍلیِ، خذایِ‌ثِ

ثب   SSM (Standard Succinate Medium)کـت‌هحیظ
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ػٌَاى ‌دسكذ ًفت ػفیذ ثب ػَکؼیٌیک اػیذ ثِ 5/2خبیگضیٌی 

 Meyer and) هبیش ٍ ػجذالِکـت گشدیذًذ  هٌجغ کشثي

Abdallah, 1978 .)داسای قبثلیت سؿذ ثش سٍی  ّبیی ثبکتشی

 ، هَسد ؿٌبػبیی قشاس گشفتٌذ.SSMکـت هحیظ

ّب ثب اػتفبدُ اص خلَكیبت فٌَتیپی، ؿٌبػبیی ثبکتشی    

ّبیی خذایِ ثبکتشیبیی 16S rDNA طى یبثی ثیَؿیویبیی ٍ تَالی

ػٌَاى ‌سا داؿتٌذ، ثِ SSMکـت کِ تَاًبیی سؿذ سٍی هحیظ

ّبی فٌَتیپی ٍ ثیَؿیویبیی ثشاػبع ًوبیٌذُ اًتخبة ٍ آصهَى

 ;Kovacs, 1956) ٍ ّوكبساى ؿبد ؛پشػلی ٍ فْی ؛کَاکغسٍؽ 

Fahy and Parsley, 1983; Schaad et al., 2001  ) ّب سٍی آى

ّبی اًدبم ؿذُ ؿبهل گشم، اکؼیذاص، آصهَى. اًدبم گشدیذ

 ي، تَلیذ اػیذ اص گلَکض،اص ػیؼتئی H2Sتَلیذ  ،O/F کبتبلاص،

 ثبؿذ.ٍ طلاتیي هی 20تَئیي  ّیذسٍلیض لَاى ٍ

ظ ـــــّب تَػحت تـخیق خذایِــــهٌظَس ك‌ثِ    

ٌذُ ـــػٌَاى ًوبی‌ّبی اًدبم ؿذُ، ّفت خذایِ ثِ‌آصهَى

ی ـــبصگشّبی ػوَهـــفبدُ اص آغـــذ ٍ ثب اػتــــخبة ؿـــاًت

-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-’5ّبی )شادفـــثب ت

3’)16s- fDI  ( ٍ5’- ACGGCTACCTTGTTACGACT -

3’ )16s- rP2  ای اص ًبحیِ ٍ ّوكبساى، قغؼِ ٍیؼجَسگثِ سٍؽ

16SrDNA  ّوكبساى  ٍیؼجَسگتكثیش گشدیذ ٍ(Weisburg et 

al., 1991).  ُتكثیش دس دػتگبPCR ( هذلBiometra, 

Germany)  ثب ثشًبهِ حشاستیºC‌94 30، پٌح دقیقِ، یک چشخِ؛ 

 ºC‌72ثبًیِ ٍ  30هذت ‌ثِ ºC‌62ثبًیِ،  30هذت ‌ثِ ºC‌94چشخِ 

دقیقِ دس  10هذت ‌دقیقِ؛ ّوچٌیي ػٌتض ًْبیی ثِ 2هذت ‌ثِ

ºC‌72  كَست گشفت. هَاد ٍ هقذاس هَسد اػتفبدُ ثشای ٍاکٌؾ

PCR :هیكشٍلیتش ثبفش ٍاک 5/2، ؿبهل( ٌؾPCR buffer 10X ،)

 dNTPsهیكشٍلیتش  MgCl2 (2/5mM ،)5/0هیكشٍلیتش  5/1

(10mM ،)25/0 هیكشٍلیتشTaq DNA polymerase (10U/ 

µl ،)1 (  10هیكشٍلیتش آغبصگش سفتµM ،)1  هیكشٍلیتش آغبصگش

آة  هیكشٍلیتش DNA  ٍ25/15هیكشٍلیتش  3(، 10µMثشگـت )

تَػظ   16S rDNAًبحیِ یبثی ػتشٍى. پغ اص تكثیش ٍ تَالی

ّبی حبكل دس ثشًبهِ داًوبسک، تَالی ؿشکت کپٌْبگي

BLASTn  ُهَخَد دس پبیگبNCBI .هَسد ثشسػی قشاس گشفت 

 

 های باکتریایی در تشکیل بیوفیلنبررسی توانایی جدایه

خْت ثشسػی کوی ٍ کیفی تـكیل ثیَفیلن اص سٍؽ هیكشٍپلیت 

(. اثتذا خوؼیت George,  2011) خَسجالیضا اػتفبدُ گشدیذ 

cfu/ml‌1010  ػبػتِ تْیِ گشدیذ. هیضاى  24ثبکتشیبیی اص کـت

ّبی پلیت الیضا دسٍى چبّک LBکـت هیكشٍلیتش اص هحیظ 100

هیكشٍلیتش اص ػَػپبًؼیَى  10سیختِ ؿذ، ػپغ هیضاى 

شیبیی ثِ دسٍى ّش چبّک حبٍی ّبی هختلف ثبکت‌خذایِ

سٍی ؿیكش قشاس دادُ ػبػت  24کـت اضبفِ ٍ ثِ هذت ‌هحیظ

 1ؿذ. ثؼذ اص اًكَثبػیَى ثب اػتفبدُ اص هحلَل کشیؼتبل ٍیَلِ 

(. 2011،  خَسج) دسكذ تـكیل ثیَفیلن هَسد ثشسػی قشاس گشفت

 30اػتیکاػیذ ‌ػٌدؾ کوی ثیَفیلن اص هحلَل ّوچٌیي ثشای 

ًبًَهتش اػتفبدُ گشدیذ. اص ّش خذایِ  550دسكذ دس عَل هَج 

 ver.9 SASس اػتفبدُ ؿذ ٍ تَػظ ًشم افضاس ثبکتشیبیی ػِ تكشا

 تحلیل آهبسی قشاس گشفت.ٍ‌ًتبیح هَسد تدضیِ

 

 باکتریایی های سویه توسط سیدروفور تولید بررسی

 ّبی ػَیِ تَػظ ػیذسٍفَس تَلیذ کیفی اسصیبثی هٌظَس‌ثِ

 آگبس( CAS) ػَلفًَبت-آصٍسٍل کشٍم آصهَى اص ثبکتشیبیی

. (Silva-Stenico et al., 2005)ٍ ّوكبساى ا ػیلَؿذ  اػتفبدُ

ػَػپبًؼیَى  اص لیتش هیكشٍ 20 کـت،پغ اص تْیِ هحیظ

cfu/ml 108 تـتک  هشکض دس گزاسی قغشُ سٍؽ ثِ ثبکتشی ّش

 دس سٍص 5 هذت‌ ثِ ّبی پتشیػپغ تـتک ٍ قشاس دادُ ؿذ پتشی

 تغییش. ؿذًذ اًكَثبػیَى ػبًتیگشاد ی دسخِ 28 دهبی ٍ تبسیكی

 ،(صسد) سٍؿي ًبسًدی ثِ تیشُ  آثی اص کـت‌هحیظ سًگ

 . ثَد ثبکتشیبیی ّبی ػَیِ تَػظ ػیذسٍفَس تَلیذ ی دٌّذُ ًـبى

 

 حرکت اسوارهینگ باکتریآزهوى 

 NBکـت ّب دس هحیظثشای اًدبم آصهَى اػَاسهیٌگ، خذایِ

ػبػت کـت گشدیذًذ. پغ اص سػَة دادى  24هذت ‌ثِ

سیذّبی خبسج ػبکب‌هٌظَس حزف پلی‌ّبی ثبکتشی، ثِ‌ػلَل

اػتفبدُ ؿذ. ػِ هشتجِ سػَة ثبکتشی دسٍى  PBSػلَلی اص ثبفش 

دقیقِ ثب ػشػت  4هذت ‌حل ٍ ػپغ ّش هشتجِ ثِ PBSثبفش 

دٍس دس دقیقِ ػبًتشیفیَط ؿذ. دس ًْبیت ػَػپبًؼیَى  5000

هتشی ثِ ‌هیلی 6ّبی کبغزی  ثبکتشی تْیِ ٍ دیؼک

شی حبٍی پت ػَػپبًؼیَى ثبکتشی آغـتِ ٍ دس ٍػظ تـتک

هحیظ غزایی ثب آگبس یک دسكذ دس ػِ تكشاس قشاس دادُ ؿذ ٍ 

گیشی ؿذ. ًتبیح هذت یک ّفتِ اًذاصُ‌هیضاى تحشک ثبکتشی ثِ

هَسد  ver.9 SASافضاس ‌اًذاصُ قغش حشکت ثبکتشی تَػظ ًشم

 (.1391، ٍ ّوكبساى خَاّشی) آهبسی قشاس گشفت. تحلیلٍ  تدضیِ

 

 نتایج و بحث

ثشای  ساّكبس ثْتشیيتشیي ٍ  اقتلبدی ،تشیيُ تٌَع هیكشٍثی ػبد

ّبی هحیغی ٍ کوک ثِ تدضیِ صیؼتی تشکیجبت  لَدگیآکبّؾ 

سٍؿی اػت کِ اص  "صیؼت پبلایی" کٌذ. پیـٌْبد هی ًفتی

تَاًبیی هَخَدات صًذُ خْت افضایؾ هیضاى ٍ ػشػت تخشیت 

کٌذ ٍ یک اثضاس هْن خْت کبّؾ  ّب اػتفبدُ هی آلایٌذُ
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اكلی  ّبی مهیكشٍاسگبًیضثبؿذ.  صیؼت هی‌حیظّبی ه آلَدگی

تبکٌَى  .ّؼتٌذ ّب ذقبس ّب ٍ کخلج ّب، یثبکتشل ؿبه خبک

 کِ قبدس ثِ اًذ،هتٌَػی ؿٌبػبیی ؿذُی یّبی ثبکتشیب خٌغ

صاًگ ٍ ثبؿٌذ هی ًفتیسًح ٍػیؼی اص تشکیجبت  تدضیِ ٍ تغییش
 بییی ثبکتشیّبهیكشٍاسگبًیضم(. Zhang and Qiao, 2002) کیباٍ

اص عشیق فشایٌذّبی هختلف قبدس ثِ تدضیِ ٍ اػتفبدُ اص 

ّبی آلَدُ ًیبصهٌذ هغبلؼِ اكلاح خبک آلایٌذّبی ًفتی ّؼتٌذ.

ّب دس هحیظ ٍ تؼییي تَاًبیی تٌَع هیكشٍاسگبًیؼن

ّب دس تدضیِ آلایٌذّبی ّب هختلف ٍ تؼبهل آىهیكشاسگبًیؼن

ِ ثیَلَطیكی، ًفتی اػت. اص فبکتَسّبی کلیذی دس فشایٌذ تدضی

ثبؿذ، ٍخَد یک خوؼیت هیكشٍثی ػبصگبس ثب ؿشایظ هحیغی هی

کِ تَاًبیی تدضیِ ٍ اػتفبدُ اص تشکیجبت ًفتی سا داؿتِ ثبؿٌذ. 

 اص ًفتی تشکیجبت کٌٌذُتدضیِ ّبی ثبکتشی پظٍّؾ ایي دس

 ٍ خذاػبصی آلَدُ ؿشکت ًفت هٌغقِ پلذختش ّبی خبک

تَلیذ  ـكیل ثیَفیلن،فبکتَسّبی ت ّوچٌیي ٍ ؿذًذ ؿٌبػبیی

حشکت اػَاسهیٌگ کِ ػجت افضایؾ ثقب ٍ کبسایی  ٍ ػیذسٍفَس

ؿًَذ، هَسد ثشسػی قشاس ّب دس تدضیِ ایي تشکیجبت هیثبکتشی

ّبی هختلف ثبکتشیبیی دس ایي هغبلؼِ ًـبى ٍخَد گًَِ گشفت.

داد کِ خوؼیت هیكشٍثی خبک هٌغقِ اص تٌَع هٌبػجی 

ػٌَاى یک ‌تَاًذ ثِیي تٌَع ثبلای هیكشٍثی هیثشخَسداس اػت. ا

فبکتَس هٌبػت دس تدضیِ آلایٌذّبی ًفتی هٌغقِ هَسد اػتفبدُ 

ثشداسی اص ًَع قشاس گیشد. ثبفت خبک هٌغقِ هَسد ًوًَِ

 دسكذ ثَد.443/1ؿٌی ٍ هیضاى هبدُ آلی آى ‌لَهی

 

 SSM  کشتهحیط با استفاده از ها غربالگری باکتری

ّبی خبک، آة ٍ لدي ّب اص ًوًَِیِ ثبکتشیدس خذاػبصی اٍل

خذایِ ثبکتشی خذاػبصی  74آلَدُ ثِ تشکیجبت ًفتی تؼذاد 

کٌٌذُ ٍ یب هتحول ّبی تدضیِهٌظَس خذاػبصی ثبکتشی‌گشدیذ. ثِ

دسكذ  5/2حبٍی  SSMکـت ثِ تشکیجبت ًفتی، سٍی هحیظ

ػٌَاى هٌجغ کشثي کـت گشدیذ. دس ًْبیت تؼذاد ‌ًفت ػفیذ ثِ

سا داؿتٌذ،  SSMکـت ذایِ کِ تَاًبیی سؿذ سٍی هحیظخ 10

 اًتخبة ٍ هَسد ؿٌبػبیی قشاس گشفتٌذ. 

 

یابی بررسی خصوصیات فنوتیپی، بیوشیویایی و توالی

 باکتریایی  16S rDNA ناحیه شى

خذایِ اص لحبػ خلَكیبت فٌَتیپی ٍ ثیَؿیویبیی  10تؼذاد 

ِ ثِ ایي  ّب ثب تَخهَسد ثشسػی قشاس گشفتٌذ. ایي خذایِ

خلَكیبت دس ّفت گشٍُ قشاس گشفتٌذ. اص ّش گشٍُ یک خذایِ 

خفت ثبصی اص ًبحیِ  1500ػٌَاى ًوبیٌذُ اًتخبة ٍ تشادف ‌ثِ

16S rDNA  16ثب اػتفبدُ اص آغبصگشّبیs-FDI  ٍ16s-rP2 

 (. 1تكثیش ؿذ )ؿكل 

یبثی ٍ ثلاػت کشدى ًبحیِ تكثیش ؿذُ دس پغ اص تكثیش، تَالی    

ّبی ٍ ّوچٌیي ثب تَخِ ثِ ًتبیح آصهَى NCBIای ادُپبیگبُ د

 (.1ّب ؿٌبػبیی ؿذًذ )خذٍل فٌَتیپی ٍ ثیَؿیویبیی خذایِ

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 خفت ثبصی 3000ّبی ًوبیٌذُ. هبسکش  دس اػتشیي rP2/16s-FDIحبكل اص اػتفبدُ خفت آغبصگش  PCRهحلَل  : 1ؿكل 
Fig. 1: PCR product of 16s-FDI/16s-rP2  primer pairs in Representative strains. Marker 3000 bp 

1: Acinetobacter baumannii  ، 2: Stenotrophomonas acidaminiphila, 3: Pseudomonas aeruginosa ,4: Acinetobacter junii, 

5: Delftia tsuruhatensis, 6: Comamonas koreensis, 7: Sphingobacterium multivorum 
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 ّبی خذاػبصی ؿذُ اص هٌبعق آلَدُ ثِ تشکیجبت ًفتی ّبی فٌَتیپی ٍ ثیَؿیویبیی ثبکتشی: ًتبیح آصهَى1خذٍل 

Table 1: result of phenotypic and biochemical tests of bacteria isolated from petroleum-contaminated regions 

 گشم
َّاصی 

 اخجبسی

َّاصی ثی

 اختیبسی
 لَاى اص ػیؼتئیي H2Sتَلیذ  بلاصکبت اکؼیذاص

 ّیذسٍلیض

 20تَئیي 

تَلیذ اػیذ اص 

 گلَکضدی

ّیذسٍلیض 

 طلاتیي

تَلیذ 

 ػیذسٍفَس
 ّبی ثبکتشیبییخذایِ

Gram Oxidative 
Oxidative 

and 

fermantative 
Oxidase Catalase  H2S

Production from Cysteine Levan 
Tween – 

80 

hydrolsis 

Acid 

production 

from D-

glucose 

 

Gelatin 

hydrolysis 
Siderophore 

production Bacterial isolates 

- + - + + - - + + + + 
Pseudomonas 

aeruginosa 

- + - - + + - + + - + 
Acinetobacter 

baumannii 
- + - - + - - + - - + Acinetobacter junii 

- + - + + - - - + - - 
Sphingobacterium 

multivorum 
- + - + + + - + + - + Delftia tsuruhatensis 

- + - + + - - + + - - 
Comamonas 

koreensis 
- + - + + - - + + - - 

Stenotrophomonas 

acidaminiphila 
 



 ...های تجسیه کننده نفت از هناطق آلودهشناسایی باکتری

11 

  های باکتریایی در تشکیل بیوفیلنبررسی توانایی جدایه

اص سٍؽ ّب هٌظَس اسصیبثی هیضاى تـكیل ثیَفیلن تَػظ خذایِ‌ثِ

آهیضی ثب اػتفبدُ ‌هیكشٍپلیت الیضا اػتفبدُ ؿذ. اثتذا ثؼذ اص سًگ

اص هیكشٍػكَح ًَسی ػبختبس ثیَفیلن هَسد اسصیبثی قشاس گشفت 

داسای  P. aeruginosa(. ػبختبس ثیَفیلن دس ثبکتشی 2)ؿكل 

 ثیـتشیي هیضاى تشاکن ٍ گؼتشؽ ثَد.

 

 
 

 
 Pseudomonas. ثبکتشی Aتَػظ هیكشٍػكَح ًَسی دس سٍؽ هیكشٍپلیت الیضا.  هـبّذُ ػبختبس ثیَفیلن ثبکتشیبیی :2ؿكل 

aeruginosa .Bثبکتشی . Comamonas koreensis 
Fig. 2: Observed by optical microscopy structure of bacterial biofilm in microplate ELISA method. A. Pseudomonas 

aeruginosa B. Comamonas koreensis 
 

ّب دس تـكیل هٌظَس اسصیبثی کوی هیضاى تَاًبیی خذایِ‌ػپغ ثِ

ًبًَهتش  550دسكذ دس عَل هَج  30ثیَفیلن اص اػیذاػتیک 

ّبی هَسد ّب دس ثیي گًَِاػتفبدُ ؿذ. ثب هقبیؼِ هیبًگیي

ثیـتشیي هیضاى تَاًبیی تـكیل  P. aeruginosaاػتفبدُ، گًَِ 

کوتشیي هیضاى  C. koreensisثیَفیلن سا داسا ثَد. ّوچٌیي گًَِ 

 (. 1تـكیل ثیَفیلن سا ًـبى داد )ًوَداس 

 
 ًبًَهتش 550ّبی ثبکتشیبیی دس عَل هَج  هیضاى تـكیل ثیَفیلن خذایِهقبیؼِ کوی : 3 ؿكل

Fig. 3: Quantitative comparison of amount biofilm formation in bacterial isolates wavelength of 550 nm 
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 حرکت اسوارهینگ باکتریى آزهو

یک  NAّب اص هحیظ دس ثشسػی هیضاى حشکت اػَاسهیٌگ خذایِ

ّب اص ًظش ػشػت تحشک ٍ ًحَُ دسكذ اػتفبدُ گشدیذ. خذایِ

کِ اؿكبل هختلفی اص ‌عَسی‌حشکت ثب ّن تفبٍت داؿتٌذ، ثِ

 (.3تحشک سا ًـبى دادًذ )ؿكل 

 

هیضاى ّب ثیـتشیي ٍ کوتشیي ّوچٌیي ثب هقبیؼِ هیبًگیي

 .Pّبی تشتیت هشثَط ثِ خذایِ‌ّب ثِتحشک دس ثیي خذایِ

auroginosa   ٍA. baumannii  (. 2ثَد )ًوَداس 

 

 

 
 A .Pseudomonas aeruginosa  .B .Acinetobacter baumanniiیک دسكذ.  NAسٍی هحیظ حشکت اػَاسهیٌگ ثبکتشیبیی  :4ؿكل 

Fig. 4. Swarming bacteria motility in NA medium 0/01. A. Pseudomonas aeruginosa  B. Acinetobacter baumannii 
 

 

 

 
 هتش( یک دسكذ )هیلی NAکـت ‌ّبی ثبکتشیبیی ثش سٍی هحیظ : هقبیؼِ هیبًگیي اًذاصُ قغش حشکت اػَاسهیٌگ خذای5ِ ؿكل

Fig. 5: Mean comparison diameter swarming motility of bacteria isolates in NA medium 0/01 (mm) 
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ّبی صیؼت ػبلن ٍ پبیذاس، حزف آلَدگیهٌظَس داؿتي هحیظ‌ثِ

ًفتی اص هٌبثغ آثی ٍ خبک آلَدُ یک اهش ضشٍسی اػت. یكی اص 

ثش ٍ کبسآهذ دس ایي صهیٌِ اػتفبدُ اص ؤّبی هسٍؽ

 ّبی ثبؿذ. ثبکتشیّب هیخلَف ثبکتشیِ‌ّب، ثهیكشٍاسگبًیؼن

ّبی پیؾ خذاػبصی ٍ اص ػبل ،تشکیجبت ًفتی  کٌٌذُ تدضیِ

 خٌغ 79 اخیش ّبیثشسػی کِ دس‌عَسی‌ثِ اًذ.ؿٌبػبیی ؿذُ

 هٌجغ ػٌَاى‌ثِ ّب ثبکتشیبیی ثب قبثلیت اػتفبدُ اص ّیذسٍکشثي

 ,.Head et al) ٍ ّوكبساى ّیذ اػت  ؿذُ ؿٌبختِ اًشطی ٍ کشثي

 Pseudomonasثبکتشیبیی ّبی گًَِدس پظٍّؾ حبضش  (.2006

aeruginosa ،Acinetobacter baumannii ،Acinetobacter 

junii ،Delftia tsuruhatensis ،Sphingobacterium 

multivorum ،Stenotrophomonas acidaminiphila ٍ 
Comamonas koreensis  ؿٌبػبیی ؿذًذ، کِ دس ایي هیبى فقظ

هشثَط ثِ ًوًَِ لدي ثَد.  دس  Acinetobacter baumanniiگًَِ 

ػٌَاى تَاًوٌذتشیي ‌ثِ ػَدٍهًَبعّبی خٌغ ِایي ثیي گًَ

اًذ. ّبی ثبکتشیبیی دس تدضیِ تشکیجبت ًفتی هؼشفی ؿذُگًَِ

تَاًبیی ػبصگبسی ثبلای ایي خٌغ دس اغلت ؿشایظ هحیغی 

تَاًذ ػلت غبلجیت آى دس اغلت هٌبعق آلَدُ ثِ تشکیجبت ‌هی

ى ػٌَا‌ثِ P. aeruginosaّب گًَِ ثبؿذ. دس اکثش پظٍّؾًفتی 

 ؛ٍ ّوكبساى ًَسیِکٌٌذُ تشکیجبت ًفتی گضاسؽ ؿذُ اػت ‌تدضیِ
 ؛ٍ ّوكبساى حوضُ ؛ٍ ّوكبساى کفیلضادُ ؛ٍ ّوكبساى یبساحوذی

ٍ  هب هبًذسی ٍ لیي، ٍ ّوكبساى؛ ػشکَیش ؛ٍ ّوكبساى ػؼیذی

 ;Noriyeh et al., 2009; Yarahmadi et al., 2012) ّوكبساى

Kafilzadeh et al., 2012; Saeedi et al., 2013; ؛Hamzeh et 

al., 2013; Cerqueira et al., 2011; Mandri and Lin, 2007; 

Ma et al., 2006.) تش، ثٌضىقبثلیت اػتفبدُ اص تَلَئي، آػفبلتي- 

 .Aػٌَاى هٌجغ کشثي ٍ اًشطی تَػظ ثبکتشی ‌دکبى ثِالكل ٍ ّگضا

baumannii ِػلت ‌ثِ اثجبت سػیذُ اػت، کِ ایي تَاًبیی ث

کٌٌذُ ّگضا دکبى اػت. ‌ؿتي پلاػویذّبی کبتبثَلیک ٍ تدضیِدا

ًبکبسا ّبی هحققیٌی ًظیش کَسدا ٍ ّوكبساى، کَهبکیدس پظٍّؾ

ٍ ّوكبساى ایي ثبکتشی  هغبًلٍَ ّوكبساى، ًبکبهَسا ٍ ّوكبساى ٍ 

ػٌَاى تدضیِ کٌٌذُ آلایٌذّبی ًفتی خذاػبصی ٍ ؿٌبػبیی ‌ثِ

 ؛ٍ ّوكبساىهغبًلَ ت داسد ؿذُ اػت، کِ ثب تحقیق حبضش هغبثق
ٍ ّوكبساى  کَسدا؛ ٍ ّوكبساىکَسدا، ًبکبهَسا  ؛ًبکبهَسا-کَهَکبی

(Moghanlou et al., 2012; Komukai-Nakamura et al., 

1996; Nakamura et al., 2014; Korda et al., 1997).  

ػٌَاى ‌ثِ  A. juniiخذاػبصی، ؿٌبػبیی ٍ هؼشفی ثبکتشی     

ٍ ّوكبساى،  ثبػَکیاص آلایٌذّبی ًفتی تَػظ کٌٌذُ اػتفبدُ

ٍ  تبًكبساجٍ ّوكبساى ٍ  لیيٍ ّوكبساى،   صّبًگ

 Basuki et al., 2012; Zhang et al., 2014, Lin et)ّوكبساى

al., 2010; Thangaraj et al., 2008  ) کِ   گشفتِ اػت كَست

ّبی ثبکتشیبیی ّوچٌیي خذایِ .ثب تحقیق حبضش هغبثقت داسد

Delftia tsuruhatensis ،Sphingobacterium multivorum ٍ 
Stenotrophomonas acidaminiphila  تَػظ هحققیي هختلف

ػٌَاى ‌اص هٌبعق آلَدُ ثِ آلایٌذّبی ًفتی خذاػبصی ؿذُ ٍ ثِ

اثشاّیوی ٍ اًذ کٌٌذگبى تشکیجبت ًفتی هؼشٍفی ؿذُ‌تدضیِ

-ػیبگبس ؛ٍ ّوكبساى الیؼی ؛ٍ ّوكبساى خَسگٌؼي ؛ّوكبساى
 Jørgensen et) ٍ ّوكبساىثَاًؼَاسی، اسدٍگبى، هٌگَاًی  ؛دیبص

al., 2000; Alisi et al., 2009; García-Díaz et al., 2013; 

Bhuvaneswari, 2013; Erdogan et al., 2014; Mangwani et 

al., 2014   دس ایي پظٍّؾ ثبکتشی .)C. koreensis  ثشای

کٌٌذُ ًفت هؼشفی گشدیذ. یِػٌَاى تدض‌ًخؼتیي ثبس دس دًیب ثِ

الجتِ دس پظٍّـی کِ تَػظ ٍاًگ اًدبم ؿذ ثبکتشی هزکَس سا 

کؾ تَفَسدی هؼشفی کشدُ اػت ‌کٌٌذُ ػلف‌ػٌَاى تدضیِ‌ثِ

  (.Wang et al., 2009)ٍ ّوكبساى ٍاًگ 

تشتیت ‌ثِ P. aeruginosa  ٍD. tsuruhatensisّبی گًَِ    

ّبی دس ثبکتشی بى دادًذ.ثیـتشیي هیضاى تَلیذ ثیَفیلن سا ًـ

هٌظَس ایدبد یک ػذ ‌کٌٌذُ ًفت تـكیل ثیَفیلن ثِتدضیِ

ّبی آسٍهبتیک چٌذ  فیضیكی ثشای خلَگیشی اص ٍسٍد ّیذسٍکشثي

(. 2003) ٍ ّوكبساىٍاى ّوت ای ثِ دسٍى غـب اػت  حلقِ

ّوچٌیي ػبختبسّبی ثیَفیلن ثبکتشیبیی ػجت هقبٍهت دس ثشاثش 

اص گزؿت هذت صهبًی ثبکتشی تَاًبیی ؿَد ٍ پغ هَاد هضش هی

ٍ ّوكبساى فشصادکیب  کٌذهی هلشف ٍ تدضیِ هَاد سا پیذا 

(Farzadkia et al., 2010 .) 

 .Pّبی ثیـتشیي هیضاى تحشک اػَاسهیٌگ هشثَط ثِ گًَِ    

aeruginosa، S. acidaminiphila ٍ C. koreensis ثبکتشی .ثَد

بی فضبیی خَد ثب تَخِ ّّبی هتحشک قبدس ثِ کٌتشل هَقؼیت

ّبی ؿیویبیی، ًَس، اکؼیذاػیَى ٍ احیب اص عشیق ثِ هحشک

تَاًذ اثشات هی تحشکّبی هختلف ّؼتٌذ. دس ٍاقغ هكبًیؼن

ػوی هَاد سا کبّؾ ٍ ػجت خلت ثبکتشی ثِ ػوت هَاد غزایی 

ثش دس تـكیل ثیَفیلن تحشک ؤّبی ه ؿَد. ّوچٌیي اص فبکتَس

ّبی هتحشک ٍ غیشهتحشک، ِ ثبؿذ. اگشچِ گًَ هی ثبکتشی

ّبی کلی دس گًَِعَس‌سا داسًذ، اهب ثِ  تَاًبیی تـكیل ثیَفیلن

هتحشک، تَاًبیی حشکت ثشای اتلبل اٍلیِ پلاًكتًَی ثِ ػغح ٍ 

خیٌگ ّب دس ػشاػش ػغح ثؼیبس هْن اػت  ثشای اًتـبس ثبکتشی
 Jiang and Pace, 2006; Goller and)  ٍ پبک، گَلش ٍ سٍهئَ

Romeo, 2008ِّب  ی ثیَفیلن (. تحشک ًِ تٌْب دس آغبص ٍ تَػؼ

ّب ثشای گؼتشؽ ٍ کبسی آى ٍ ًقؾ داسد ثلكِ دس اًتـبس ٍ ػبص

خیٌگ ٍ پبک، )ّبی خذیذ ضشٍسی اػت  کشدى صیؼتگبُ‌کلٌیضُ
(. ّوچٌیي ًتبیح کیفی ًـبى 2006 ،گَلش ٍ سٍهئَ ؛‌2008

 Pseudomonas aeruginosa ،Delftiaدّذ کِ ػِ خذایِ  هی

tsuruhatensis ،Acinetobacter junii  تَاًبیی تَلیذ ػیذسٍفَس
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ثش ػِ هٌجغ اكلی کشثي، ًیتشٍطى ٍ فؼفش ػٌبكش ‌داؿتٌذ. ػلاٍُ

علایی )ّب هَسد ًیبص اػت  دیگش ّوچَى آّي ثشای سؿذ ثبکتشی

(. ًقؾ ػٌلش آّي دس تـكیل ثیَفیلن ثِ 1388، ٍ ّوكبساى

ؾ غلظت آّي هٌدش ثِ کِ افضای عَسی‌اثجبت سػیذُ اػت، ثِ

ٍ ّوكبساى ، ثبًیي کوبلیافضایؾ تَلیذ ثیَفیلن ؿذُ اػت 

(Kamali et al., 2011 ،Banin et al., 2005 .)ی پَػتِ دس آّي 

( III) آّي ّیذسٍکؼیذ ًبهحلَل ؿذیذاً تشکیت ؿكل ثِ صهیي

 اػتفبدُ غیشقبثل گیبّبى ٍ خبک سیضخبًذاساى ثشای ٍ داسد ٍخَد

ًیبص آّي هَسد ػیذسٍفَسّب ثب تشؿح ّب ثبکتشی اص ثشخی. ثبؿذ هی

 Neilands and) ًیلاًذع ٍ ًبکبهَساکٌٌذ ‌هیي هیأخَد سا ت

Nakamura, 1991 .)ّبی افضایؾ ‌ثبکتشی ّوچٌیي تَاًبیی

 ػیذسٍفَسّب تَلیذ ثِ ٍاثؼتِ حذٍدی تب دٌّذُ سؿذ گیبُ

  (.1993)ٍ ّوكبساى  ٍاًگثبؿذ  هی
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