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ناس در مواد غذایی ورنگدانه پیوردین به عنوان بیومارکر در شناسایی سودوم
  و بهداشتی

 3، صدیقه مهرابیان2، پریچهر داودي راد1آنیتا خنافري
 

  واحد تهران شمالآزاد اسلامی،  گروه میکروبیولوژي، دانشگاه، دانشیار 1
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  چکیده
هاي  فلورسنت چون  پیوردین،  با توانایی تولید رنگدانهباکتري فرصت طلب بیمارستانی  Pseudomonas aeruginosa  :سابقه و هدف

هدف از انجام این تحقیق تحریک تولید رنگدانه پیوردین به عنوان بیومارکر جهت . باشدپیوروبین و غیرفلورسنتی پیوسیانین می
 .است شناسایی سریع باکتري فوق در مواد غذایی و بهداشتی

. مختلف سولفات کادمیوم جهت تحریک تولید رنگدانه فلورسنت پیوردین استفاده گردید هايدر این تحقیق از غلظت :یسروش برر
الگوي رشد باکتري برحسب میزان . اساس بیشینه جذب و حلالیت در آب، اسید استیک و کلروفورم تعیین شدتایید نوع رنگدانه بر

رابطه میزان تولید رنگدانه و تعداد . ربن و ازت تعیین گردیدبهینه همزدن، دمایی، نوع محیط کشت، منابع ک تولید رنگدانه در شرایط 
ردیابی باکتري برحسب میزان تولید رنگدانه به عنوان بیومارکر در مواد . باکتري  برحسب توده سلولی و میزان جذب محاسبه شد

  . ندارد مقایسه گردیدبررسی و با روش استا) مایع دستشویی و ظرف شویی(و مواد بهداشتی ) ماکارونی، آب سیب(غذایی 
نانومتر و حلالیت آن را در آب و اسید استیک  403نتایج حاصل از این تحقیق بیشینه جذب نوري رنگدانه استخراج شده را  :هایافته

بیشینه تولید رنگدانه . سولفات کادمیوم سبب تحریک تولید رنگدانه فلورسنت در باکتري شد mM5/0-3/0هاي غلظت. تایید نمود
ساکارز و نیترات پتاسیم،  % mM  5/0 ،1 ، حضور کادمیوم C ° 35، دمايrpm150رسنت برحسب توده سلولی در شرایط  دور  فلو

mgml-1330 تعیین گردید . 
در مواد غذایی و بهداشتی آلوده به باکتري برحسب توان تولید رنگدانه  Pseudomonas aeruginosaسرعت ردیابی  :گیرينتیجه

 .ساعت، نسبت به روش استاندارد کاهش نشان داد 20ساعت به  72رایط فوق الذکر از فلورسنت با ش
  .، پیوردین، بیومارکرPseudomonas aeruginosa :واژگان کلیدي

  

  1مقدمه
هاي بیمارستانی از علل مهم مرگ و میر، اتلاف هزینه و عفونت

یکـی از  . باشـد افزایش مدت اقامت بیماران در بیمارسـتان مـی  

                                                
آنیتـا  دکتـر   گروه میکروبیولـوژي،   ،تهران شمالتهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد : نویسنده مسئولآدرس 
  خنافري

)email: Khanafari_a@yahoo.com  (  
  10/10/90: تاریخ دریافت مقاله
  1/6/91 :تاریخ پذیرش مقاله

هاي بیمارستانی موجـود تـا بـه    ترین عفونتترین و شایعوممقا
امروز که در غالب عفونت ثانویه از علـل مهـم مـرگ و میـر در     

ــاکتري      ــی گردیــده، ب ــر دنیــا معرف  Pseudomonasسراس

aeruginosa هـاي  رشد این باکتري حتی در محلـول . باشدمی
 هاي مایع و مواد ضدعفونی کننده نظیر سـاولن پزشکی، صابون

 ).1(و دتول نیز گزارش گردیده است 
هاي بزرگ باکتریایی با بیش از ناس یکی از گروهوجنس سودوم

و  انتشار همـه جـایی داشـته    هاسودوموناس. باشدگونه می 80
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قادرند انواع متنوعی از ترکیبات آلی را مورد استفاده قرار دهند 

، 16s rRNAهـا براسـاس تجـانس     بندي این بـاکتري رده ).2(
DNA عمـده تـرین    .هاي کشتی متداول استوار اسـت و ویژگی

 Pseudomonasزاي انســانی ایــن گــروه،   عامــل بیمــاري 

aeruginosa شود واغلب بـه تعـداد کـم در فلـور     محسوب می
ــی روده ــود دارد  طبیع ــان وج ــت انس ــدرت . اي و روي پوس ق

هـاي  تهاجمی این باکتري محدود بـوده و از ایـن نظـر عفونـت    
هاي تضعیف شده از نظر ایمنی بروز پیدا ر میزبانناشی از آن د

باکتري پس از استقرار، بیماري شدید و تهدید کننده . می کند
  ).2،3(آورد جان بیمار را پدید می

Pseudomonas aeruginosa  باکتري هوازي است که گاهی در
-هوازي در آن مشـاهده مـی  هاي نیتراتی، رشد بیحضور نمک

اي شـکل بـا   تحرك با تاژه قطبی، اسـتوانه این باکتري، م. گردد
باشـد و بـه صـورت منفـرد یـا      می میکرومتر 2/1اندازه تقریبی 

در ). 2،4(هـاي کوتـاه وجـود دارد    دوتایی و گـاهی در زنجیـره  
ایـن  . کنـد هاي کشت بـه سـهولت رشـد مـی    بسیاري از محیط

هاي محلول در آب  نظیر رنگدانـه  باکتري توانایی تولید رنگدانه
لوئورسنتی آبی رنگ بنام پیوسیانین کـه محلـول در آب و   غیرف

باشد، رنگدانه فلوئورسنتی سبز رنگ بنام پیـوردین  کلروفرم می
که محلول در آب و استیک اسید اسـت، رنگدانـه فلوئورسـنتی    
قرمز تیره پیوروبین و رنگدانه فلوئورسـنتی سـیاه پیـوملانین را    

 Pseudomonasپیوســـیانین رنگدانـــه اختصاصـــی   . دارد

aeruginosa هاي آبی توان آنرا با کلروفرم از محلولاست و می
هاي  فلورسنتی در سایر گونـه هـا نیـز دیـده     رنگدانه. جدا کرد

  ).2،5(شود می
در   هاي بیمارستانی بـه ویـژه  یکی از عوامل شایع ایجاد عفونت

است کـه    Pseudomonas aeruginosaها  ها و سوختگیزخم
ایـن بـاکتري   . گـردد رك آبی مایل به سبز میمنجر به تولید چ

ایجـاد مننژیـت    ،نخاعی شـود  -در صورتی که وارد  مایع مغزي
تـوان  هاي شایع ایـن بـاکتري مـی   از دیگر بیماري). 6(کند می

عفونـت دســتگاه ادراري، تنفسـی، اوتیــت خـارجی بــدخیم در    
بیماران دیابتی، عفونت چشمی که ممکن است منجر به تخلیه 

  ).7-9(م گردد و سپسیس کشنده را نام برد سریع چش
Pseudomonas aeruginosa     در صنایع غذایی بـه ویـژه مـواد

هـاي معـدنی و هـم    غذایی مایع از قبیل شیر پاسـتوریزه و آب 
هـاي مربوطـه  از   چنین در صنایع آرایشی و بهداشـتی در فـراورده  

شویی ظرف هايها، مایعها، شامپوها، شویندهها، لوسیونقبیل کرم
  ).10- 18(شود هایی دیده میآلودگی شوییدست و

هاي متـداول کشـت ارزیـابی    هاي بالینی را اغلب با روشنمونه
مناسـب نشـانه    هايتولید پیوسیانین بر روي محیط. نمایندمی

هـاي  سـویه . باشدمی Pseudomonas aeruginosaاحتمالی از 
هاي شـکلی  گیاز روي تعدادي از ویژد غیرپیوسیانوژنیک را بای

  ).2(هاي فیزیولوژیکی مورد تأیید قرار داد و آزمایش
بـا   بیوشـیمیایی  هـایی مولکول ،)بیومارکرها(مارکرهاي زیستی 

ترکیبات خاص درمحـیط یـا    شدن آشکار یا گیرياندازهتوانایی 
 پیشرفت قادرند نوع عامل آلوده کننده،  نمونه بالینی بوده که 

کننـد   مشـخص  را نیـز  درمـانی  تـاثیرات  یـا حتـی   بیمـاري و  
 طور به و نامید بیومارکر را مولکولی بتوان براي اینکه). 19،20(

 کـه کـرد   استفاده تشخیصی نشانگر یک عنوان به آن از آلایده
قادربه تشخیص ترکیب مورد نظـر در مراحـل اولیـه شناسـایی     

 هايباشد و در تست داشته کافی حساسیت و بوده، اختصاصیت

 به آن دادن نمایش و باشد اعتماد و شناسایی ابلق آزمایشگاهی

  ).20(باشد  ارزان و راحت نسبت
امروزه سنجش و ارزیابی اثر آلودگی بر منابع زیستی از اهمیت 

اسـت و مطالعـات گسـترده در ایـن  زمینـه،       اي برخوردارویژه
ــا ســبب گســترش شــاخص جهــت شناســایی  )Indicator(ه

ــودگی ــده ا  آلـ ــتی شـ ــی و زیسـ ــاي محیطـ ــت هـ  ). 21(سـ
هـاي مناسـبی    دلیل سرعت رشـد، گزینـه  ه ها بمیکروارگانیسم

 .باشندعنوان بیومارکر میه جهت معرفی شدن ب
ــی بهداشــتی    ــنایع غــذایی و آرایش ــراي جســتجوي   در ص ب

Pseudomonas aeruginosa  ــت ــیط کشـ  Fluid از  محـ

Soybean Casein Digest ها بـه محـیط   و سپس انتقال پرگنه
شـود، در صـورت رشـد    استفاده  مـی  Cetrimide Agarکشت 

ها در زیر نور فـرابنفش، فلورسـانس متمایـل بـه     چنانچه پرگنه
رنگ سبز نشان دهنـد، ادامـه تشـخیص بـاکتري، بـا متـداول       

بـراي   .شـود هاي میکروسکوپی و بیوشـیمیایی انجـام مـی   روش
 و Pاز دو محیط کشت سـودوموناس آگـار    تعیین گونه باکتري

  ).22(شود استفاده می F سودوموناس آگار
ساعت زمان  48- 72هاي فوق بسیار وقت گیر بوده و حداقل روش

هـاي سـاده کـه در    بررسی و تحقیق در شناسـایی روش . نیاز دارد
توانـد  تر منجر به شناسایی این باکتري شـود مـی  مدت زمان کوتاه

لذا با توجه به اهمیت آلودگی مواد غذایی، آرایشـی  . مثمر ثمر باشد
 Pseudomonasزایـی نظیـر   هـاي بیمـاري  بهداشتی به  باکتريو 

aeruginosa  هدف از انجام این تحقیق،  تشخیص سریع بـاکتري ،
مورد نظر در مواد غذایی براساس توان تولیـد رنگدانـه فلورسـانس    

     .باشداین باکتري به عنوان بیومارکر می
  

  مواد و روشها
  PTTC 1047ســوش میکروبــی :تهیــه ســوش میکروبــی

Pseudomonas aeruginosa هـاي علمـی و   از سازمان پژوهش
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ــد    ــه گردی ــران تهی ــنعتی  ای ــکوپی،  . ص ــات میکروس مشخص
ماکروسکوپی و خصوصیات بیوشیمیایی بـاکتري فـوق پـس از    

گـرم، عصـاره    5عصـاره مخمـر  (کشت در محیط نوترینت آگار 
 1گرم و آب مقطر  15گرم، آگار  5گرم، کلرید سدیم 1گوشت 

به مدت گراد درجه سانتی 35 گرمخانه گذاري در دماي و) لیتر
هاي متداول میکروبیولوژي مـورد  ساعت براساس روش 48-24

 .بررسی و تایید قرار گرفت
از سـوش مـورد نظـر در محـیط کشـت       :تهیه کشت تلقیح

گرم، کلرید 1گرم، عصاره گوشت  5عصاره مخمر( نوترینت براث
 35 تهیـه و در دمـاي  کشـت  ) لیتر 1گرم و آب مقطر  5سدیم 

. گـذاري گردیـد  ساعت گرمخانـه  24به مدت گراد درجه سانتی
 -1نانومتر بر روي  600سپس جذب نوري نمونه در طول موج 

تنظـیم شـد و از آن جهـت     ) CFU/ ml 108×5معـادل  (  8/0
  ).24،23(تلقیح استفاده گردید 

از نمک سولفات کادمیوم : تحریک تولید رنگدانه پیووردین
، )CdSO4. 8H2O(گـرم بـر مـول     51/769رم مولکـولی  بـا ج ـ 

ــت ــاي غلظ ــت   5/0و  mM 2/0 ،3/0 ،4/0 ه ــیط کش در مح
پونـد بـه    15و فشـار   C ° 121نوترینت براث تهیه و در دماي 

سپس از کشت تلقـیح بـاکتري   . دقیقه سترون گردید 15مدت 
 C ° 35 به آن افزوده شد و نمونه ها در دمـاي %  10به نسبت 
ساعت گرمخانـه گـذاري و شـدت تولیـد رنگدانـه       72به مدت 

  ). 24،23(مورد بررسی قرار گرفت 
پس از کشـت بـاکتري در محـیط کشـت      :تایید نوع رنگدانه

هاي مختلف نمک سولفات کادمیوم حاوي غلظت نوترینت براث
ــه مــدت ) 5/0-2/0( ــا  24ب ــه 18ت ــا در دور ســاعت، نمون  gه
ــدت  10000× ــه م ــددقیقــه ســانتریفوژ گ 15ب ســپس . ردیدن

هاي تشخیصی زیر جهت تایید نوع رنگدانه بر روي مایع آزمون
  .سانتریفوژ شده صورت پذیرفت

بیشینه جذب نـوري مـایع    ): max(بررسی لانداي ماکزیمم 
رویی، با اسـتفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتري مـاوراء بـنفش      

Genova Jenway   نانومتر بررسی گردیـد   200-900در طیف
)25.(  

بـراي   :لالیت رنگدانه در آب، اسید استیک و کلروفورمح
به . این منظور مایع رویی جدا شده در دسیکاتور خشک گردید

هاي اسید استیک، کلروفـورم، آب  رنگدانه استخراج شده حلال
صـورت  ه هاي متفاوت ب ـو مخلوط اسید استیک و آب با نسبت

-حـلال  جداگانه اضافه گردید و حلالیت رنگدانه در هر یـک از 
  ).27،26(هاي فوق مورد بررسی قرار گرفت 

محیط کشت  :بررسی الگوي رشد باکتري و تولید رنگدانه
نمک سولفات کادمیوم تهیه  mM 5/0 نوترینت براث با غلظت 

از % 10پس از سترون کردن محیط کشـت، بـه نسـبت    . گردید
درجـه   35 نمونـه در دمـاي  . کشت تلقـیح بـه آن افـزوده شـد    

ساعت گرمخانـه گـذاري گردیـد و در     96ه مدت  بگراد سانتی
بازه هاي زمانی دو ساعته الگوي رشد باکتري با تعیـین میـزان   

نـانومتر و الگـوي تولیـد     600جذب نـوري آن در طـول مـوج    
تعیین شـده،   maxرنگدانه با تعیین میزان جذب نوري براساس 

  ). 24،23(گیري شد اندازه
  بهینه سازي تولید رنگدانه

عصـاره مخمـر بـه عنـوان      :تاثیر منابع ازت و کربنبررسی 
منبع ازت آلی، نیترات پتاسیم  و نیترات سدیم  به عنوان منبع 
ازت معدنی، گلوکز و ساکارز به عنوان منابع کربنی بـه نسـبت   

به طور جداگانه و تـوام بـه محـیط کشـت نوترینـت بـراث       % 1
 پس. نمک سولفات کادمیوم افزوده شد mM 5/0حاوي غلظت 

کشـت تلقـیح   % 10از سترون سازي محیط کشت، بـه نسـبت   
 درجـه سـانتی   35 نمونه هـا در دمـاي  . باکتریایی اضافه گردید

ساعت گرمخانـه گـذاري گردیدنـد و شـدت      72به مدت گراد 
  ).4،27(تعیین گردید  maxتولید رنگدانه برحسب

هـاي نمـک نیتـرات    زدن محیط و غلظتبررسی اثر هم
بـه محـیط   % 10ح بـاکتري بـه نسـبت    از کشت تلقی :پتاسیم

نمـک سـولفات    mM 5/0کشت نوترینت براث حـاوي غلظـت   
نیترات پتاسیم، % 2و %  1کادمیوم در حضور و غیاب غلظتهاي 

سـاعت در   72بـه مـدت    C ° 35نمونه ها در دماي. افزوده شد
گرمخانه گذاري گردیدنـد و شـدت    rpm 200-150دور شیکر 

بـراي مقایسـه اثـر    . یـین گردیـد  تع maxتولید رنگدانه برحسب
همزدن در تولید رنگدانه از نمونه شـاهد بـا شـرایط  گرمخانـه     

  ). 27،26(گذاري بدون شیکر نیز استفاده گردید 
% 10از کشت تلقیح باکتري به نسـبت   :اثر نوع محیط کشت

هـاي کشـت نوترینــت بـراث، مـولر هینتـون بــراث      بـه محـیط  
گـرم، عصـاره    5/17شـده  گرم، کازئین هیدرولیز  5/1نشاسته (

گـرم،   2گلـوکز  D-( BHIو ) گرم، آب مقطر یک لیتر 2گوشت 
گـرم،   5/2گرم، دي سـدیم هیـدروژن فسـفات     5کلرید سدیم 

حاوي ) گرم، آب مقطر یک لیتر 5/27پتونه عصاره مغز و قلب پ
ها در نمونه. نمک سولفات کادمیوم افزوده شد mM5/0 غلظت 

سـاعت در دور شـیکر    72مدت به گراد درجه سانتی 35 دماي
rpm 200-150   ــد ــد و شــدت تولی ــذاري گردیدن ــه گ گرمخان

بـراي مقایسـه اثـر نـوع     . تعیـین گردیـد   maxرنگدانه برحسـب 
محیط کشت در تولید رنگدانه از محیط هاي کشـت نوترینـت   
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فاقد نمـک سـولفات کـادمیوم     BHIبراث، مولر هینتون براث و 

  ).4،27(به عنوان شاهد نیز استفاده گردید 
  بررسی رابطه بین تعداد باکتري و شدت تولید رنگدانه

  :شمارش باکتري به دو روش زیر انجام گرفت
جهت تعیین رابطه بـین  : شمارش باکتریها توسط لام نئوبار

هــا و میــزان جــذب نــوري در زمــان مشــاهده تعــداد بــاکتري
بـه محـیط   % 10فلورسنت، از کشت تلقیح باکتري بـه نسـبت   

نمـک سـولفات    mM 5/0براث حاوي غلظـت    کشت نوترینت
نمونـه  . نیترات پتاسیم افزوده شد% 1کادمیوم به همراه غلظت 

تا زمان رویت رنگدانه فلورسنت گراد درجه سانتی 35 در دماي
سپس میزان جذب نوري آن تعیـین و  . گرمخانه گذاري گردید

  ).4(د باکتري شمارش شد توسط لام نئوبار تعدا
از کشـت تلقـیح    :بـه روش پورپلیـت   هـا شمارش باکتري

به محیط کشت نوترینت براث حـاوي  % 10باکتریایی به نسبت 
mM 5/0    نیتـرات  % 1نمک سولفات کادمیوم همراه بـا غلظـت

درجـه   35 گذاري در دمايپس از گرمخانه. پتاسیم افزوده شد
بـر روي کمتـرین و بیشـترین     maxبر اسـاس   OD، گرادسانتی

شرایط تولید رنگدانـه فلورسـنت تنظـیم    میزان جذب نوري در 
 10-9 تا 10-1 هاي سریالهاي فوق رقتسپس از غلظت. گردید

به محیط کشت نوترینت آگار افـزوده و  % 5/2تهیه و  به نسبت 
به مدت گراد درجه سانتی 35 ها در دماينمونه. پورپلیت گردید

  ).4(ند ساعت گرمخانه گذاري و پرگنه ها شمارش شد 24
ــی  ــا  بررس ــذایی ب ــواد غ ــودگی م  Pseudomonasآل

aeruginosa بر اساس تولید رنگدانه فلورسنت:  
براي این منظـور از ماکـارونی بـه    : ماده غذایی جامد و مایع

عنوان ماده غذایی جامد و خشـک پـس از تهیـه پـودر و از آب     
. سیب پاستوریزه به عنوان ماده غـذایی مـایع اسـتفاده گردیـد    

بـه محـیط   % 10یی فـوق بـه میـزان    سپس هر یک از مواد غذا
از کشـت تلقـیح   % 10کشت نوترینت بـراث همـراه بـا غلظـت     

شـبانه روز در   5نمونه ها بـه مـدت   . باکتریایی اضافه گردیدند
مـواد  به این ترتیب ). 12(گرمخانه گذاري شدند  C °35دماي 

جهت بررسـی  . غذایی بصورت مصنوعی با باکتري آلوده گردید
به باکتري سودومناس از نمونه مواد غذایی آلودگی ماده غذایی 

 mMفوق  بر روي محیط کشت نوترینت آگـار حـاوي غلظـت    
%  1نیترات پتاسـیم  % + 1ساکارز + نمک سولفات کادمیوم  5/0

نمونه ها در شرایط دمـایی فـوق گرمخانـه    . کشت تهیه گردید
گذاري گردیدند و میزان تولیـد رنگدانـه فلورسـنت بـر اسـاس      

  ).27(شد زمان بررسی 

ــا   ــوینده ب ــواد ش ــودگی م ــی آل  Pseudomonasبررس

aeruginosa بر اساس تولید رنگدانه فلورسنت:  
براي این منظور از مایع دستشویی و ظـرف شـویی  بـه عنـوان     

ابتدا مطـابق بـا روش اسـتاندارد    .  مواد شوینده استفاده گردید
مایع دستشویی و ظرف شویی در محـیط کشـت    3978شماره 

گـرم،   5گرم، لسیتین سویا   20پپتون از کازئین (ه رقیق کنند
) میلـی لیتـر   960میلی لیتر وآب مقطـر   40، 20پلی سوربات 

افزوده % 10رقیق گردید و به آن باکتري سودومناس به نسبت 
درجـه   35 شـبانه روز در دمـاي   5نمونه هـا بـه مـدت    . گردید
نده به این ترتیب مواد شـوی . گرمخانه گذاري شدندگراد سانتی

از نمونه هـاي فـوق   . بصورت مصنوعی با باکتري آلوده گردیدند
جهت بررسی میزان تولید رنگدانه فلورسنت توسط باکتري، بـر  

 20پپتـون از ژلاتـین   (روي محیطهاي کشت  سیتریماید آگـار  
گـرم، سـتیل تـري     10گـرم، پتاسـیم    4/1گرم، کلرید منیزیم 

میلی لیتر، آگار  10گرم، گلیسیرین  3/0متیل آمونیوم بروماید 
،  فلوئیـد سـوي بـین کـازئین     )لیتـر  1گرم  و آب مقطـر  6/13

گـرم،   5گـرم ، پپتـون از سـویا     17پپتون از کازئین (دایجست 
گـرم، دي بازیـک پتاسـیم    5/2گرم، دکسـتروز   5کلرید سدیم  

و هـم چنـین محـیط    ) لیتـر  1گـرم  و آب مقطـر    5/2فسفات 
کادمیوم به  mM 5/0 ت نوترین آگار با غلظ(بهینه سازي شده 

کشـت تهیـه و تحـت    )  نیترات پتاسـیم % 1ساکارز و% 1همراه 
میـزان تولیـد   . گرمخانه گـذاري گردیدنـد   "شرایط فوق مجددا

   . )29(رنگدانه فلورسنت بر اساس زمان بررسی شد 
  

  هایافته
هـاي مختلـف نمـک سـولفات کـادمیوم      مطالعه بر روي غلظت

 و mM 5/0 ،4/0هاي  غلظتنشان داد که حضور این نمک در 
باعث تحریک تولیـد رنگدانـه فلورسـنت پیـوردین بعـد از       3/0

 mM3/0  هـاي کمتـر از  گـردد و غلظـت  ساعت می 72گذشت 
 .شودباعث توقف تولید رنگدانه می

 Pseudomonasنتایج تایید نوع رنگدانـه تولیـد شـده توسـط     

aeruginosa   لانـداي (در حضور نمک کادمیوم، بیشینه جـذب 
نـانومتر   403 رنگدانه تولید شده در شـرایط فـوق را  ) ماکزیمم

ــه اســتخراج شــده . نشــان داد در آب و اســید  حلالیــت رنگدان
  . که در کلروفورم غیرمحلول بود درحالی ،استیک تایید گردید

الگوي رشد باکتري و تولید رنگدانه فلورسنت در حضور غلظت 
mM 5/0     لیـد ایـن   تو نمک سـولفات کـادمیوم، نشـان دهنـده

بیشـینه  . سـاعت بـود   72رنگدانه در فاز رکود پـس از گذشـت   
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محاسـبه   mgml-1330 میزان رنگدانه فلورسنت استخراج شـده 
  .گردید

بررسی تاثیر عصاره مخمر به عنـوان منبـع ازت آلـی ونیتـرات     
سدیم و نیترات پتاسیم به عنوان منبـع ازت معـدنی در بهینـه    

نشـان داد کـه حضـور     ینسازي تولید رنگدانه فلورسنت پیورد
در محـیط کشـت نوترینـت بـراث     % 1نیترات پتاسیم به میزان 

نمک سولفات کادمیوم باعث تحریـک   mM 5/0 حاوي غلظت 
 ـ 24-48تولید رنگدانه فوق در بازه زمانی  ه ساعت گردیده که ب

گیرد و سـپس از  اي فلورسنت روي محیط قرار میصورت حلقه
طالعات نشـان  دهنـده اثـر    هم چنین م). 1شکل (رود بین می

بازدارنده و ممانعت کننده عصاره مخمـر و نیتـرات سـدیم  در    
  .تولید رنگدانه فلورسنت پیوردین بود

  

  
تشکیل حلقه فلورسنت رنگدانه پیوردین در محـیط کشـت نوترینـت     - 1شکل 

لولـه  : 2لولـه شـاهد،   : 1. نمک سولفات کـادمیوم  mM 5/0 براث حاوي غلظت
  .شودقه فلورسنت در لوله آزمون مشاهده میتشکیل حل. آزمون

  
بررسی اثر ساکارز و گلوکز بـه عنـوان منـابع کـربن در بهینـه      
سازي تولید رنگدانه فلورسنت پیوردین نشـان داد کـه حضـور    

در محـیط کشـت   % 1قند ساکارز وهم چنین گلوکز به میزان  
 نمک سولفات کادمیوم mM  5/0نوترینت براث حاوي غلظت  

شوند که ساعت می 48باعث تحریک تولید رنگدانه فوق بعد از 
تـري را  محسـوس  در این میان افزودن ساکارز نتیجـه افـزایش  

زدن را بـر تولیـد رنگدانـه    اثـر هـم   2و  1هاي نمودار. نشان داد
نمک سـولفات کـادمیوم    mM 5/0 پیووردین در حضور غلظت 

زمـان تولیـد   زدن اثر مسـتقیم بـر میـزان و    هم. دهندنشان می
  .رنگدانه نشان داد
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. زدن در میزان و زمان تولید رنگدانه فلورسنت پیووردیناثر هم -1نمودار 

  .ساعت به حداکثر رسید 30زدن پس از میزان تولید رنگدانه در شرایط هم
  

زدن و حضـور  کاهش زمان تولید رنگدانه در شـرایط تـوام هـم   
 ث حـاوي غلظـت  نیترات پتاسیم در محیط کشت نوترینت بـرا 

mM 5/0  2نمودار (مشاهده شد نمک سولفات کادمیوم.(  
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زدن و حضـور نمـک نیتـرات پتاسـیم در تولیـد      اثر مضاعف هم -2نمودار 

% 1بهترین میـزان تولیـد رنگدانـه در غلظـت     . رنگدانه فلورسنت پیووردین
که در غلظـت   در حالی ،ساعت مشاهده گردید 24نیترات پتاسیم و پس از 

  .ساعت تولید شد 48دانه فلورسنت بعد از رنگ% 2
  

زدن در تولید رنگدانـه  بررسی اثر نوع محیط کشت همراه با هم
فوق نشان داد که محیط کشت نوترینت بـراث حـاوي غلظـت    

mM 5/0    گـذاري  نمک سولفات کـادمیوم در شـرایط گرمخانـه
زدن، تولید رنگدانـه فلورسـنت را در فواصـل زمـانی     توام با هم

محیط کشـت مـولر هینتـون     .نمایدعت تحریک میسا 72-48
نمـک سـولفات کـادمیوم     mM 5/0حاوي غلظت  BHIو  براث

تنها باعث تحریک رشد باکتري شده و تولید رنگدانه فلورسنت 
 . نمایندرا تحریک نمی

بررسی توام منابع ازت معدنی و منابع قندي در محـیط جامـد   
 حـاوي غلظـت  نشان داد که تنها محیط کشت نوترینـت آگـار   

mM 5/0   ــا ســاکارز و %  1نمــک ســولفات کــادمیوم همــراه ب
سـاعت باعـث تحریـک تولیـد      24بعـد از  %  1نیترات پتاسـیم  
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هـاي دیگـر ذکـر    که در محیط در حالی ،شوندرنگدانه فوق می

  .شده مدت زمان بیشتري براي ایجاد رنگدانه لازم است
و ) 228/0(نتایج حاصل از شمارش باکتري بر اساس کمتـرین  

میزان جذب و براسـاس رنگدانـه فلورسـنت    ) 397/0(بیشترین 
 CFUml-1107و  CFUml-1107 08/4ایجاد شده  به ترتیب 

  . تعیین گردید  85/4
ماکـارونی و آب  ( نتایج تولید رنگدانه فلورسنت در مواد غذایی 

ناس نشان داد که هر دو بر روي محیط وآلوده به سودوم) سیب
نمـک سـولفات    mM 5/0 حـاوي غلظـت    کشت نوترینت آگار

، بعـد  % )1(و نیترات پتاسـیم  % ) 1(کادمیوم همراه با  ساکارز 
ــت  ــه     20-24از گذش ــد رنگدان ــک تولی ــث تحری ــاعت باع س

  . گردندفلورسنت می
بـر   Pseudomonas aeruginosaبررسی آلودگی مواد شـوینده بـا   

ــر روي محــیط  ــه فلورســنت ب هــاي کشــت  اســاس تولیــد رنگدان
Cetrimide Agar  ،Fluid Soybean Casein Digest  و هم چنین

 mM 5/0نوترینـت آگـار بـا غلظـت     ( محیط بهینـه سـازي شـده    
نشـان داد کـه مـایع     )نیتـرات پتاسـیم  % 1سـاکارز و % 1کادمیوم، 

دستشویی وظرف شویی آلوده شده، وقتی بـر روي محـیط بهینـه    
دانه فـوق  شوند باعث تحریک تولید رنگسازي شده، کشت داده می

ــد از  ــی  20-  24بع ــاعت م ــوندس ــالی ،ش ــیط   در ح ــه در مح ک
Cetrimide Agar سبز و در - رنگدانه زردFluid Soybean Casein 

Digest   گرددقهوه اي تولید می–رنگدانه زرد.  
  

  بحث
هـاي  دلیـل داشـتن ویژگـی   ه هـا ب ـ مبسیاري از میکروارگانیس ـ

نـایی بـالقوه   هـاي مختلـف توا  منحصر به فرد و تولید متابولیت
ــد    ــاوري را دارن ــت فن ــاي زیس ــه دنی ــت ورود ب ــی از. جه      یک

تولیـد  . هاي رنگـی اسـت  ها تولید کلنیترین این ویژگیمعروف
ــه  ــن رنگدان ــتم ای ــا در سیس ــه  ه ــک یاخت ــاي ت ــر ه اي  نظی

باکتریوردوپسین، هالوردوپسین و کاروتنوئیدها نوعی مکانیسـم  
). 30(باشـد  مـی  محافظتی علیه فرآینـدهاي فتواکسیداسـیون  

باکتریوردوپسین نوعی رنگدانه پروتئینی هیـدروفوبیک بـا وزن   
دالتـــون اســـت کـــه در غشـــاء  27000مولکـــولی تقریبـــی 
شـود و بـه عنـوان    هاي ارغوانی یافـت مـی  سیوپلاسمی باکتري

. گـردد هـا محسـوب مـی   پروتئین اصلی غشـایی ایـن بـاکتري   
رشـیدي را  عملکرد آن به صورت پمپ پروتونی است که نور خو

    ).31( گرداندهاي الکتروشیمیایی برمیبه کانال
هاي میکروبی کاربردهاي متعـددي در صـنایع مختلـف    رنگدانه

باکتریوردوپسین در تهیه لنزهاي بسیار حساس نـوري و  . دارند

فیلترهــاي رنگــی مــورد اســتفاده در دوربــین هــاي عکاســی و 
 ـ  فاظـت از  سـزایی در ح ه میکروسکوپی کاربرد داشته و نقـش ب

تولیـد کاروتنوئیـدها تـأثیرات    . کنداثرات نور و اکسیژن ایفا می
هـاي   اي نظیر کاهش خطر سرطان و نیز  بیماريمفید گسترده

هـاي  هـا، متابولیسـم  عروقی دارند و در میکروارگانیسم –قلبی 
شوند و در ادامـه حیـات آنهـا نقـش دارنـد      ثانویه محسوب می

)30 .(  
ها بعنوان مارکرهاي زیسـتی قـدمتی   نیسماستفاده از میکروارگا

 )بیولومینســـانس(کـــاهش میـــزان  نـــورزایی . طــولانی دارد 
phosphoreum   Photobacterium    در حضور فلـزات سـنگین

جهت تعیین  آلودگی آب بـه   1979عنوان بیومارکر از سال ه ب
عنوان یک روش استاندارد مورد استفاده قـرار  ه فلزات سنگین ب

  ).32( گرفته است 
هـاي  ها و تولید شاخصبا توجه به سرعت رشد میکروارگانیسم

ظاهري نظیر تولید رنگدانه در شرایط خاص محیطی، شناسایی 
هـاي خـاص میکروارگانیسـمی جهـت ارزیـابی      و معرفی گونـه 

لـذا در ایـن   . تواند حـائز اهمیـت باشـد   هاي محیطی میویژگی
رنگدانـه   تحقیـق حاضـر بـا هـدف ارزیـابی القـاء تولیـد        ،راستا

  Pseudomonas aeruginosaپیوردین، جهت ردیـابی بـاکتري   
  .در مواد غذایی و شوینده انجام پذیرفت

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که افزودن نمک سـولفات  
 Pseudomonasبه محـیط کشـت بـاکتري     mM 5/0کادمیوم 

aeruginosa  در . گـردد سبب افزایش رشد و تولید رنگدانه می
از نمـک فـوق تولیـد رنگدانـه      mM 2/0هـاي کمتـر از   غلظـت 

  .فلورسنت مهار گردید
ــی  ــات نشــان م ــدهمطالع ــه در  ن ــد رنگدان ــایی تولی ــه توان د ک

بیـوتیکی و مقاومـت بـه    ها، سبب مقاومت آنتـی میکروارگانیسم
یکـی از دلایـل   . گـردد هاي فلزات سنگین در محیط میغلظت

لیـل توانـایی آنهـا در    ده ها را بكومقاومت چندگانه استافیلوک
ها ماننـد سـدي   رنگدانه در این باکتري. دانندتولید رنگدانه می

بیوتیــک از خــلال دیــواره و غشــاء    در مقابــل نفــوذ آنتــی  
هاي مقاوم به فلزات باکتري .کندسیتوپلاسمی باکتري عمل می

هـاي رنگـی بـه    از چنین بـاکتري . باشندمی رنگی سنگین غالبا
هاي آلوده به فلزاتی نظیـر  ناسایی محیطعنوان بیوسنسور در ش

از . گـردد مس، کادمیوم، آرسنیک، جیوه و نیکـل اسـتفاده مـی   
هاي نفتی نیز استفاده ها حتی جهت تعیین آلودگیاین باکتري

 ). 33(شود می
و همکاران نشان داد که افزودن نمـک کلریـد    Doyleمطالعات 

ر ســبب لیتــمیکروگــرم در میلــی 40-80کــادمیوم بــه میــزان 
 Bacillusو  E. coliهـایی نظیـر   افزایش رشد میکروارگانیسـم 
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cereus هـاي فـوق بـر روي رشـد     که غلظـت در حالی ،شودمی
ــر میکروارگانیســم  ، Lactobacillus acidophilusهــایی نظی

aureus Staphylococcus  ،Streptococcus faecalis  و
Aspergillus niger ها اعلام نمودند آن. اثر بازدارندگی رشد دارد

هـاي  که الگوي جذب کادمیوم به میزان قابل توجهی در گونـه 
 .)28(میکروبی مورد آزمایش متفاوت است 

نشان داد کـه   1999و همکاران در سال   Kim-Hienمطالعات 
هـاي  نوع ماده در تحریـک تولیـد بیـان پیـوردین بـا مکانیسـم      

کـه   آنهـا نشـان دادنـد   . کنـد متفاوت، نقش اساسی بـازي مـی  
 PAO1کادمیوم عامل تحریک کننده تولید رنگدانه پیوردین در

Pseudomonas aeruginosa       بـا مکانیسـم  واکـنش ایـن فلـز
باشد که سـبب مهـار   می Furسنگین با پروتئین تنظیم کننده 

که  درحالی. گرددسنتز رنگدانه فوق در شرایط کمبود آهن می
. باشـند دین نمـی فلزاتی نظیر جیوه قادر به تحریک تولید پیـور 

بـا تولیـد    Methyl viologenهمچنـین ترکیبـات دیگـر نظیـر     
  ).34(شود هاي آزاد سبب کاهش بیان پیوردین میرادیکال

هــا نیازمنــد محــرك تولیــد رنگدانــه در اکثــر میکروارگانیســم
تولیـد رنگدانـه ملانـین در قارچهـایی نظیـر      . باشدمحیطی می

C.neoformans ــات ف   نلــی در محــیط مســتلزم حضــور ترکیب
هاي این قارچ در شرایط معمول، سفید تـا کـرم   کلنی .باشدمی

د که علاوه بـر ترکیبـات   ندهمطالعات نشان می. باشندرنگ می
توانـد  مـی  K. aerogenesی نظیـر  یهـا محیطی حضور بـاکتري 

 ـ    ه سبب تحریک تولید رنگدانه ملانین در ایـن قـارچ گـردد و ب
اسـایی بـاکتري فـوق قـرار     عنوان بیومارکر در محیط جهت شن

  ). 36،35(گیرد 
% 1بهترین میزان تولید رنگدانه فلورسنت پیـوردین در غلظـت   

% 2افزایش غلظت این نمک تـا  ، نیترات پتاسیم مشاهده گردید
اثر % 1حضور نیترات سدیم . منجر به کاهش تولید رنگدانه شد

  .بازدارنده بر روي تولید رنگدانه نشان داد

این تحقیق نشان داد که بهترین محیط کشـت  نتایج حاصل از 
براي تحریک تولید رنگدانه فلورسنت پیوردین، محیط نوترینت 

و %) 1(کادمیوم همراه با  سـاکارز  mM 5/0آگار  حاوي غلظت 
حضـور ایـن ترکیبـات در محـیط      . اسـت %) 1(نیترات پتاسـیم  

زدن باشـد نیـز نتـایجی    نوترینت براث  که کشت تـوام بـا هـم   
ولی شدت رنگدانه ایجاد شـده کـم تـراز نوترینـت      ،اردمشابه د

افزودن عصـاره مخمـر بـه عنـوان     . آگار بهینه سازي شده است
 منبع ازت آلی به محیط کشت نوترینـت آگـار  حـاوي غلظـت    

mM 5/0     نمک سولفات کادمیوم  نیز اثـر بازدارنـدگی بـر روي
  . نشان دادرا تولید رنگدانه پیووردین 

مولاً تحت شـرایط فیزیکـی و شـیمیایی    فرآیندهاي صنعتی مع
هـا مطلـوب و بهینـه    د که براي فعالیـت  رنگدانـه  نشوانجام می

به همین دلیل تعیـین بهینـه عوامـل محیطـی ماننـد       .نیستند
هـا کـه   استفاده بـاکتري . بسیار زیادي دارند نمک و دما اهمیت

هاي نوري دارند ایـن امکـان   اي در تولید رنگدانهتوانمندي ویژه
هـاي مختلـف نمـک و دمـاي     کنـد کـه در غلظـت   فراهم می را

حداقل تعداد ). 30(ها تعیین شود متغیر، فعالیت بهینه رنگدانه
-CFUmlبــاکتري جهــت تولیــد رنگدانــه فلورســنت پیــوردین 

1107 08/4 05/0 داري دررابطــه معنــی. تعیــین گردیــد P 
ر بین تعداد باکتري و شدت تولید رنگدانه در حـداقل و حـداکث  

 .جذب مشاهده نشد
 Pseudomonasهایی مبنـی بـر رشـد    با توجه به اعلام گزارش

aeruginosa  هاي مایع و مـواد  هاي پزشکی، صابوندر محلول
هـاي   ضدعفونی کننده نظیر ساولن و دتول، دسـتیابی بـه روش  

سـریع جهـت شناسـایی آن از جملــه تحریـک تولیـد رنگدانــه      
در ایـن  . باشـد یـت مـی  فلورسنت آن در محیط کشت حائز اهم

 mM 5/0تحقیق با اسـتفاده از محـیط کشـت حـاوي غلظـت      
سـاکارز و  % 1نمک سولفات کـادمیوم همـراه بـا غلظـت هـاي      

هـاي  نیترات پتاسیم شناسـایی ایـن بـاکتري نسـبت بـه روش     
.ســاعت کــاهش یافــت 20-24ســاعت بــه  72-96متـداول از  
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