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Abstract 

Introduction: Uricase (urate oxidase) is a therapeutic enzyme that belongs to the class of 

oxidoreductases and catalyzes the oxidation of uric acid to allantoin, carbon dioxide, and 

hydrogen peroxide and also plays a vital role in the purine metabolic pathway. Nowadays, 

bacterial uricase enzyme has received special attention from researchers. 

Materials and methods: Poultry soils are great places for the growth of uricotelic bacteria due 

to having high sources of uric acid. Poultry soils were collected from Kerman city and bacterial 

strains were isolated. The decomposition of uric acid was performed by inoculating bacteria on 

a solid medium containing uric acid as the only source of carbon and nitrogen. The screening 

was performed by monitoring the appearance of clear zones around the colonies of bacteria 

indicating the decomposition of uric acid. Uricase activity was investigated by the 

Phosphotungstic acid method. The molecular identification of strains was performed using 16S 

rDNA gene sequence and drawing the phylogenetic tree. 

Results: In this study, two bacterial species capable of producing uricase enzyme were isolated 

from a poultry source and screened based on the size of the clear zone using a uric acid agar 

plate. Arthrobacter sp. KBUB  and Bordetella sp. KMU3 strains were identified based on the 

16S rDNA gene sequences. The production of uricase was performed during different 

incubation periods and the results showed that the maximum uricolytic activity of 25 and 15 

U/mL was achieved by Arthrobacter sp. KBUB  and Bordetella sp. KMU3, respectively. 

Discussion and conclusion: The capability of both these strains to produce uricase was 

confirmed using solid and liquid media. Arthrobacter sp. KBUB has shown a high ability to 

produce uricase, which can be used as a therapeutic enzyme and biosensor construction to 

measure uric acid. 
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 کیدهچ

اکسیدوردوکهازهاسررت کرر  اکسیداسرریون اکسرریداز ، زنرردیر دارویرری مه لررو برر   ررانوادۀ یوریکرراز واورات مقدمییه:

کربن و پراکسیدهیدروژن را کاتالید و نقشی حیاتی در مسیر مهابولیک پرورین ایارا اکسیداسید ب  زلانهوئین، دیاوریک

 امروزه، زندیر یوریکاز باکهریایی مدنظر پژوهشگران قرار گرفه  است. کند.می

هرای اسید، مکران مناسربی بررای رشرد باکهریمقادیر زیاد اوریکعلت داشهن فضولات پرندگان ب  ها:مواد و روش

های باکهریرایی عداسرازی شردند. تجدیر  زوری و سروی های زلوده از شرهر کرمران ع ر یوریکوتلیک هسهند.  اک

ری گاسید وتنها منب  کربن و نیهروژن  انجام شد. غربالها روی محیط عامد حاوی اوریکاسید با تلقیح باکهریاوریک

اسید بود، انجام شد. ف الیت یوریکازی بر  ها ک  شا صی از تجدی  اوریکبا بررسی ظهور هال  شااف در اطراف کلنی

و رسرر در رت  16S rDNAها با اسرهااده از تروالی ژن اسید بررسی شد. شناسایی مولکولی سوی روش فساوتنگسهیک

 فیلوژنی انجام شد.

باکهریایی مولد زندیر یوریکاز بر اساس میدان قطرر هالر  شرااف روی محریط زگرار در مطال   حاضر، دو گون  : نتایج

برا عنروان  16S rDNA های زلوده ب  فضولات پرندگان عداسرازی و برر اسراس تروالی ژناسید از  اکحاوی اوریک

Arthrobacter sp. KBUB  وBordetella sp. KMU3 هررای ملهلرر شناسررایی شرردند. تولیررد یوریکرراز در زمان 

ترتیب بررای دو لیهر بر میلیواحرددر 15و  25انکوباسیون انجام شد و نهایج، بیشهرین میدان ف الیت یوریکازی را حردود 

 نشان دادند. Bordetella sp. KMU3و  Arthrobacter sp. KBUBسوی  

توانایی هر دو سوی  در تولید یوریکراز برا اسرهااده از محریط عامرد و مرای  تدییرد شرد و سروی   گیری:بحث و نتیجه

Arthrobacter sp. KBUB .توانایی زیادی برای تولید یوریکاز نشان داد 

 گری، تولید، شناسایی مولکولییوریکاز باکهریایی، غربال های کلیدی:واژه
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 .مقدمه

 کلیههروسر یبیترک ،3O4N4H5(C( دیاسکیاور

 در انردک تیرحلالو دالهرون  168 یبا وزن مولکرول

 ی،کلرطورب .  2و  1و است  هریلدرگرمیلیم 60زب و

وعرود دارد کر  ن رک  اوراتشرکل ب  دیاسکیاور

در کبد  دیاسکیاوراست. ع ده سا ت  دیاسکیاور

 در دیاسرکیاور شدنسا ه  سرعتشود و انجام می

 ۀکننردنیریت  هرا یرکل ویردف  زن از طر دانیمکبد و 

 دیاسرکیراور. اسرت رون  در دیاسرکیراور غلظت

 هرا، راتیپر در نیپرور سرریکاتابول ییانهها محصول

 راثر در و اسرت وانراتیح از گررید یبر  و پرندگان

 یواسرطحد یهراتیاز مهابول 1دازیاکسنیگدانه ریزند

شرود. در یمر لیتشک نیگدانه و نیپوگدانهیچون هه 

 گررر،یداران داز مهررره یاریپسررهانداران و بسرر بیشررهر

 دازیاکسراورات ایر کازیوریع ل  در اثر دیاسکیاور

محلرول در  یبریکر  ترک شرودیم لیتبد نیب  زلانهوئ

.  4 و 3وشرود مریدفر   هرا یکلطریو از  زب است و

 دیررررتول مسررررئول دوردوکهازیاکسررررنیزانهزنرررردیر 

 تواننررردین ررر هررراانسررران.  5واسرررت  دیاسرررکیرراور

 شررهریب تیررحلال دارای برراتیترک برر  را دیاسررکیرراور

 برر  و ندارنررد را کررازیوری ریزنررد رایررز ؛کننررد لیتبررد

 در عهش دو اسط وانسان ب  در کازیوری ژن ی،عبارت

 کر ی زمران.  5و شرودیمر  راموش انیپا یهاکدون

باشد،  هریلیدسبرگرم 8/6از  شیب دیاسکیاورغلظت 

 ریمونوسررداوراتشررکل ب  دیاسررکیرراور یهررابلررور

 دیاسرکیراور دفر  م  ولاً.  7 و 6و دنشویم لیتشک

 غلظت. شودانجام می ها یکل ویطر از و روزان  طورب 

 ادرار و پلاسرر ا سرررم، در ترروانیمرررا  دیاسررکیرراور

 جررادیدر ا عامررل کلیرردی ،2ایسرر یپراوریها. یدسررنج

فشررار  ررون،  شیافرردا ،یویررکل یینارسررا ،3نقرررس

 دیرتول شیافردا  جریدرنهاسرت کر   یو چاق هاابتید

 ایر دیاسرکیاور یویا هلال در دف  کل د،یاسکیاور

در  ایسر یپراوری. هادهردیرخ مر عوامل نیا یهر دو

 7از  شیبررر دیاسررکیررراوربدرگسررالان برررا غلظررت 

 هریلیدسبرگرمیلیم 6در مردان و  هریلیدسبرگرمیلیم

 دیاسکیاور سالر،. در افراد شودیم  یدر زنان ت ر

 دیاسرکیاور، دف  وعوداینبا ؛شودیدر ادرار دف  م

ملهرل و بر   یویرکل یهای اریب علتم کن است ب 

 یمشکلات ناش بر. علاوه 8ومنجر شود  ایس یپراوریها

 ،یویررکل ییعلررت نارسررابرر  دیاسررکیرراوراز دفرر  

 دیرتول شیافردا  جریدرنه  کرن اسرتم ایس یپراوریها

 نیهامیمانند و دیاسکیاور.  8ورخ دهد  دیاسکیاور

C شررود و یمرر محسرروب دانیاکسرریمررواد زنهررو عررد

 مررواد تیررظرف از ی رریترروان گاررت حرردود نیمرر

 دیاسکیاور از یناش انسان در پلاس ا یدانیاکسیزنه

 یدر غررهاها ع رردتاً دیاسررکیرراور.  10 و 9واسررت 

حبوبات وعود  نیمانند گوشت قرمد و ه چن یوانیح

 ع ردتاً ییغرها ریررژدارای  در افراد نیبنابرا و دارد

 ..است نییسرم پا دیاسکیاورسطح  ،یاهیگ
در ی را در سرررم نقررش مه رر دیاسررکیرراور نیرریت 

 یهراروش کنونتا. کندیم اایا یطب صیتشل شگاهیززما

 برالا ییبا کرارا  یما یکروماتوگراف مانند یملهلا تحلیلی

(HPLC)نرر یی، الکهروفررورز مو (CE)نسرران یلومی، ک رر 

(CL)در  دیاسررکیرراور نیرریت  یبرررا... و  ی ی، الکهروشرر
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 هرایروش ،یطورکلب  اند.شده شنهادیپ زیسهی یهان ون 

برر   بسریاریک ررک  CEو  HPLCماننرد  یکرومراتوگراف

 پررردازششیامررا برر  پ ،دنررکنیمرر دیاسررکیرراور صیتشررل

. دارنررد ازیررن  ررتیو ابرردار گررران ق دهیررچیپ یهان ونرر 

 یبررای قدرت نرد تحلیلی یهاروش ،CLی و  یالکهروش

 ۀمحدود یایبا مدا یواق  یهادر ن ون  دیاسکیاور نییت 

لازم اسرت  ،نیبنرابرا زیراد هسرهند؛کر و دقت  یصیتشل

بودن یو انهلاب تیحساس نییت  یبرا یثرؤو م دهروش سا

سلامت  یابیارزمنظور  ب زیسهی های یدر ما دیاسکیاور

 حاصل رنگ تغییر.  5وها اسهااده شود ی اریب صیو تشل

 یهرابر  روشتوان اسید را میاز واکنش سنجش اوریک

 700 ترا 650با طرول مرو   یو اسپکهروفهومهر کیفهومهر

 ،روش نیرررا تیمحررردود ؛ 11و کررررد یابیرررنرررانومهر ارز

هررا و نیاز حضررور پرروتئ یناشر نشرردۀینیبشیکردورت پر

 رنرگ اسرت. مقردار شیدایرپ یطر دیاسرکیاوررسوب 

از  HPLCاز سرهون فراز م کروس  ادهبا اسها دیاسکیاور

 نیرد نرانومهر 293در طول مرو   MS ای UVعهب  طریو

برر   ازیررن ،روش نیررا تیمحرردود ؛ 11ود شررویم نیرریت 

 یهررااسررهااده از روش نیه چنرر و هان ونرر  یورزدسررت

سرال  در.  12واسرت  زیاد  نیو هد یکروماتوگراف برزمان

 اسرهااده برا اسیداوریک برای ت یین روش نلسهین ،1941

 در زن گیرری عررهباز دسرهگاه اسرپکهروفهومهر و انردازه

روش  نیک  در ا یباتیترک؛ ب  کار گرفه  شد نانومهر 293

و  نیگررردانه ن،یگررروان کننرررد، عبارتنرررد از میتررردا ل 

و  دیاسررکیرراورهررای سررا هاری زنررالو  ی،کلررطرروربرر 

  زمینواسید.

در  دیاسرکیاور صیتشل یبرا جیرا یهاروش بیشهر

.  13و هسررهند کررازیوری ریاسررهااده از زنررد یرر سرررم بررر پا

 دیاسکیاورتر از برابر محلول دهتا پنج در زب  نیزلانهوئ

 یدر کاهش تج   اورات س  کازیوری ری. زند 14واست 

 کیرزمپرومهر یها4وسنسوریاسهااده از ب شود.میاسهااده 

 دازیو پراکس کازیوری ریدو زند نگیبر کوپل یمبهن دیعد

 و 15و اندشده شنهادیپ دیاسکیاور ۀژیو یریگاندازه یبرا

 دازیپراکس و کازیوری ریزند دو ،نگیدر روش کوپل . 16

 روش، نیردر ا؛ دنشویم اسهااده دیاسکیاور نییت  یبرا

 لیبردت 2CO و 2O2H ن،یئزلانهو ب  و دیاکس دیاسکیاور

 ریزنررد حضررور در دشرردهیتول 2O2Hسررپ   و شررودیمرر

توان زن را میکند ک  یم جادیا یرنگ ایماده ،دازیپراکس

 یریرگانردازه یندر طول مو  م ر و یسنجب  روش رنگ

 لیررتحلو یررتجد شرررفتیدر پ وسنسررورهایب  توسرر . کرررد

کر  طوری؛ ب کننرده اسرتدواریام زیسرهیف ال  باتیترک

هرا ظراهر شرگاهیاز ززما وسنسرورهایب ،گهشه   دو دهطی 

 روش هررایی ازع لرر داشررهن مدیررت علتبرر شرردند و 

 و قردرت کوتاه، حساسیت پاسخ زمان ساده، گیریاندازه

 مهداول بررای تشلیصی ابدارهای انهلاب زیاد توانسهند ب 

  .17و شروند تبردیل هرامهابولیت از بسیاری تحلیلوتجدی 

 و هسهند ترزهسه  اغلب کیکلاس نگیهوریمان یهاروش

 سبب امر نیا ک  کنندیم اسهااده  تیقگران داتیتجه از

 باعر  و نباشرند مناسرب یواق  زمان کنهرل یبرا شودیم

 . 19و  18و شررروند وسنسررروریب حسرررگر شررردنترعهاب

 گردارش ریزند دو نگیکوپل بر یمبهن یدیعد وسنسوریب

اکسرریداز و زنرردیر اوراتشرردگی دو کرر  از عاررت شررده

پراکسیداز تشکیل شده است و با داشهن حساسریت زیراد، 

زمان سنجش کوتاه و ا هصاصیت زیراد، قابلیرت زیرادی 

 اسرهااده با هایریگاندازه. اسید داردبرای سنجش اوریک

 دانیرم نییت  با ک  دنشویم انجام اسهاندارد یهایمنحن از

 در دیاسررکیرراور غلظررت برر  مربررو  یمصرررف ژنیاکسرر

 .دینزیم دست  ب ی یزند یهاواکنش
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 ،هاقارچ اهان،یگ حشرات، پسهانداران، در کازیوری

 ی ته . 22-20و شودیم افتی هایباکهر و مل رها

 و مل رها ها،قارچ مانند یکروبیم مناب  انواع از کازیوری

 و زنها با کار بودنساده علتب  هایباکهر

 شده گدارش زنها ینگهدار و کشت بودنصرف ب مقرون

 کاز،یوری با درمان و صیتشل در مهر  نکه. است

 دیتول یبرا دیعد مناب  یگرغربال بودنیضرور

 یهایژگیودارای  و یاقهصاد ک  ؛ مناب یاست کازیوری

 است شده گدارش ،امروزه . 22 و 21و باشند سودمند

، Pseudomonas aeruginosa یهایباکهر

Micrococcus ،Brevibacterium ،Escherichia 

coli ،Proteus vulgaris ،Streptomyces 

albosriseolus و Klebsiella  وSerratia  توانایی

 ع ل  . مل رها از24 و 23ورا دارند  کازیوری دیتول

Candida tropicalis  ا را ب کازیوری یمدزکار طورب

 فراهر رشد کشتطیمح ب  اسیدکیاور کردناضاف 

 ع ل قارچ از نیچند اندنشان دادهها  مطال  .کنندیم

Deuteromycotina، Zygomycotina، 

Ascomycotina، Basidiomycotina و 

Mastigomycotina 25را دارند و کازیوری دیتول ییتوانا 

 و دما اسیدیه ، ازع ل گوناگون  هایشا ص  .26و 

 کازهایوری انواع  نیبه تیف ال یبرا 5کوفاکهورها

 عامل عنوانب  یکروبیم کازیوری. ضروری هسهند

  ون، و سرم اسیدکیاور غلظت نییت  یبرا یکینیکل

، 7شدهتیدر شکل تثب دیاسکیاور 6وسنسوریب عنوانب 

درمان  یبرا 8کازیراسبور ییدارو نیعنوان پروتئب 

 موۀ کنندرنگ عامل عنوانب  نیه چن و 9ایس یپراوریها

 ی، عداسازپژوهش حاضرهدف   .27-25و دارد کاربرد

 فضولات از کازیوری مولد یهایباکهر ییو شناسا

 .است پرندگان

 .هامواد و روش

 یبرروم یکودهررا از نظرمررد یهان ونرر ی: بردارنمونییه

 انهلرابکرمان  شهر یفروشپرنده یهافروشگاه در موعود

 از شرگاهیززما بر  انهقال یبرا شدهانهلاب یهان ون . شدند

 یهرافالکون درون و برداشه  کودها یژرفا یمهریسانه 10

 .شدند له یر لیاسهر

های باکتریایی تولیدکنندۀ یوریکیاز: جداسازی سویه.

 و هرایباکهر سایر از نظردم یهایباکهر یعداساز منظورب 

 5 شرده،انهلاب یهان ونر  طیمح در موعود یهاکروبیم

 یا هصاصر  یمرا طیمحر در شدهانهلاب یهان ون  ازگرم 

 گرررم 2/0 د،یاسررکیرراور گرررم 5/0 یحرراو ۀشررداتوکلاو

 01/0 فسررراات،یدریپهاس گررررم 05/0 فسررراات،ریپهاسید

 راکی رو ن رک گرم 01/0 زب ،هات سولااتریدیمن گرم

 مقطررر زب هررریلیلیم 100 در دیکلراریکلسرر گرررم 01/0 و

 در هاهر  کی یبرا و حل نظردم یهایباکهر رشد منظور ب

دوردردقیقرر   130گرراد بررا دور چرر ش یسررانه  درعر 37

بر   طیاز محر هرریلیلریم 1هاهر ،  کیراز پ  ؛انکوب  شدند

 درهاهرر   کیرر یو برررا حیتلقرر دیررعد یا هصاصرر طیمحرر

 گرریچهرار برار د نردیفرا نیرا .انکوبر  شرد یادشرده طیشرا

  .27-23تکرار شد و

منظور برر  جداسییازی برتییریی سییویۀ مولیید یوریکییاز:

 100 ، مقرردارکررازیوری مولررد ی سررو نیبههررر یعداسرراز

 یهرایباکهر یحراو یا هصاصر  یمرا طیمحر از هریکرولمی

 یحراو ۀاتوکلاوشرد یا هصاصر عامد طیمح یرو نظردم

 100 در زگرار گرم 2 ه راه ب   یما یا هصاص طیمح مواد

 یچ نر کشرت ۀویبر  شر 5/7 اسریدیه  با مقطر زب هریلیلیم

 سراعت 24 ازپ  و شد داده کشت لیاسهر یهاتیپل یرو

 نردکرد رشد هایکلن ،گرادیسانه  درع 37 در شدنانکوب 

 یبرررا هرراتیپل. شرردند دیاسررکیاور یرر تجد  هالرر یدارا و

 .شدند ینگهدار لچالی در یب د هایشیززما
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 نیرا در اسید:بررسی رشد و ایجاد هالۀ تجزیۀ اوریک

 یچ نرر کشررت در یشررهریب رشررد کرر  ییهررایکلن ،نرردیفرا

 یرو واررهیردا شرکلب  و برداشره  لیاسرهر لوپ با ،داشهند

. ندشررد کشررت شرردهاتوکلاو یا هصاصرر عامررد یهرراتیپل

 شرد یبررسر کازیوری دیتول سرعت و هایسرعت رشد کلن

 یبرررا کررازیوری دیررتول و رشررد ازنظررر هررایباکهر نیبههررر و

 ییهرایکلن سرپ  ؛شدند کشت بودن یسوتک از نانیاط 

 لروپا بر ،داشرهند یترربردر   هال جادیا و شهریب رشد ک 

 عامررد کشررتطیمح یرو ی طرر کشررت ۀویشرر برر  لیاسررهر

 یهرایکلن تراشردند  داده مرحلر  چهار کشت ،یا هصاص

 هرر ک  شدحاصل  نانیاط درنهیج ،  ؛دینز دست  ب  الص

 .ستا ییایباکهر ی سو کی م رف شدهغربال یکلن
 یوریکیاز:های دارای بیشتریی تولید گری سویهغربال

 یگرغربرال یشرده بررا رالص یهرایکلن ،نردیفرا نیا در

شرکل ب  لیبا لروپ اسرهر کازیوری ۀدکنندیتول ی سو نیبههر

 و ندشررد کشررت یا هصاصرر عامررد طیمحرر در واررهیرردا

 نیبههر افهنی یبرا یکلنتک رشد و کازیوری دیتول سرعت

 شد. یبررس کازیوری ۀکننددیتول ی سو

 ابهردا ی،سلول ۀعصاری  ته منظور بتریۀ عصارۀ آنزیمی: 

 سر  مدت ب و حیتلق یا هصاص  یما طیمح در مدنظر ی سو

 130گرراد و دور چرر ش یسرانه  درعر 37 یدما در روز

کشرت طیمح ،س  روز انیاز پاانکوب  شد. پ دوردردقیق  

 4 یدر دمرا هرافالکون وشد  له یر لیاسهر یهادر فالکون

 10000با دور چر ش  ق یدق 20 مدت گراد بیسانه  درع

 براًیتقر یریسرپ  سروپ رو ؛شدند وژیایسانهردوردردقیق  

دو بررار بررا بررافر  ییایررباکهر یهاشررد و رسرروب لهرر یدور ر

فرالکون در  .بافر حل شدند هریلیلیم 10فساات شسه  و در 

دار رسانده شرد و پروب کاتوریب  دسهگاه سون خیبشر پر از 

برار  20 یاسرهراحت بررا  یرثان 30پال  ب    یثان 30شکل ب 

 یادشرده طینظر برا شررادپال  داده شد و دوباره فالکون مر

  برداشرت شرد. یسلول ۀوعصاریی و محلول رو وژیایسانهر

هرای شیززما یبررا یسلول ۀعصار ،ندیفرا نیاز انجام اپ 

 .شد ینگهدار گرادیسانه  درع 20 ی منایدر دما یب د

 بر  کرازیوری تیرف ال سرنجشسنجش فعالیت یوریکاز: 

 روش و دیاسرکیاور صیتشرل تیرک از اسرهااده ۀویش دو

  .25-23وانجام شد  یم  ول

 شرکل نیا ب  واکنش اساس ت،یک از اسهااده روش در

 ییایرقل طیمحر در را فساوتنگسرهن د،یاسرکیاور ک  است

 مقدار با رنگ شدت ؛کندیم لیتبد تنگسهن یزب ب  و ایاح

 هررریکرولیم 50 مقرردار. دارد ریمسررهق نسرربت دیاسررکیاور

 درون  یتررر بررافر هررریکرولیم 200 در شرردهحل ریزنررد

 دیاسکیاور هریکرولیم 100 و له یر شیززما وبیکروتیم

 اول م ررف هرریلیلیم 2 سپ  ؛شد اضاف  زن ب ماده  وپیش

 هررریکرولیم 500 کردن،مللررو  از پرر  و اضرراف  زن برر 

 قررر یدق 10 ازپررر . شرررد مللرررو  و اضررراف  دوم م ررررف

 طول در عهب ،گراد  سانهیدرع 37 یبن ار در ینگهدار

 ش،یززمرا کنهررل منظرور بر. شرد  وانده نانومهر 640 مو 

 وبیرکروتیم. شرد  وانرده هرر شراهد وبیرکروتیم عهب

 یولر شرت،دا را شیززمرا وبیرکروتیم طیشرا ت ام شاهد

 . بود شده اضاف  زن ب  بافر ر،یزند حجر یعاب 

 شردهحل ریزند هریکرولیم 50 مقدار ،یم  ول روش در

 شیززمرا وبیرکروتیم درون  یتر بافر هریکرولیم 200 در

 زن برر مرراده  وپیش دیاسررکیاور هررریکرولیم 100 و لهرر یر

 یدمرا در سراعت 1 مدتب  شدنانکوب  ازپ  و شد اضاف 

 نرانومهر 293 مرو  طرول در عرهب گراد،یسرانه  درع 35

 وبیرکروتیم عرهب ش،یززما کنهرل منظور ب. شد  وانده

 طیشررا ت رام شراهد وبیرکروتیم. شرد  وانرده نیرد شاهد

 ر،یزنرد حجرر یعاب  یول شت،دا را شیززما وبیکروتیم

 .بود شده اضاف  زن ب  بافر
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 .شناسایی مولکولی
شدۀ های انتخابژنومی از سویه DNAاستخراج 

 یها یابهدا سو ،یژنوم DNAاسهلرا   منظور ب نرایی:

ساعه   24 ۀتاز کشت زگارنتینوتر طیمح در شدهانهلاب

 DNA سپ گراد داده شدند و یسانه  درع 37 یدر دما

 یاز درسه افهنینانیاط  منظور ب. شد اسهلرا  یژنوم

ب   یاحه ال DNA یمحلول حاو هریلکرویم 3اسهلرا ، 

و  یژل زگارز بارگهار یهاچاهک یرو شناساگره راه 

شده اسهلرا  DNAو مقدار  یاهسه  DNAبودن  الص

 هایباکهر یژنوم DNAدر  16S rDNA ژنشد.  یابیارز

 با نیبنابرا ؛دارد وعود شدهحااظت طورب  باً یتقر

 کردن یردهر و نظردم ی سو در ژن نیا کردنیابییتوال

 توانیم ژن بانک در موعود 16S rDNA یهاژن با زن

 DNAهر  ،روش نیا در ؛کرد ییشناسا را نظردم ی سو

. شودیزماده م هریکرولیم 25شدن در حجر ریتکث یبرا

-ʹ5 یبا توال زغازگر رفت

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ  برگشت زغازگرو 

 ʹGGC/T TACCTTGTTACGACTT-3-ʹ5 یبا توال

 شد.اضاف  و مللو  

 محصرولاتتعییی تیوالی و رسید در یت فیلیوژنی: 

PCR د دنفرسهاده شر گامشیب  شرکت پ یتوال نییت  یبرا

 یها یسو نیا. شد نییت  زنها 16S rDNA یهاژن یو توال

در  شردهثبت یهایبا توال BLAST ۀویشده ب  شیابییتوال

 یها یسرو بر  ها یسو نیترکیندد و س یمقا NCBI تیسا

 نیریت  16S rDNA یشرباهت تروال دانیربر اسراس م مدنظر

ی ها یسرو یهایتوال از هشت توالی ،ب د  در مرحل؛ شدند

 شرباهت درصرد با یتوال کی و زیاد شباهت درصددارای 

افرردار نظر در نرررمدمرر یها یسررو برر  (Out Group) کررر

MEGA 6  شد. ریزنها ترس یلوژنیو در ت فشدند وارد 

 

 نتایج و بحث
برداری در سییطش شییرر کرمییان: هییای نمونییهمکان

 بررا سررطح شررهر کرمرران یهایفروشررپرندهاز  یبردارن ونرر 

 N57˚05ʹ07.8ʺEʺ14.8ʹ17˚30 ییایررررملهصررررات عغراف

  .1 انجام شد وشکل

 دیرتول دانیرم یبررسر منظورب های برتر: انتخاب کلنی

قطرر هالر  تجدیر   ک  انهلاب شدند ییهایباکهر کاز،یوری

 .داشررهند یعامرد ا هصاصر طیمحر یرویوریکراز بیشرهری 

 شرده داده نشران 2 شکل درهای مدنظر کلنیمیدان ف الیت 

 .است

 

 
 برداریانواع مناطو ن ون  -1شکل 
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 ها در محیط عامد ا هصاصیمیدان ف الیت کلنی -2شکل 

 

  ب بررسی سرعت رشد کلنی و سرعت تولید یوریکاز:

 یا هصاصر یهراطیمح در مناسرب یهایکلن ،منظور نیا

 برا ها یسرو رشرد دانیرم و کرازیوری دیتول دانیمکشت و 

 یکلنر قطرر و دیاسرکیاور یر تجد  هالر قطر یریگاندازه

هالر   دیرشد و تول یک ّ دانیم، 3. در شکل ندشد یبررس

شررده  یبررسرر دهیرربرگد ی سررو دودر  کررازیوری واسررط ب 

 نیبههرر کرازیوری دیررشرد و تول دانیم ،3شکل  در است.

ی  سرونرد نشران داد جینهرا نشان داده شرده اسرت. ها یسو

KBUB نیررو اد را دار کررازیوری دیررمقرردار تول نیشررهریب 

 دیرتول مقدار نیشهریب دارای حیتلق ازپ ساعت  96  یسو

  .4وشکل شود می ریزند

 

 
اسید در بررسی میدان رشد و تولید هال  تجدی  اوریک -3شکل 

 چهار سوی  برگدیده

 
 طی زمان KBUBاسید در باکهری بررسی میدان رشد و تولید هال  تجدی  اوریک -4شکل 

0

10

20

30

40

50

60

KMU3 KBUB

D
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Mass growth (mm)

Clear halo (mm)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

1 2 3 4 5 6 7

D
ia

m
et

er
 (

m
m

)

Time (h)

Mass growth (mm)

Clear halo (mm)



 

 

 1399، تابسهان 34 ش اره، نهرسال ها، شناسی میکروارگانیسرفصلنام  عل ی زیست  8

 

 

بودن فعالیت سلولیسلولی و برونبررسی میزان درون

 یسرلولبرون و سرلولیدرون تیرف ال نیریت  منظور بآنزید: 

 ی،ا هصاصر  یما طیمح در کشت ساعت 24 ازپ  ر،یزند

 ریزنررردشرررکل  ب یررریرو محلرررول و وژیایسرررانهر طیمحررر

  یبرا برافر ترر ییایباکهر رسوب .شدیده سنج یسلولبرون

 ییایرباکهر دیمحلول حاصل از ل و شود دیشد تا ل تیکیسون

 دانیرم، 5شد. در شکل  بررسی یسلولدرون ریزندشکل  ب

نشران داده شرده  یسرلولرونو ب یسلولدرون ریزند تیف ال

 یبرراکهر ی کرر کررازیوری ریزنررد نرردنشرران داد جیاسرت. نهررا

KBUB لیهرررواحررددر میلی 25 دانیرربرر  م کنرردمی دیررتول 

 .است یسلولبرون لیهرواحددر میلی 15 و یسلولدرون

 

 
سلولی زندیر یوریکاز سلولی و درونمیدان تولید برون -5شکل 

 هاسوی 

 

 یمولکول ییشناسا

ژل  یرو یگذارو بار یژنوم DNA استخراج

 و KBUB یها یسو یژنوم DNA اسهلرا  :آگارز

KMU3  روش اسهااده از فنل و  ب  طیکردن محیفازبا س

 ندیفرا یاز درسه یافهننانیاط  منظور کلروفرم انجام شد. ب

شده ب  ه راه اسهلرا  یژنوم یهاDNAاسهلرا ، 

ژل  یروکیلوباز  3000تا  100باند  یبا پهنا شناساگر

 یهاDNAبودن  الص دانیو مند شد یزگارز بارگهار

 .شد یبررسبا دسهگاه الکهروفورز  شدهاسهلرا  یژنوم

ن شداز مشاهدهپ : (PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره

 ریرتکث یبررا PCR ندیفرا ،شدهاسهلرا  یژنوم DNAباند 

انجرام شرد. شده اسهلرا  یهان ون روی  16S rDNAژن 

 ژل یرو زن محصررولات ،PCR جینهررا یبررسرر منظوربرر 

دیرده  PCR جینهرا ،6 شرکل در. شردند یبارگرهار زگارز

 یازهاانرد PCRمحصرولات  نردنشران داد جی. نهراشروندمی

 دارند. عات باز 1600حدود 

 

3   2        1  

 

 

 

 
1600bp 

روی ژل  16S rDNAژن  PCRباندهای محصولات  -6شکل 

 KBUB ،3 .KMU3. 2. شناساگر، 1زگارز؛ 

 
و رسید  PCRمحصیوت   16S rDNAتعییی توالی ژن 

 شردهمشراهده PCR نردیفرا محصرولاتدر ت فیلوژنی: 

ژن  شرگامانیب  شرکت پ یتوال نییت  یژل زگارز برا یرو

نظر برا دمر یهرایتوال ،یتروال نیریاز ت فرسهاده شدند. پر 

 ؛شردند  یرردهرر NCBI تیدر سرا موعود یهاژن ریسا

. شرد مشرلص نظردمر یها یسرو  گونر و عرن  ،ج یدرنه

شرده در ثبرت یهرایتوال ریسا با س یمقا و یایردهر ازپ 

افررردار نظر در نررررمدمررر یهرررایتوال ،NCBI یبانرررک ژنررر

MEGA6 رسرر شرد. در  یلروژنیو در رت ف نردقرار گرفه

 KMU3و  KBUB یها یسررو یلرروژنیف در ررت ،7شررکل 

 شود.مشاهده می
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. 16S rDNAبر اساس شباهت توالی ژن  Bordetella sp. KMU3و  Arthrobacter sp. KBUBهای در ت فیلوژنی باکهری -7شکل 

 رسر شده است. MEGA5افدار و با نرم neighbor joiningدر ت فیلوژنی ب  روش 
 

 گیریبحث و نتیجه
 تا هاکروبیمو هاگون  از یاریبس در کازیوری ریزند

 ژن در علت عهشب  یول ؛دارد وعود  پسهانداران

.  6و ندارند ف ال کازیوری ها اتیپر ،کازیوری

 یبرا را کازیوری گوناگون مناب  پژوهشگران بسیاری

و  یصیتشل یازهاینمنظور  ب و بههر دیعد ریزند افهنی

 از اسهااده ب  توع  براین،علاوه ؛اندکرده شنهادیپ یدرمان

افدایش  یپدشک و یلیتحل ،یصن هفرایندهای  در ریزند

 فضولات ،حاضر پژوهش در  .6و است یافه 

 یگرغربال منظورب  کرمان شهر سطح یهایفروشپرنده

 منظورب . شدند یبردارکاز ن ون یوری مولد یهایباکهر

 یهان ون  در کازیوری مولد یهایباکهر یگرغربال

 ب باتوع . شد اسهااده یا هصاص طیمح از شدهانهلاب

مولد  یهایباکهر از طریو جادشدهیا یهاهال  قطر

 انهلاب KMU3و  KBUB یبا کدها  یسو دو ،کازیوری

 نیبههر در. شهنددا را کازیوری دیتول نیشهریب ک  شدند
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 یا هصاص طیمح در هال قطر  ،کازیوری ۀدکنندیتول ی سو

 ازپ . شد نییت  مهریلیم 39 حدود ساعت 24 ازپ 

 ی سو ریزند شد مشلص ی، یزند تیف ال سنجش

KBUB لیهر واحددر میلی 25واست یسلولدرون شهریب .

 16S rDNAژن  یتوال ها، یو سویدق ییمنظور شناساب 

 تیزنها با سا یهایتوال یایرداز هرو پ  ت یینزنها 

NCBI ی زمده با کدهادست ب یها یمشلص شد سو

KBUB و KMU3 بیترتب را  یکیشباهت ژنه نیشهریب 

 Arthrobacter و Bordetella trematum با 

creatinolyticus  دارند. در پژوهشGhosh  وSarkar 

از  دیاسکیاور ۀکنندمصرف ی، باکهر2014در سال 

 یتوال یاز بررسد و پ مدست ز  سانان ب اک مرغ

16S rDNA ،کازیوری ۀدکنندیتول یباکهر نیا 

 ا عنوانبگرم واحددرمیلی 8 تیبا ف ال یسلولرونب

Comamonas sp BT UA هالقطر  ؛شد ییشناسا  

کشت طیدر مح یباکهر نیا از طریو دیاسکیاور ی تجد

Nutrient agar-uric acid (NA-UA) مهر یلیم 25 برابر

 و Nanda، 2014 . در سال 7و بود ساعت 24 یط

 یسانمرغ مناب  ازرا  یباکهر گون  س  ه کاران

 یسلولبرون کازیوری دیتول ییتوانا ک  کردند یعداساز

 نیشهریب ک  کازیوری ۀدکنندیتول یباکهر نیبههر و داشهند

 یتوال اساس بر ،داشت را لیهر واحددر میلی 15و تیف ال

16S rDNA عنوانا ب DL3 Bacillus cereus نظر در 

در سال  ه کارانو  Khadeپژوهش  در . 25و  شد گرفه

و  Pseudomonas aeruginosa Ph3 ی، دو باکهر2016

Pseudomonas aeruginosa 5Y2 کازیورکنندۀ یدیتول 

واحددر  77/17و  42/13 بیترتب  تیبا ف الی سلولرونب

از  دیاسکیاور ی تجد  هال قطر. کردند ییشناسا لیهرمیلی

 Nutrient agar-uricکشت طیدر مح Ph3و  5Y2 طریو

acid (NA-UA)  24 طی مهریلیم 17 و 25 برابر بیترتب 

و ه کاران در سال  Azab . در پژوهش 28و بودساعت 

 .P یهایدر باکهر دیاسکیاور ی تجد  ، هال2005

vulgaris 1753، P. vulgaris B-317-C، S. 

graminofacience  وS. albidoflavus یریگاندازه 

ی هایباکهر از طریو دیاسکیاور ی تجد  هالقطر  شد؛

، 18، 14 برابر بیترتکشت ب  یهاطیدر انواع مح یادشده

 ب باتوع  . 29و بودساعت  24 یمهر طیلیم 6 و 4

 مناب  هاکروبیم شودیم مشلص ی یادشدههاداده

 ییهاطیمح در و هسهند کازیوری ریزند دیتول یبرا ی وب

وفضولات  دارد وعود ی یطب طورب  دیاسکیاور ک 

 افتی کازیوری ۀدکنندیتول یهایباکهر ،پرندگان 

ب  قطر هال  در محیط عامد و میدان توع با .شوندیم

قابلیت  KBUBف الیت زندی ی در محیط مای ، سوی  

زیادی در تولید یوریکاز دارد؛ درنهیج ، سوی  یادشده 

 تواند برای تولید انبوه این زندیر مهر اسهااده شود.می
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