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چکيده

 

  
نهايي الکترون استفاده نموده   که از سولفات به عنوان پذيرنده هستند هوازي هايي بي ، باکتري)SRB( سولفات  هاي احياکننده باکتري

ترش کردن ذخاير نفت و گاز و خوردگي ميکروبي تجهيزات آن  مشکلات شديدي مانند نظر از SRBs .کنند مي H2S توليد و
هايي که براي شناسايي  روش. حائز اهميت استشمارش سريع آنها  بنابراين شناسايي و. باشند داراي اهميت اقتصادي زيادي مي

SRBs ۱: شوند شود به دو دسته تقسيم مي استفاده مي

 

۲. هاي شناسايي مستقيم روش -

 

هاي شناسايي مستقيم  روش. هاي کشت روش -
راز ـــــــــــاي پليم هاي زنجيره شـــــــــــــــــــــواکن پرايمرهاي اليگونوکلئوتيدي وهاي  هاي استفاده از پروب روش شامل

)PCR: Polymerase Chain Reaction( روش ،FISH )Fluorescence In Situ Hybridization (براي آشکارسازي و 
هاي  روش .شوند مي )Competitive PCR(رقابتي  PCRها با روش  شمارش باکتري ها در رسوبات، شناسايي و شمارش باکتري

وابسته به کشت در صورت داشتن هاي  باشند، درحالي که روش ميهاي سريع و قابل اطميناني  روش )شناسايي مستقيم( مولکولي
ولفات موثر ــــس در شناخت باکتري هاي احيا کنندهويژگي هاي عمومي که  بنابراين مطالعه .وقت کافي مقرون به صرفه هستند

.باشد هنوز هم داراي اهميت ويژه اي استمي

 

  
.هاي فيزيولوژيکهاي جديد تشخيص، ويژگيسولفات، روش باکتري هاي احيا کننده :کلمات کليدی
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Abstract 
Sulfate reducing bacteria (SRB), are anaerobic bacteria that use sulfate as final electron 
acceptor and produce H2S. SRBs have great economic importance in the oil industry, where 
they cause severe  problems, including sourting of oil and gas deposits and corrosion of 
production facilities. Considerable effects have been directed toward the development of 
rapid methods for detection and enumeration of SRB in natural and industrial environments. 
In general, the methods used to enumeration SRB can be divided into the following two 
categories. 1) direct detection methods. 2) culture methods. The direct detection methods 
developed recently include: 1) the use of oligonucleotide probes and PCR primer. 2) FISH 
method for detection and enumeration of bacteria in sediments, 3) detection and 
enumeration of bacteria by competitive PCR. Molecular methods are rapid and trust worthy 
but in the case of having enough time, culture methods are cheaper and save money. So, 
Studing of general features that are effective on  detection of SRBs are still important. 
Keywords: Sulfate reducing bacteria, new methods, physiologic features. 
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۱

 

 مقدمه -
گروه متنوعي از )SRBs(سولفات   هاي احيا کننده باکتري
از سولفات  هوازي هستند که توانايي استفاده هاي بي باکتري

 H2Sنهايي الکترون دارند و به همراه آن   را به عنوان پذيرنده
.نمايند توليد مي

 

  
ي سولفات از موارد با اهميت  هاي احيا کننده باکتري

هاي  اکولوژيکي در معدني کردن مواد آلي در محيط
% ٥٠براي مثال در رسوبات دريايي بيش از . هوازي هستند بي

. احياء سولفات اکسيد شوند  مواد آلي ممکن است به وسيله
هاي  ها با ميزان پايين سولفات، مثل درياچه در برخي محيط

ها ممکن است هنوز در  ، احياء سولفاتي باکتريشيرينب آ
.يندهاي معدني کردن مهم باشدافر

 

  
SRBs  اهميت اقتصادي مهمي در صنعت نفت دارند، جايي

که آنها سبب مشکلات شديدي از جمله ترش کردن ذخاير 
.شوند نفت و گاز و خوردگي تجهيزات مي

 

  
هاي قابل اعتماد و  روش  هاي زيادي در جهت توسعه تلاش

هاي طبيعي و  در محيط  SRBs سريع براي شمارش و شناسايي
هايي که براي  به طور کلي روش. صنعتي انجام شده است

: شوند شود، به دو دسته تقسيم مي استفاده مي  SRBsشمارش 
١

 

هاي شناسايي مستقيم روش -

 

  
٢

 

.هاي کشت روش -

 

  
روش  بر اساس  SRBsهاي کشت براي شمارش  روش

به طور وسيعي براي چندين دهه استفاده   ١ترين تعداد محتمل
هاي جديد شمارش و شناسايي  روش. ]٢و١[ شده است

:باشد شامل موارد زير مي SRBهاي  باکتري

 

  
١

 

را  ٣ 16SrRNAکه قطعات ژني  ٢استفاده از پرايمرهايي -
 هاي  دهند، که براي شناسايي باکتري مورد هدف قرار مي

SRB ٧و ٦،٥،٤،٣[ روند به کار مي[.

 

  

                                                           
1 Most Probable Number: MPN 

۲

 

اي  تک رشته DNAباشد که مکمل قسمتي از  مي DNAاي از  پرايمر قطعه - 
را  DNAپليمراز بتواند کار تکثير  DNAه آن متصل شود تا آنزيم بتواند  است و مي
.آغاز نمايد

 

  
٣

 

-  16SrRNA : 30بخشي از ترکيب زير واحدS ريبوزوم پروکاريوتي است.

 

  

٢

 

ها در  براي آشکارسازي و شمارش باکتريFISH ٤روش  -
.]١١و١٠،٩،٨،٣[ .رسوبات

 

  
٣

 

 PCR٥هاي  هاي اليگونوکلئوتيد و پرايمر استفاده از پروب -
هاي  جهت شناسايي باکتري ٦ها محل دفن زباله  براي شيرابه

SRB ]١٥و١٤،١٣[.

 

  
٤

 

در رسوبات ساحلي با  ها شناسايي و شمارش باکتري -
.]١٩و١٨،١٧،١٦[ ٧يرقابت  PCR کمک

 

  

 

  
٢

 

  ها شرح روش -

 

  
١

 

-٢

 

با استفاده از پرايمرهايي که   SRBsاسايي نش -
عميق دريا را  در رسوبات   16SrRNAقطعات ژني

دهند مورد هدف قرار مي

 

  
سولفات در رسوبات عميق   احياکننده جمعيت باکتريايي

توسط آناليزهاي فيلوژنتيک  ٨گرم آرام غربي  حوضچه
 16SrRNAژني   استفاده از پرايمرهايي که قطعه مولکولي با

  کتابخانه. دهند، بررسي شد ار ميرا مورد هدف قر
  متري سانتي ١٢لايه رسوب از  ٥ويژه از   16SrRNAژني

کتابخانه از طريق  ٥ها در  کلون. ساخته شد WPO   هسته
تمايز داده  ٩چندشکلي بودن طول قطعات محدود شونده

.شدند

 

  
 16SrRNAپرايمرها براي هدف قرار دادن : شناسايي  نحوه

وباکتر استفاده شدند، ـــــــــهاي آلفاپروتئSRB  مربوط به

                                                           
4 Fluorescence in situ hybridization 

٥

 

ازدياد به روش  Polymerase Chain Reaction (PCR) به طور كلي -
هاي ساده و رايج  آنها توسط روش  تا حد مشاهده  DNA مقادير جزيي

.آزمايشگاهي اطلاق مي شود

 

  
6 Land fill leachate 

٧

 

کنترل . هم وجود دارد يهدف، کنترل داخل DNAن روش علاوه بر يدر ا -
ک يق تکنير هدف است که از طريغ DNA يک توالي، يک توالي يداخل
هدف  DNAمشترک با  يمريپرا يتوال) composit primer(مر يب پرايترک

آورند که هر  ين امکان را فراهم ميرند و ايگ يقرار م يدر دو طرف کنترل داخل
ن يدر ا. ابنديريک مخلوط واکنش تکثيکسان در يط يتحت شرا DNA  دو قطعه

که  يشود و زمان يجاد ميا يهدف و کنترل داخل  ن قطعهيب يروش همواره رقابت
هم خواهند داشت،  يکسانير يباً تکثين دو قطعه برابر باشند، تقريا يها تعداد نسخه

.است  competitive PCR يمه کميقت اساس روش نيدر حق يژگين ويا

 

  
8 WPO: West Pacific Warm Pool 
9 RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism 
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 حاصل از رسوبات DNAالگوهاي  را با استفاده ازPCR  که 

WPO  جفت پرايمرهاي  .انجام دهندSRB385F-907R 
. استفاده شدند SRBمربوط به   16SrRNAبراي تکثير ژن 

 PMD-18Tمورد نظر   ١در حامل يا وکتور PCR محصولات 
18T کلون شدند و مخلوط اتصال )Ligation ( براي

استفاده ) Ecoli(هاي مستعد اشريشياکلي  سلول ٢ترانسفورم
ها تکثير شدند و توسط  کلونقطعات الحاقي . شدند

 ٨سپس قطعات براي . ص شدندلدهي با اتانول خا رسوب
گراد با آنزيم  درجه سانتي ٣٧ساعت يا بيشتر در دماي 

نتايج واکنش با . هضم شدند  MspI ٣ي محدودکننده
مايد وحاوي اتيديوم بر% ٥الکتروفورز روي ژل آگاروز 

متفاوت از  RFLP هاي نماينده با الگوي  کلون. مشخص شد
اين . يابي انتخاب شدندها براي تواليانهــهر کدام از کتابخ

گروه که بسيار نزديک  ها در چهار نکته استنباط شد که کلون
به دسولفوتوماکولوم، دسولفاسينيوم، دسولفومونيل و 

.دسولفانيوتيکوس بودند قرار داشتند 

 

  

 

  
٢

 

-٢

 

براي شناسايي و شمارش  FISHروش -
ي سولفات هاي احيا کننده باکتري

 

  
لايه  ٥نيز براي ) FISH( هيبريداسيون درجاي فلورسنت

گرم آرام غربي جهت آشکارسازي و   رسوب حوضچه
هاي رسوبات  در اين روش نمونه. استفاده شد  SRBsشمارش 

 تثبيت شدند و دوبار با % ٤ ساعت با فرمالدهيد ٨براي 
PBS)Phosphate buffered saline)(10m mol l-1 Na3PO4، 100m mol l-1 NaCl( 

 PBS/EtOH )Phosphateشسته شدند و سرانجام در 

buffered saline/Ethanol)(٢٠در دماي ) ١:١

 

درجه   -
هاي ذخيره شده رقيق شدند  نمونه. گراد نگهداري شدندسانتي

٣٠و توسط روش فراصوت ملايم براي 

 

. ثانيه تيمار شدند ٢٠-

                                                           
١

 

است که داراي مبدأ همانندسازي  DNAاي از  قطعه): بردار، وکتور(حامل  -
مورد نظر ما را به درون سلول ميزبان هدف   DNAتواند قطعه  مستقل است و مي

.حمل کند

 

  
٢

 

خارجي به درون  DNAهاي مستعد به معني انتقال  ترانسفورم کردن سلول -
.باشد هاي مستعد مي سلول

 

  
٣

 

را  DNAهايي هستند که توالي خاصي از  کننده آنزيمدهاي محدو آنزيم -
هر گونه تغيير در جايگاه برش . نمايندکنند و برشي در آن ايجاد ميشناسايي مي

.يابد ايجاد شده تغيير مي  ع برش شده و در نتيجه  طول قطعهآنها مان

 

  

ميکرو مولار  ٢/٠کربناتي هاي پلي بخشي از آن از ميان فيلتر
مورد   FISHهاي حاصل براي روش  عبور داده شدند و نمونه

اي زير مورد ه ي دو رگه سازي پروب برا. استفاده قرار گرفتند
که براي قلمرو   EUB338 پروب: استفاده واقع شدند

که براي  SRB385باشد، پروب  باکتريايي اختصاصي مي
که  DMF228اختصاصي است، پروب   SRBsاکثر اعضاي 

هاي  پروب. براي گروه دسولفوتوماکولوم اختصاصي است
دار اليگونوکلئوتيد سنتز شدند و با کربوکسي فلورسين نشان

ها زير  ها بعد از اثر دادن با پروب د، سپس نمونهشدن
.فلورسنت بررسي و شمارش شدند ميکروسکوپ اپي

 

  
 دهند تنها بخش کوچکي از جمعيت باکتريايي را تشکيل مي

)٩٥/١

 

 ٣ي  و بالاترين ميزان را در لايه) درصد٣٤/٠-
ش وابسته به داشتند و يک تمايل کاه%) ٩٥/١(متري  سانتي

حضور . متري دارا بودند سانتي ١٢  تهعمق را در طول هس
SRBs  سيگما پروتئوباکتر در رسوبات عميق دريا به وسيله  

ئوتيدي هاي اليگونوکل با استفاده از پروب FISHروش 
.ييد شدأمشخص و ت SRB385يعني  SRB ويژه

 

  
سلول  ١٠٧حدود تا  ١٠٦ تعداد کل سلولي طيفي را از تقريبا

درصد تعداد باکتريايي در شمارش . بر گرم را در برگرفت
انتهايي   در لايه%  ٢٠ي سطحي تا  در لايه% ٦٠سلولي از

پايين  اًنسبت SRB نتايج نشان دادند که محتوي . کاهش يافت
 ريايي راــــــــــاست و بخش کوچکي از جمعيت باکت

)٩٥/١

 

ان نش FISHهمچنين . دهد تشکيل مي) درصد٣٤/٠-
اي ميله WPO  در هسته  SRBsداد که 

 

ا هآن کوکسي بودند و -
به طور جداگانه در رسوبات توزيع شدند، بدون اينکه 

.تجمعاتي مشاهده شوند

 

  

 

  
٣

 

-٢

 

اليگونوکلئوتيدي و  ٤پروب هاي  توسعهروش -
هاي  براي شناسايي زير گروه  PCR پرايمرهاي

سولفات  هاي احياکننده يلوژنتيکي باکتريف

 

  
شش  مربوط به 16SrRNA ژن براي  PCR هاي پرايمر دسته

و به منظور  سولفات طراحي  گروه باکتريايي احيا کننده

                                                           
٤

 

که نشاندار شده و براي جستجوي توالي  DNAاي از  پروب عبارتست از قطعه -
.رود به کار مي DNAاصي از خ
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استفاده  هاي محل دفن زباله ها در نمونه  SRBsشناسايي 
، گرديدمتمايز   generic/subgeneric شش گروه. شدند

که شامل دسولفوتوماکولوم، دسولفوبولبوس، 
دسولفوکوکوسسولفوباکتر، د دسولفوباکتريوم،

 

- 
دسولفونما

 

دسولفوسارسينا، دسولفو ويبريو -

 

- 
ترکيبات   بيني شده هاي پيش ويژگي. دسولفوميکروبيوم بودند

  DNAهاي اليگونوکلئوتيدي با  و پروب PCRهاي  پرايمر
 PCR دستورالعمل. ييد شدأهاي مرجع ت سويه مربوط به
 landfillدر  16SrRNAبراي  ١ nested PCRمستقيم و 

 PCRتوانستند با استفاده از    SRBsسه تا از گروه. استفاده شد

دسولفوتوماکولوم، دسولفوباکتر، ( مستقيم شناسايي شوند 
دسولفوکوکوس

 

دسولفونما -

 

 زماني که) دسولفوسارسينا -

nested PCR   استفاده شد دو گروه ديگر هم شناسايي
دسولفو ويبريو دسولفوبولبوس،( شدند

 

). ولفوميکروبيومدس -
 ها  هاي محل دفن زباله تنها دسولفوباکتريوم نتوانست در نمونه

.شناسايي شود nestedمستقيم و  PCRبا استفاده از 

 

  

 

  
٤

 

-٢

 

  هاي احيا کننده شناسايي و شمارش باکتري -
رقابتي PCR  سولفات در رسوبات به وسيله

 

  
 وروديي سولفات در رسوبات  هاي احياکننده توزيع باکتري

اوتي را هاي نمکي متف در انگليس که غلظت  ٢کولن  رودخانه
در اين جا . بررسي شد ٣رقابتي PCR  گيرد به وسيله در بر مي

استفاده  PCRي که از جديد و روش کم يک دسته پرايمر
يک دسته پرايمر براي ژن ديس . بررسي مي گرددکند  مي

                                                           
١

 

هدف را تکثير   خارجي منطقه  در اين روش ابتدا يک جفت پرايمر ناحيه -
استفاده ) هدف(داخلي تر   کند، سپس يک جفت پرايمر براي تکثير ناحيه مي
.شود شود به اين ترتيب از تکثير غير اختصاصي ممانعت مي مي

 

  
2 Coln 

٣

 

کنترل . هدف، کنترل داخلي هم وجود دارد DNAدر اين روش علاوه بر  -
غير هدف است که از طريق تکنيک ترکيب  DNAداخلي يک توالي، يک توالي 

هدف در دو  DNAتوالي پرايمري مشترک با ) composite primer(پرايمر 
آورند که هر دو  گيرند و اين امکان را فراهم مي طرف کنترل داخلي قرار مي

در اين  .يابند کسان در يک مخلوط واکنش تکثيرتحت شرايط ي DNAي  قطعه
شود و زماني که  هدف و کنترل داخلي ايجاد مي  روش همواره رقابتي بين قطعه

تکثير يکساني هم خواهند داشت،  هاي اين دو قطعه برابر باشند، تقريباً تعداد نسخه
.است  competitive PCR اين ويژگي در حقيقت اساس روش نيمه کمي

 

  

ر تکثيه است و طراحي شد ٤زسيميلاتوري سولفيد ردوکتا
PCR ي  هاي ويژه پرايمر منفرد  با استفاده از دسته)DSR ( که

 ،کند ايجاد مي هاي مورد انتظار را با اندازه PCRمحصولات 
با استفاده از  PCR نتايج نشان دادند که. مي گردد انجام

  SRB پرايمرهاي جديد طراحي شده براي شناسايي انتخابي
پرايمر براي تخمين  نوعاين . طبيعي مفيد است  از يک نمونه

در . به کار برده مي شودرقابتي  PCR روش ها با تعداد سلول
% ٢٠حدود  استفاده شده است کهاز يک رقيب  اين روش

.مي باشد  DSR  طراحي شده  کوتاه تر از ناحيه

 

  
به همراه کولن   ورودي رودخانههاي  اين روش براي نمونه

. ه استستفاده شدگيري همزمان ميزان احياي سولفات ا اندازه
سلول بر  ٧/٥ *١٠٨ تا٢/٠که طيفي را از  SRB تراکم بالاي

رقابتي  PCRبا استفاده از . گيرد رسوبات در برمي ليتر ميلي
  اين است که همه در اين روش فرض بر. تخمين زده شد

SRBs  منفرد از   يک نسخهDSR با استفاده از اين . را دارند
١٧زتخمين ميزان احياي سولفات ويژه ا

 

١٥تا ١٠ -

 

 SO4 مول١٠ -

 PCR  نتايج نشان دادند که. بر سلول بر روز تخمين زده شد
در  SRBs  رقابتي ابزار قدرتمندي براي تخمين سريع تعداد

با اين  .باشد هاي وابسته به کشت مي محل است و برتر از روش
ها رتي که شرايط براي شناسايي اين باکتريحال در صو

هاي ديگري که در فراهم نباشد، مي توان با استفاده از روش
.بحث خواهد آمد آنها را شناسايي کرد ادامه 

 

  

 

  
٣

 

هاي فيزيولوژيک مؤثر در شناسايي ويژگي -
باکتري هاي احيا کننده سولفات 

 

  
١

 

-٣

 

بر اساس خصوصيات  SRBهاي تعريف باکتري-
فيزيولوژيک آنها

 

  
SRBs ند شکلي و ــــــدسته يا گروهي از باکتري هاي چ

 ءلق بوده که از لحاظ واکنش گرم، جزــهوازي مطبي
اين نوع باکتري بيش از . هاي حقيقي گرم منفي هستندباکتري

. دو ميليارد سال است که در کره زمين زندگي مي کند
هاي آلوده و درياها به وفور ها و آبامروزه نيز در کليه خاک

يافت مي شوند و از سولفات يا ديگر ترکيبات اکسيد شده 

                                                           
4 DSR :Dissimilatory Sulfide Reductase 
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سولفور و يا سولفور عنصري به عنوان منبع الکترون استفاده 
يدروژن هاحياي اين ترکيبات موجب توليد سولفيد کرده و با 
ها متابوليسم تخميري نيز امکان دارد در برخي گونه. مي شوند

.]۲۱[رات ها به ندرت تجزيه مي شوند اين حال کربوهيدبا 

 

  

 

  
٢

 

-٣

 

SRBsويژگي هاي عمومي در شناخت  -

 

  
داراي خصوصيات ) SRBs(بسياري از گونه هاي اين گروه 

:]٢١[زير مي باشند 

 

  
bو يا سيتوکروم  Cوجود سيتوکرم ) الف

 

  
وجود آنزيم سولفيت ردوکتاز، دسولفوويريدين و ) ب

دسولفوروبيدين

 

  
.در بسياري از گونه ها هيدروژناز وجود دارد )ج

 

  
احياي نيترات به آمونيوم در بسياري از سويه ها منفي است  )د

.ليکن در برخي سويه ها وجود دارد

 

  
برخي از سويه ها داراي توانايي تثبيت نيتروژن مي باشند  )ه

.که در جداسازي آن ها اهميت دارد

 

  
جه به الگوي با تو SRBهاي مختلف ها و گونهجنس )و

مصرف ترکيبات آلي متفاوت بوده و بر اين اساس دو دسته 
:وجود دارد

 

  
I      ( بسياري از گونه ها با مصرف غير کامل)ناتمام (

ترکيبات آلي نظير لاکتات آنها را به استات و دي اکسيد 
.کربن تبديل مي نمايند

 

  
II      (برخي گونه ها با اکسيداسيون کامل استات و ترکيبات 

.آلي ديگر آنها را به دي اکسيد کربن تبديل مي نمايند

 

  
٦٧مابين  DNAبراي  GCدرصد مولي  )ز

 

متفاوت % ٣٧-
.است

 

  

 

  
٤

 

هاي روش هاي اساسي در شناخت باکتري -
 احياکننده سولفات و يا سولفور

I ( باکتري هايي که قادر به اکسيداسيون کامل استات به دي
:اکسيد کربن مي باشند

 

  
ها از سولفور به عنوان پذيرنده الکترون استفاده اين باکتري 

اين گروه از . مي نمايند، سولفات به هيچ عنوان احيا نمي شود
باکتري هايي هستند که احيا جذبي سولفور را  ءها جزباکتري

وجود  ١دسولفوروموناس انجام مي دهند، در اين دسته جنس
.دارد

 

  
II (ات مي باشندباکتري هايي که قادر به احيا جذبي سولف:

 

  
سولفيت، تيوسولفات و يا ديگر ترکيبات اکسيد شده 
سولفوري به عنوان پذيرنده الکترون مي باشند، اين باکتري ها 

.  ]٢١[به نام باکتري هاي احياکننده جذبي سولفات معروفند 
بر اساس ويژگي هاي فيزيولوژيک به گروه هاي ) II(گروه 

:زير تقسيم مي شود

 

  
سلول ها آزاد بوده و به صورت تک،  در اين گروه) الف

اين گروه بر . جفت يا به صورت زنجيره اي وجود دارند
ورت زير ــــاساس برخي خصوصيات فيزيولوژيک به ص

).١جدول (بندي مي شوند طبقه

 

  
در اين دسته سلول ها به شکل سارسينايي مي باشند و ) ب

 اشکال کوکسي و. برخي اوقات اشکال نامنظم ديده مي شود
يا بيضوي شکل تکي نيز که اغلب تحرک هم دارند ديده 

شوند و اکسيداسيون کامل اسيدهاي چرب و يا بنزوات مي
.است ٢دسولفوسارسيناوجود دارد، جنس شاخص اين گروه 

 

  
سلول ها به صورت دسته هاي چندسلولي و نيز رشته اي ) ج

کامل قابل انعطاف با حرکت خزنده وجود دارد، اکسيداسيون 
شاخص اين گروه  اسيدهاي چرب وجود دارد، جنس

.است ٣دسولفونما

 

  
 
۵

 

ويژگي هاي مختلف کاربردي در شناسايي  -
هاي مختلف باکتري هاي احياکننده سولفور و گونه

سولفات

 

  
الف

 

روش شناسايي و افتراق اين : جنس دسولفوروموناس -
جنس از ديگر باکتري هاي احياکننده دفعي سولفور بر اساس 

خصوصيات اصلي . هاي فيزيولوژيکي استوار استواکنش 
ويژه اين جنس توانايي آنها  در رشد بر روي استات به عنوان 

ت استات با تنفس ــدر اين حال. تنها منبع آلي کربني است
ديگر  هوازي به دي اکسيد کربن تبديل شده و از طرفبي

 . سولفور به سولفيد احيا مي شود

                                                           
1 Desulfuromonas sp. 
2 Desulfosaricina 
3 Desulfonema 
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به استفاده از قادر  دسولفوروموناسجنس : گيرنده الکترون

عنوان منبع گيرنده  و سولفيت به سولفات، تيوسولفات
اين ويژگي در شناسايي و افتراق اين جنس با  .الکترون نيست

) SRB(گونه هاي اکسيدکننده استات و احياکننده سولفات 
از اهميت  دسولفوباکترو  دسولفوتوماکولومنظير گونه هاي 

توانايي . ]۲۱[خاص و منحصر به فردي برخوردار است 
از جمله ويژگي هاي  H2Sاستفاده از سولفور و تبديل آن به 

مربوط به  SRBsجنس هاي کامپيلو باکتر، وايلونلا و برخي 
است، ليکن جنس هاي ذکر شده هيچ  دسولفوويبريوجنس 

نيستند و براي  CO2کدام قادر به اکسيداسيون استات به 
برخلاف . احياي سولفور نياز به فومارات و يا هيدروژن دارند

سولفور که ميله اي شکل  اکثر باکتري هاي احياکننده دفعي
بيضوي  دسولفوروموناساکثر سويه هاي جنس  .مي باشند

. ]۲۱[ بوده و داراي حرکت با تاژه جانبي يا نيمه قطبي هستند
بر اساس مطالعات فوق سه ويژگي جنس دسولفوروموناس 

:عامل افتراق آن است

 

  
I (قدرت رشد تحت شرايط بي هوازي بر روي استات.

 

  
II ( استفاده از سولفات و تيوسولفات و سولفيت عدم توانايي

.به عنوان منبع گيرنده الکترون

 

  

III (تحرک با تاژه جانبي.

 

  
دسولفوويبريوجنس ) ب

 

  
I (شکل خميده و تحرک بسيار : ويژگي هاي مورفولوژيک

.زياد از جمله خصوصيات منحصر به فرد است

 

  
II ( درجه  ١٠٠عدم مقاومت گرمايي به صورتي که در دماي

اين خاصيت . دقيقه از بين مي رود ٥پس از  گرادسانتی
موجب شناسايي و افتراق آن نسبت به گونه هاي جنس 

.مي گردد دسولفوتوماکولوم

 

  
III (تست دسولفوويريدين براي اکثر گونه ها مثبت است.

 

  
سوسپانسيون سلولي را با چند قطره سود : روش انجام تست

2N نور با طول موج  آغشته کرده و به سرعت در مجاورت 

nmقرارمي دهند، مشاهده فلورسنس قرمز نشانه حضور  ٣٦٥
.اين جنس است

 

  
سه ويژگي فوق اکثر سويه هاي اين جنس را از سويه هاي 

و  دسولفوسارسينا، دسولفوکوکوس، دسولفوباکترجنس 
.]۲۱[ مجزا مي سازد دسولفوفوبوس

 

  
دسولفوموناسجنس ) ج

 

  
I (عدم وجود مقاومت حرارتي

 

  

]۲۱[مشخصات اصلي برخي جنس هاي باکتري هاي احياء کننده سولفات :١جدول 

 

  

گروه

 

شکل سلولي  

 

خصوصيات فيزيولوژيک  

 

  
توليد 
اسپور

 

  
 جنس شاخص

١گروه 

 

ميله اي  

 

مارپيچي، ويبريويي و فنري -

 

  
 CO2اکسيداسيون ناتمام لاکتات به استات و 

برخي گونه ها اسيدهاي چرب را به صورت 
.کامل اکسيد مي نمايند

 

  
ندارد

 

  Desulfovibrio 

٢گروه 

 

ميله اي و صاف و غيرمتحرک  

 

  
اکسيداسيون ناتمام لاکتات يا پيروات به استات 

 CO2و 
ندارد

 

  Desulfomonas 

٣گروه 

 

)تحت تمام شرايط(کروي   

 

اکسيداسيون کامل اسيدهاي چرب يا بنزوات  

 

ندارد  

 

  Desulfococcus 

٤گروه 

 

  
 بيضوي تا ميله اي با انتهاي گرد و گاهاً

کوکوسي

 

  
، رشد در CO2اکسيداسيون کامل استات به 

.آب دريا بهتر صورت مي گيرد

 

  
ندارد

 

  Desulfobacter 

٥گروه 

 

  
بيضوي، اغلب به شکل ليمو با انتهاي 

مشخص و تيز

 

  
اکسيداسيون ناکامل پروپيونات يا لاکتات به 

 CO2استات و 
ندارد

 

  Desulfobulbus 

٦گروه 

 

  
انتهاي باسيلي صاف تا کمي خميده با 

مشخص و تيز

 

  

 

-

 

دارد  

 

  Desulfotomaculum 
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II ( عدم توانايي در استفاده از چربي مونوکربوکسيليک به
عنوان منبع الکتروني

 

  
III ( عدم تحرک

 

  
دسولفوکوکوسجنس ) ه

 

  
I (شکل کوکوئيدي

 

  
II (وان منبع کربن، ـــتوانايي رشد بر روي بنزوات به عن

نيز اين توانايي را دارند، اما شکل  دسولفوسارسيناهاي سويه
اين سويه ها در محيط حاوي آگار به صورت سارسينايي 

که در قسمت هاي قبلي توضيح داده  همان طور .]۲۲[است 
شد اغلب سويه هاي جداشده از خوردگي هاي آهن و يا 

بنابراين روش  ،است دسولفوويبريوآلياژهاي مربوط به جنس 
ت مفصل مورد بحث قرار مي سازي اين جنس به صورغني

.گيرد

 

  

 

  
٦

 

SRBsغني سازي جنس هاي مختلف  -

 

  
به منظور غني سازي و سپس کشت هر کدام از جنس هاي 

ها و الگوهاي مختلف باکتري هاي احيا کننده سولفات روش
ها در اصل بر پايه خواص فيزيولوژيکي اين روش .داردوجود 

به طور . ]۲۲و ۲۱[است که در قسمت هاي قبلي ذکر شد 
کلي براي هر جنس محيط کشت حاوي کليه نمک هاي 

در . معدني مورد نياز، سولفات و منبع کربن مناسب است
محيط و شرايط پتانسيل اکسيداسيون و احيا  pHصورتي که 

به سهولت به دست  SRBsبه طور صحيحي تنظيم شود رشد 
.]۲۳[مي آيد 

 

  

 

  
٧

 

دسولفوويبريوجداسازي و غني سازي جنس  -

 

  
همان طور که در قسمت هاي قبلي توضيح داده شده است 
اين جنس از احيا کننده هاي سولفات در اکثر خوردگي هاي 

حضور دارد و به عنوان مثال در  SRBsميکروبي حاصل از 
خنک کننده  آب صنعتي و خط  لوله هاي انتقال آب سيستم

براي  .]۲۵[قند نيز گزارش گرديده است  توليد کارخانه
غني سازي اين جنس، نياز به پتانسيل اکسيداسيون و کشت و 

١٥٠ mvاحيا به نسبت پايين در حدود 

 

تحت اين . است -
شرايط نفوذ اکسيژن به درون محيط کشت به شدت کاهش 

اغلب  SRBsدر محيط کشت  .يافته و رشد تسهيل مي گردد
جهت ) انديکاتور(گر از نمک هاي آهن به عنوان نوعي نشان

در صورتي که . لفات استفاده مي شودرک احياي سود
سولفات احيا شود و به سولفيد تبديل شود در طي واکنش با 
يون هاي آهن توليد سولفيد آهن سياه رنگ مي کند که نشانه 

ها و برخي از ميکروارگانيسم. ]٢٦[ رشد اين باکتري هاست
SRBs بر اثر توليد بيوفيلم سبب خوردگي ميکروبي مي شوند 

]۲۹[.

 

  

 

  
٨

 

هاي کاهش پتانسيل اکسيداسيون و احياي روش -
محيط

 

  
I ( استفاده از نمکNa2S  در محيط متر يک ميلیبه غلظت

 mM١ظت ــخالص با غل Na2Sاستفاده از نمک : کشت
تواند ميزان پتانسيل اکسيد و احيا را تا حدي کاهش دهد، مي

تر ليکن در صورتي که سويه ها نسبت به اکسيژن حساس
در ضمن افزايش بيش از حد . باشند اين روش کارايي ندارد

موجب سياه شدن محيط کشت مي گردد ) mM١بيش از (
.]۲۲[که متعاقب آن تشخيص با مشکل مواجه مي شود 

 

  
II ( استفاده از نمک تيوگليکولات سديم و يا تيولاکتات با

اين روش نيز کارايي زيادي در کاهش نفوذ : mM١غلظت 
رد، ليکن هنگامي که مخلوط تيوگليکولات سديم اکسيژن دا

)mM(همراه با آسکوربات ) ١mMاستفاده شود، نتايج ) ١
.]۲۳و۲۲[بهتري به دست مي آيد 

 

  
III (از جمله معايب : استفاده از نمک تازه سديم دي تيونيت

اين روش اشکال در استريل شدن کامل نمک سديم دي 
.تيونيت است

 

  
IV ( در اين روش از کشت : ١مخلوطاستفاده از روش آگار

اين روش . جامد جهت جداسازي غني سازي استفاده مي شود
مزايا و معايبي دارد، ليکن از هر جهت براي به دست آوردن 

اغلب از . کلني هاي جداسازي شده و خالص مناسب است
به ( معمولاً پس از غني سازي نمونه هاروش آگار مخلوط 

جهت تفکيک سويه ها استفاده مي ) يکي از سه روش قبلي
.شود

 

  

                                                           
1 Shake agar 
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٩

 

نحوه کشت به روش آگار مخلوط -

 

  
 ٢٠ول حداقلــبراي کشت از لوله هاي درپيچ دار به ط

قطر لوله ها اهميت چنداني ندارد  .متر استفاده مي شودسانتي
بر طبق . ولي لوله هاي با درب قابل اتوکلاو توصيه مي شود

پس از اضافه کردن عناصر اصلي محيط کشت به اين روش 
١محيط، در حد 

 

آگار خالص اضافه مي شود، سپس % ٨/٠-
لاو تا دماي ـــــمحلول حاصل اتوکلاو شده و پس از اتوک

٥٠

 

ين ــدر همين ح .سرد مي شودگراددرجه سانتی ٤٥-
هاي حاوي باکتري با رقت هاي مختلف به محلول فوق نمونه

مي تکان داده مي شود تا به طور کامل اضافه شده و به آرا
مخلوط شود و سپس درب لوله را بسته و انکوباسيون در 

٣٠دماي 

 

پس از طي . انجام مي گيردگراد درجه سانتی ٢٥-
شدن مدت زمان لازم، کلني سياه

 

خاکستري موجود در  -
عمق محيط کشت نشانه رشد است؛ نکته اصلي در کشت به 

ه خلوص بالا از آگار است و روش آگار مخلوط نياز به درج
همچنين براي اين که بتوان حداکثر تفکيک را در کلني ها 
ايجاد کرد نياز به ساخت رقت هاي مختلف از نمونه غني 

.شده است

 

  

 

  
١٠

 

دسولفوويبريوروش جداسازي جنس  -

 

  
روش هاي مختلفي با ترکيبات مختلف جهت جداسازي 

در اين موجود است که  دسولفوويبريوباکتري هاي جنس 
ميان از سه محيط کشت زير بيشتر استفاده شده است 

روش عمومي جهت جداسازي باکتري هاي جنس ). ٢جدول(
طبق اين . است Bاستفاده از محيط کشت  دسولفوويبريو

ساخته  Bه شامل کليه ترکيبات محيط روش يک محلول پاي
% ١ه برداشته شده و با از محيط پاي ml٢مي شود، سپس 

سديم آسکوربات و %  ٠١/٠حجمي آگار خالص، /وزني
سديم تيوگليکولات مخلوط نموده و سپس در دماي  %  ٠١/٠

جام ـــــدقيقه اتوکلاو ان ٥به مدت  گراددرجه سانتی ١٢١
در . محيط بررسي مي شود pHگيرد، پس از اتوکلاو، مي

 pHده باشد، صورتي که اجزا به صورت صحيح استفاده ش
 .]۲۶[ است ٥/٧حدود  گراددرجه سانتی ٢٥در اين مرحله در 

ها سپس به روش آگار مخلوط که قبلاً توضيح داده شد، نمونه

٥پس از . وارد محيط کشت مي گردد

 

روز کلني هاي سياه  ٤-
در لوله هايي که داراي  دسولفوويبريوحاصل از رشد جنس 

مکان دارد کلني هاي ا .]۲۸[رقت کمتر است، ديده مي شود 
ها و اشکال ديگري به غير از سياهديگري به رنگ

 

خاکستري -
ندارد و از آنها  SRBديده شود که اهميتي از لحاظ تشخيص 

پس از گذشت مدت زمان لازم جهت  .چشم پوشي مي گردد
ها مي توان لوله گرمخانه گذاري براي جداسازي کلني

ت استريل آزمايش را به صورت استريل درون يک پلي
پت پاستور کلني را جداسازي و  شکست و با استفاده از پي

قبل از وارد شدن به مراحل . براي مراحل بعدي استفاده کرد
بعدي براي اطمينان از خالص بودن کشت، کلني ها درون 
سرم فيزيولوژيک استريل حل شده و با استفاده از 

پس از . ميکروسکوپ خالص بودن کشت بررسي شود
با ) ٢جدول ( Bن از کشت خالص سلول ها  به محيط اطمينا

Na2S ۳۰و۲۲[ اضافه می شود[.

 

  
 

١١

 

گيري نتيجه -

 

  
 ،هايي کند رشد هستند باکتري SRBsبا توجه به اينکه 

تواند بسيار مفيد  هاي مولکولي مي شناسايي سريع آنها با روش
هاي مولکولي نياز به صرف وقت زيادي  روش. واقع شود

 روش دقيق و FISHروش  .جهت مناسب هستندندارد از اين 
ست اما تنها ا SRBsشناسايي  سريعي براي شمارش و نسبتاً

هاي  در ميان روش. باشد بالاي انجام آن مي  مشکل آن هزينه
 .هاي متداول هستند روش PCRهاي تکثير با مولکولي روش

براي تشخيص 16srRNA با پرايمرهاي   PCRهاي  روش
البته در برخي  .دقيق و سريعي است راه SRBهايباکتري

که براي Competitive PCR هاي مولکولي مثل  روش
حاصله   شود گاهي نتيجه ها استفاده مي يتعيين کمي باکتر

تر  دقيق  وردن نتيجهآدر نتيجه براي بدست  باشد و دقيق نمي
ده استفا MPN هاي وابسته به کشت مثل توان از روش مي
ي از محيط کشت ها و خصوصيات و نيز براي شناساي دکر

.فيزيولوژيک مطالعه شده استفاده نمود
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دسولفوويبريوترکيبات محيط کشت لازم جهت رشد جنس  :٢جدول   

 ترکيبات
)گرم بر ليتر آب مقطر(غلظت   

 Dمحيط  Cمحيط  Bمحيط 

KH2PO4 ٥/٠  ٥/٠  ٥/٠  

NH4Cl ١ ١ ١ 

CaSO4 ١ 

 

- 

 

- 

Sodium Citrate 

 

- ٣/٠  

 

- 

Na2SO4 

 

- ٥/٤  

 

- 

MgSO4 . 7 H2O ٦/٠ ٢  

 

- 

Sodium lactate ٦/٠ ٣  

 

- 

Sodium pyruvate 

 

- 

 

- ٥/٣  

CaCl2 . H2O 

 

- ٦/٠  ١/٠  

FeSO4 . 7 H2O ٥/٠  ٠٠٤/٠  ٠٠٤/٠  

MgCl2 . H2O 

 

- 

 

- ٦/١  

Yeast extract ١ ١ ١ 
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