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Background and Aim: As  lactobacilli  possess  an  antagonistic  growth 
property  ,therefore  they  may  be  used  as  bioprotective  agents  for  infection 
control  .The  aim  of  this  study  was  to  investigate  the  antagonistic  effect  of 
lactobacilli isolated from local dairy. 

Materials and Methods: In  this  study  26  species  of  Lactobacilli  were 
isolated from milk ,homemade yoghurt and cheese .Each isolated bacteria was 
tested  for  its  tolerance  to  acidic  environments(at  pH  ,0.2  ,0.3  and  0.4)  and 
bile salt concentrations(0.3,0.5 and 1% w/v) .Also ,isolates were further tested 
for  their  antimicrobial  activity  against  common pathogenic  bacteria  such  as 
Enterococcus feacalis ,Listeria monocytogenes ,Staphylococcus aureus PTCC 
1112, Escherichia coli PTCC 1330 and Bacillus cereus PTCC 1015 by using 
the agar well method. Then the strains that are not only resistant to acidic 
conditions and bile salts but also have antimicrobial activity, were identified 
by 16S rRNA gene sequencing.

Results: In this study, most of isolated Lactobacilli were found to inhibit 
growth of pathogens (96.15%). 61.5% and 84.62% of isolated lactobacilli 
tolerated to pH 2 and 0.3% bile salt. Only two strains, 53C and 22CL, were 
more resistant to pH 2 and high concentration of bile salt. The Phylogenetic 
analysis based on 16S rRNA sequencing revealed that two strains (53C and 
22CL) belong to species of Lactobacillus casei.

Conclusions: According the results the two isolated resistant strains can be 
employed as probiotic starter in probiotic dairy products preparation. 
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زمینه و هدف: لاکتوباسیلوس ها متداول ترین سویه های پروبیوتیکی هستند که دارای خصوصیت ضدمیکروبی نیز 
از  اثر ضدمیکروبی لاکتوباسیلوس های بومی جدا شده  از این پژوهش، مطالعه خصوصیت پروبیوتیکی و  می باشند. هدف 

لبنیات می باشد.

مواد و روش ها:  در این تحقیق 26 سویه لاکتوباسیلوس از نمونه های شیر، ماست و پنیر بومی، جداسازی شدند. 
به اسید )pH های 2، 3 و 4( و غلظت های نمک های صفراوی )0/3، 0/5 و 1% وزنی/ ازنظر مقاومت  تمامی جدایه ها 

حجمی( مورد بررسی قرار گرفتند. اثر ضد میکروبی این جدایه ها بر روی باکتری های پاتوژن لیستریا منوسیتوژنز، انتروکوکوس 
فکالیس، اشریشیا کلی PTCC 1330، استافیلوکوکوس اورئوس PTCC 1112 و باسیلوس سرئوس PTCC 1015 با استفاده 
از روش چاهک، مطالعه شد. سپس سویه های مقاوم به شرایط اسیدی و نمک های صفراوی که اثر ضدمیکروبی خوبی از 

خود نشان دادند، توسط توالی یابی ژن 16S rRNA شناسایی شدند.

یافته ها: در پژوهش حاضر 96/15% جدایه ها توانستند رشد باکتری های پاتوژن را مهار نمایند. 61/5% جدایه ها به 
pH 2 و 84/62% به غلظت 0/3% نمک صفراوی مقاوم بودند ولی تنها دو سویه 53C و 22CL بیشترین تحمل را در شرایط 
 16S rRNA اسیدی و غلظت بالای نمک های صفراوی از خود نشان دادند. بر اساس آنالیز فیلوژنتیکی بر پایه توالی یابی

مشخص گردید این دو سویه به گونه لاکتوباسیلوس کازئی تعلق دارند.

نتیجه گیری: بر اساس یافته های به دست آمده می توان از دو سویه مقاوم جدا شده به عنوان آغازگرهای پروبیوتیکی در 
تهیه فراورده های لبنی پروبیوتیک، استفاده نمود.

16S rRNA کلمات کلیدی: لاکتوباسیلوس، پروبیوتیک، ضدمیکروبی، ژن
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مقاله 
پژوهشی

مقدمه
بـه معنـای »بـراي زندگـي«  لغـوی،  پروبیوتیـک در معنـی  کلمـه 
اسـت.  مفهـوم ضـد حیـات  بـه  پادزیسـت  متضـاد کلمـه  و  مي باشـد 
اصطـلاح پروبیوتیـک بـه میکروارگانیسـم های زنـده اي اطلاق مي شـود 
کـه در ضمـن عبـور از دسـتگاه گـوارش زنـده مانـده و بـراي سـلامتي 
میزبـان مفیـد هسـتند و باعـث بهبـود در تعـادل میکروبـي روده میزبـان 
شـده و بدیـن ترتیـب بـر سـلامتي میزبان اثـر مي گذارنـد )1(. مشـاهده 
شـده کـه پروبیوتیک هـا داراي فوایـد متعـددي از جملـه واکنش هـاي 
فعالیت هـاي  بـر  اثـر  ایمنـي،  پاسـخ هاي  تحریـک  ضدمیکروبـی، 
متابولیکـي روده، کاهـش کلسـترول خـون، جلوگیـري از بیماری هـای 

گوارشـي ماننـد اسـهال، پیشـگیري از سـرطان و رشـد تومـور و یـا بـروز 
مجـدد آن، کاهـش مشـکلات مربوط بـه عدم تحمل لاکتـوز و کاهش 
علائـم آلـرژي مي باشـند )2(. امـروزه تولیـد محصـولات پروبیوتیـک 
وسـعت جهانـی یافته اسـت و به علت مزایـای اسـتفاده از پروبیوتیک ها 
در افزایش سـطح سـلامت افراد، مشـتریان زیادی به سـمت مصرف این 
محصـولات جلب شـده اند. اولیـن محصولات پروبیوتیکی شـیر تخمیر 
شـده در اروپـا در سـال 1980 میـلادی معرفی شـده اسـت )3(. از میان 
میکروارگانیسـم های پروبیوتیـک، باکتری هـای اسـیدلاکتیک به عنـوان 
مهم تریـن گروه شـناخته شـده انـد. در ایـن میان جنس لاکتوباسـیلوس 
پروبیوتیکـی  محصـولات  تولیـد  در  ارگانیسـم  متداول تریـن  به عنـوان 
شـناخته و معرفـی شـده اسـت )4(. باکتری هـای اسـیدلاکتیک شـامل 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

26

به عنـوان  کـه  می باشـند  تخمیـر  ناجـور  و  تخمیـر  جـور  گروه هـای 
کشـت آغازگـر در صنایـع لبنـی اسـتفاده می شـوند و به طـور طبیعـي در 
محیط هـاي مختلـف از جملـه لبنیـات، گوشـت، سـبزی ها، غـلات و 
گیاهـان و هـر کجـا کـه بتـــوانند تخمیر انجام دهند، یـــافت مي شـوند 
)6، 5(. از طـرف دیگـر، برخـی از باکتری هـای اسـیدلاکتیک به عنوان 
فلـور طبیعـي دسـتگاه گـوارش، دهـان و دسـتگاه ادراري-تناسـلي در 
مهم تریـن جنس هـاي   .)7( شـده اند  شـناخته  نیـز  حیوانـات  و  انسـان 
اسـیدلاکتیک شـامل: لاکتوباسـیلوس، لاکتوکوکـوس،  باکتری هـای 
و  لوکونوسـتوک  پدیوکوکـوس،  اسـترپتوکوکوس،  انتروکوکـوس، 
بزرگ تریـن  لاکتوباسـیلوس  جنـس   .)8( مي باشـند  بیفیدوباکتریـوم 
جنـس در گـروه هتـروژن باکتری هـای اسـیدلاکتیک اسـت. درحـال 
حاضـر بیـش از صـد گونـه از ایـن جنـس شناسـایی شـده اسـت )4(. 
اسـپور  بـدون  مثبـت،  گـرم  میلـه ای  باکتری هـای  لاکتوباسـیلوس ها 
و کاتـالاز منفـی هسـتند کـه بـر اسـاس مسـیر تخمیـر قنـد و محصـول 
نهایـی، بـه سـه گـروه جـور تخمیـر اجبـاری، ناجـور تخمیر اختیـاری و 
ناجـور تخمیـر اجبـاری تقسـیم می شـوند )7(. جنـس لاکتوباسـیلوس 
بـه دلیـل توانایی شـان در تخمیـر و نیز اهمیت شـان در سـلامتی انسـان، 
به عنـوان پروبیوتیـک مورد توجـه زیادی قـرار گرفته انـد )9(. تحقیقات 
نشـان داده اسـت کـه ایـن باکتری ها اثـر ممانعتی بسـیار خوبی بر رشـد 
باکتری هـای بیمـاری زا دارنـد، بنابرایـن امـروزه سـعی بـر آن اسـت تا از 
ایـن باکتری هـا بـه طور مسـتقیم و یـا از باکتریوسـین های خالص شـده 
آن هـا به عنـوان نگه دارنده هـای بیولوژیـک در صنایـع غذایـی اسـتفاده 
شـوند )7(. از طـرف دیگـر ایـن باکتری هـا به علـت عـدم بیماری زایی، 
از  شـده اند.  شـناخته   )GRAS( بي خطـر  ارگانیسـم هاي  به عنـوان 
تـوان  لاکتوباسـیلوس،  سـویه های  از  برخـی  دیگـر  مهـم  ویژگی هـای 
تحمـل اسـیدیته بـالا و مقاومـت بـه نمک هـای صفـراوی اسـت کـه 
 .)10( اسـت  پروبیوتیکـی  از جملـه خصوصیـات  توانایـی  ایـن  وجـود 
به ویـژه  تخمیـری  صنایـع  در  لاکتوباسـیلوس ها  کاربـرد  بـه  توجـه  بـا 
صنعـت لبنیـات و حضـور ایـن باکتری هـا در دسـتگاه های گـوارش و 
ادراری تناسـلی پسـتانداران، تحقیقات گسـترده ای در خصوص مطالعه 
اثـرات ایـن باکتری هـا بـر پاتوژن هـا و همچنیـن تأثیـر آن هـا بر سـلامت 
مطالعـات مشـخص گردیـده  ایـن  در  اسـت.  میزبـان صـورت گرفتـه 
رشـد  از  خوبـی  بـه  قادرنـد  لاکتوباسـیلوس  مختلـف  سـویه های  کـه 
باکتری هـای بیمـاری زا از جملـه اسـتافیلوکوکوس اورئوس و سـویه های 

مهاجـم اشریشـیا کلـی ممانعـت بـه عمـل آورنـد )3، 14-11(.

امـروزه تولیـد محصـولات لبنـی )ماننـد ماسـت و پنیـر( بـه طـور 
عمـده بـا اسـتفاده از آغازگرهـای تجـاری مشـخص، باعـث شـده کـه 
ایـن محصـولات نسـبت بـه محصـولات تولیدی بـا روش های سـنتی، از 
عطـر و طعـم مطلوبـی برخـوردار نباشـند )15(. بـه همیـن دلیـل امروزه 

سـویه های بومـی باکتری های اسـیدلاکتیک اهمیت ویـژه ای در صنایع 
لبنـی یافته انـد، چـرا که این سـویه ها علاوه بـر آنکـه دارای خصوصیات 
سـازگاری بـا شـرایط همـان منطقـه می باشـد، از توانایی خـاص در تولید 
طعـم و بـوی مطلـوب در تهیـه انـواع فرآورده هـای تخمیـری، برخوردار 
جملـه  از  ویژگی هایـی  دارای  سـویه ها  ایـن  آن  بـر  عـلاوه  هسـتند. 
مقاومـت ذاتـی بـه فاژهـای مخـرب و همچنیـن اثـر ضـد میکروبـی نیز 
می باشـند )16(؛ بنابرایـن جداسـازی و شناسـایی سـویه های بومـی در 
هـر منطقـه، نقش بسـیار مهمـی در صنعت لبنیـات و همچنین سـلامت 
افـراد آن جامعـه، بـر عهـده دارد. بـا توجـه بـه اهمیـت و سـودمندی 
در  آغازگـر  و  پروبیوتیـک  باکتری هـای  به عنـوان  لاکتوباسـیلوس ها 
صنایـع لبنـی و همچنیـن رونـد رو بـه رشـد مصـرف لبنیـات پروبیوتیک 
شناسـایی  و  بـا جداسـازی  تـا  آن شـدیم  بـر  و کشـورمان،  در جهـان 
سـویه های لاکتوباسـیلوس بومـی بـا خصوصیـت پروبیوتیکـی و مطالعه 
اثـر ضدمیکروبـی آن هـا بـر برخـی از سـویه های باکتریایـی بیمـاری زا، 
گامـی در جهـت تولید محصولات لبنـی پروبیوتیک و افزایش سـلامت 

افـراد در جامعـه، برداریـم.

مواد و روش ها
جمع آوری نمونه

تعـداد 54 نمونـه شـیر خـام، ماسـت و پنیـر سـنتی از شـهر کرمـان 
بـه  یـخ  روی  بـر  و  اسـتریل  نمونـه  حمـل  ظـروف  در  و  جمـع آوری 
آزمایشـگاه منتقـل گردیـده و تـا زمان شـروع آزمایش در دمـای یخچال 

نگهـداری شـدند.

تهیه سوسپانسیون باکتریایی و کشت

نمونه هـای  ابتـدا  و حفـظ لاکتوباسـیلوس ها،  غنیسـازی  به منظـور 
 MRS broth اختصاصـی  محیـط  در  شـیر  و  پنیـر   ماسـت، 
 )The Man, Rogosa and Sharpes broth,Scharlu, German) 

در شـرایط بی هـوازی و در دمـای 37 درجـه سلسـیوس بـه مـدت 24 
بـه محیـط نـــمونه ها  آن  از  پـس   سـاعت گرمخانـه گـذاری شـدند. 

تـا 72  بـه مـدت 48  )MRS agar (Hi Media, India منتقـل و 
سـاعت در دمـای 37 درجـه سلسـیوس در شـرایط بی هـوازی گرمخانـه 
گـذاری گردیدنـد. هـر یـک از کلنی های بدسـت آمده از نظـر واکنش 
گـرم و کاتـالاز بررسـی شـدند. از باکتری هـای میلـه ای گـرم مثبـت و 
کاتـالاز منفـی، کشـت خالـص تهیـه و به منظـور شناسـایی اولیـه آن ها، 
مالتـوز،  آرابینـوز،  گلوکـز،  قندهـای  تخمیـر   ، MR-VPآزمون هـای
لاکتـوز، مانیتـول، ریبوز، رامنوز، سالیسـین، سـوکروز و اسـکولین، توان 
رشـد در دماهـای مختلف )15 و 45 درجه سلسـیوس( و بررسـی تحمل 
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غلظت هـای NaCl )2/5، 4/5 و 6/5 درصـد(، انجـام گردیـد.

تعیین جور تخمیر یا ناجور تخمیر بودن جدایه ها

لبنیـات،  از  در لاکتوباسـیلوس ها جـدا شـده  تخمیـر  نـوع  تعییـن 
سیسـتماتیک  کتـاب  در  شـده  ذکـر  قنـد  تخمیـر  الگـوی  اسـاس  بـر 
باکتریولـوژی Ludwig، انجـام شـد )17(. جهت انجام ایـن آزمایش، 
توانایـی تخمیـر قندهـای گلوکـز، آرابینـوز، مالتـوز، لاکتـوز، مانیتـول، 
ریبـوز، رامنـوز، سالیسـین، سـوکروز و اسـکولین و تولیـد گاز بررسـی 
و   MRS broth کشـت  محیط هـای  از  منظـور  ایـن  بـرای  گردیـد. 
MRS-fermentation broth و لولـه دورهـام اسـتفاده شـد. پـس از 
تلقیـح کشـت تـازه )24 سـاعته( جدایه ها بـه لوله های آبگوشـت حاوی 
هـر یـک از قندهـا، توانایـی تخمیـر و تولیـد گاز در طـی 72 سـاعت 

گرمخانـه گـذاری در دمـای 37 درجـه سلسـیوس بررسـی گردیـد.

سویه های میکروبی پاتوژن مورد آزمون

در ایـن تحقیق برای بررسـی اثـر ضد میکروبی لاکتوباسـیلوس های 
بالینـی تهیـه  لبنیـات بومـی کرمـان از سـویه های  از  جداسـازی شـده 
شـده از دانشـکده دامپزشـکی دانشـگاه شـهید باهنـر کرمـان )پاتـوژن 
لیسـتریا منوسـیتوژنز و انتروکوکـوس فکالیـس( و سـویه های اسـتاندارد 
 PTCC 1112 اسـتافیلوکوکوس اورئوس ، PTCC 1330اشریشـیا کلی(

و باسـیلوس سـرئوس PTCC 1015( اسـتفاده گردیـد.

بررسـی دو خصوصیـت پروبیوتیکی مقاومت به pH اسـیدی و 
نمک هـای صفـراوی در جدایه ها

لاکتوباسیلوس های  در  پروبیوتیکی  خصوصیت  بررسی  جهت 
و  اسیدی   pH به  مقاومت  توانایی  دو  آزمایشگاه،  در  شده  جداسازی 

تحمل غلظت های مختلف نمک های صفراوی، مطالعه گردید:

تعیین درصد بقای سویه ها در شرایط اسیدی

بـرای ایـن منظـور از روش میکروتیترپلیـت )میکروتیترپلیـت هـای 
96 خانـه ای از جنـس پلی اسـتایرن( اسـتفاده شـد )16(. 200 میکرولیتر 
از محیـط کشـتMRS broth بـا pH هـای 2، 3 و 4 بـه هـر ردیـف 
میکرولیتـر   50 سـتون،  هـر  بـه  سـپس  یافـت.  انتقـال  چاهک هـا  از 
سوسپانسـیون هـر یـک از سـویه های جداسـازی شـده، افـزوده گردید. 
جـذب نمونه هـا هـر هشـت سـاعت یک بـار در طول مـوج 630 توسـط 
دسـتگاه Reader ELISA1 صـورت گرفـت. pH نمونـه شـاهد 6/8 
)طبـق دسـتورالعمل شـرکت( بـود. جهـت تعییـن درصد بقای هر سـویه 

1 ELx800-BioTek ,USA

 ،pH از معادلـه )1( اسـتفاده شـد)18(. لازم بـه ذکر اسـت جهـت تنظیم
 1 )NaOH( از بافـر نمـک فسـفات، توسـط اسـید کلروریـک و سـود

نرمـال اسـتفاده گردید.

تعیین درصد مقاومت به نمکهای صفراوی

روش بـه کار رفتـه بـرای ایـن مطالعـه بـا اسـتفاده از میکروپلیتهـای 
96 خانـه می باشـد. بـرای ایـن منظـور از غلظت هـای 0/3%، 0/5% و 
1% نمـک مخلـوط صفـرا )کـولات سـدیم و دئوکسـی کـولات سـدیم 
Q LAB, UK(, اسـتفاده گردیـد. جـذب نمونه هـا هر هشـت سـاعت 
یک بـار در طول موج 630 توسـط دسـتگاه Reader ELISA صورت 
گرفـت. جهـت تعییـن درصـد بقـاء هـر سـویه از معادلـه )1( اسـتفاده 

شد)18(.

جـدا  لاکتوباسـیلوس  سـویه های  ضدمیکروبـی  اثـر  بررسـی 
لبنیـات از  شـده 

 Arab Soleymani روش  از  آنتاگونیسـتی  اثـر  بررسـی  بـرای 
در  ایـن روش  در   .)14( اسـتفاده شـد  تغییـر  بـا کمـی  و همکارانـش 
گار چاهک هایـی بـا قطـر 6 میلیمتـر و بـه هر  پلیتهـای حـاوی MRS آ
بـا غلظـت  از سوسپانسـیون لاکتوباسـیلوس  چاهـک، 100 میکرولیتـر 
0/5 مـک فارلنـد تلقیـح گردیـد. سـپس پلیتهـا در شـرایط بی هـوازی 
شـدند.  گـذاری  گرمخانـه  سـاعت   24 بـرای  درجـه   37 دمـای  و 
بیمـاری زا  سـویه های  کشـت  جهـت  مـدت،  ایـن  گذشـت  از  پـس 
Muller Hinton agar (Merk, Germany) و محیـط   از 

Brain and heart infusion (Merck, Germany) )برای کشت 
اسـتفاده  فکالیـس(  انتروکوکـوس  و  منوسـیتوژنز  لیسـتریا  باکتریهـای 
گردیـد و بـه صـورت لایـه دوم بـه پلیتهـای حـاوی لاکتوباسـیلوس ها 
اضافه شـدند. سـپس سـویه های باکتریهای پاتـوژن با غلظت اسـتاندارد 
0/5 مـک فارلنـد، بـر سـطح محیط کشـت شـدند. بعـد از 24 سـاعت 
انکوباسـیون در شـرایط هـوازی و دمـای 37 درجه سلسـیوس، قطر هاله 

عـدم رشـد اندازه گیـری و ثبـت گردیـد.

16S rRNA و تکثیر ژن DNA استخراج

اسـتخراج DNA بـه روش فنل-کلروفـرم انجام شـد و جهت تکثیر 
و  اختصاصـی )19( لاکتوباسـیلوس  پرایمرهـای  از    16S rRNAژن
پرایمرهای یونیورسـال U8F و U1390R، اسـتفاده گردید )جدول 1(.

تکثیـر ژن16S rRNA در 35 چرخـه حرارتـی و بـر طبـق برنامـه 
واسرشـت اولیـه 5 دقیقـه در oC 95 ، واسرشـتگی هـر چرخـه 30 ثانیـه 

معادله 1:
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اندازه محصول تکثیر یافته )bp(توالیمشخصات پرایمرنام پرایمر
LbLMA1اختصاصی لاکتوباسیلوسF: 5’-CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3’220

R16-1اختصاصی لاکتوباسیلوسR: 5’-CTTGTACACACCGCCCGTCA-3’220
U8F5یونیورسال’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’1400

U1390R5یونیورسال’-GACGGGCGGTGTACAA-3’1400

جدول 1 : نتایج بدست آمده در روش کشت متقاطع خطی )آنتاگونیسم میکروبی(

در oC 95 ، اتصـال پرایمـر در دمـای oC 55 بـه مـدت 30 ثانیـه، مرحلـه 
گسـترش پرایمـر در دمـای oC 72 بـه مـدت 30 ثانیـه و در نهایت طویل 
بـرای  انجـام شـد.   72  oCبـه مـدت 5 دقیقـه در دمـای شـدن نهایـی 
گارز 1% اسـتفاده گردیـد. پـس  تفکیـک قطعـات تکثیـر یافتـه از ژل آ
 از مشـاهده بانـد اختصاصـی لاکتوباسـیلوس ها )bp 220(، تکثیـر ژن

 U1390R و U8F 16با اسـتفاده از پرایمرهای یونیورسـالS rRNA  
 Macrogen جهت تعیین توالی به شـرکت PCR انجام شـد. محصول
در کـره جنوبی ارسـال گردید. سـپس توالـی ژن  16S rRNAباکتری 
بـا توالی هـای16S rRNA  سـایر باکتری هـای مشـابه، در  موردنظـر 
سـایت NCBI مـورد بررسـی قرار گرفتنـد. در نهایت با اسـتفاده از این 
توالی هـای همولـوگ و نرم افـزار MEGA4 درخـت فیلوژنتیک مرتبط 

بـا باکتری رسـم گردید.

محاسبات آماری

 SPSS محاسـبات آمـاری مربـوط بـه ایـن تحقیـق توسـط نرم افـزار
 Duncan یک طرفـه، آزمـون ANOVA نسـخه 17 و آزمـون آمـاری

مـورد تجزیه وتحلیـل قـرار گرفـت.

لازم بـه یـادآوری اسـت کـه تمامـی آزمون هـای مـورد نظـر بـا سـه 
تکـرار انجـام شـدند.

یافته ها
در نتایـج اولیـه جهـت مطالعـه لاکتوباسـیلوس های جـدا شـده بـر 
کاتـالاز، 83  و  گـرم  واکنـش  کلنـی،  ویژگی هـای  آزمون هـای  طبـق 
سـویه باکتـری میله ای گـرم مثبت و کاتـالاز منفـی، از 54 نمونه لبنیات 
محلـی کرمـان )شـیر خام، ماسـت و پنیر( جداسـازی گردید. بر اسـاس 
نتایـج حاصـل از آزمون های بیوشـیمیایی تخمیر قنـد، MR-VP و توان 
رشـد در دماهـای مختلف )15 و 45 درجه سلسـیوس( و بررسـی تحمل 
غلظت هـای متفـاوت NaCl )2/5، 4/5 و 6/5 درصـد(، تعـداد 83 
سـویه لاکتوباسـیلوس جداسـازی شـده بـه 26 سـویه، کاهـش یافـت. 
از بیـن آن هـا 42/3% ناجـور تخمیـر اجبـاری، 15/4% ناجـور تخمیـر 

اختیـاری و 42/3% جـور تخمیـر اجباری شـناخته شـدند.

مقاومـت سـویه های جدا شـده بـه pH های مختلـف و غلظت های 
متفـاوت نمک هـای صفـراوی )0/3%، 0/5% و 1% وزنی/حجمـی( بـا 
خوانش میزان جذب در طول موج 630 نانومتر، طی 8 سـاعت بررسـی 
گردیـد. نتایـج نشـان دادند میانگین رشـد در pH هـای 2، 3 و 4 در این 
 pH مـدت زمـان، مقـدار قابـل توجهـی نسـبت بـه رشـد جدایه هـا در
شـاهد )6/8(، کمتـر بـود )نمـودار 1(. اختـلاف مورد مشـاهده در بین 
جدایـه هـا از نظـر آمـاری در سـطح 5 درصد معنـی دار می باشـد )0/05 
<p(. بـرای تعییـن مقاومـت به اسـید، بقای سـویه های لاکتوباسـیلوس 

جداسـازی شـده در pH 2 در نظـر گرفته شـد )نمـودار 1(.

نتایـج حاصـل از اثـر غلظت هـای 0/3%، 0/5% و 1% نمک هـای 
صفـراوی بـر روی رشـد و بقـاء لاکتوباسـیلوس های جداسـازی شـده 
نشـان دادنـد کـه رشـد ایـن سـویه ها در حضـور نمک هـای صفـراوی 
نسـبت به گروه شـاهد، کاهش یافته اسـت. 84/62% جدایه ها نسـبت 
بـه کمتریـن غلظـت نمـک صفـراوی )0/3%( پـس از هشـت سـاعت، 
از خـود مقاومـت نشـان دادنـد. در بیـن جدایـه هـا، سـویه های شـماره 
و53C در غلظت هـای 0/3، 0/5 و 1 درصـد صفـرا، رشـد   22CL

بالایـی نسـبت بـه دیگـر سـویه ها نشـان دادنـد )نمـودار 2(.

مطالعـه اثـر آنتاگونیسـتی لاکتوباسـیلوس های جداسـازی شـده بـر 
روی باکتری هـای پاتـوژن لیسـتریا منوسـیتوژنز و انتروکوکـوس فکالیس 
جـدا شـده از نمونه هـای بالینـی و سـویه های اسـتاندارد اشریشـیا کلـی 
باسـیلوس  و   1112 PTCC اورئـوس اسـتافیلوکوکوس   ،PTCC 1330

انجـام شـد. قطـر  پلیـت،  بـا روش چاهـک   ،PTCC 1015 سـرئوس 
 44/02 تـا   5/7 بیـن  مختلـف  سـویه های  در  رشـد  عـدم  هاله هـای 
میلی متـر متغیـر بـود. بـر اسـاس نتایـج حاصلـه، بیشـترین اثـر مهـاری 
 PTCC 1330 جدایـه هـا بـر انتروکوکـوس فکالیـس، اشریشـیا کلـی
 ،61LM بـود. سـویه های PTCC 1112 و اسـتافیلوکوکوس اورئـوس
بودنـد  میکروبـی  اثـر ضـد  بیشـترین  دارای   48CC و   23LC  ،53C

)جـدول 2(.

 PTCC در بررسـی تأثیـر ضـد میکروبـی جدایه هـا، اشریشـیا کلی
1330 )26/92%(، انتروکوکـوس فکالیـس و اسـتافیلوکوکوس اورئـوس 
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نمودار 1 : مقاومت جدایه های لاکتوباسیلوس نسبت به pH های 2، 3 و 4. کنترل )pH 6/8(. ** نشان دهنده توانایی بالای سویه 22CL نسبت به بقیه جدایه 
ها در تحمل pH های اسیدی 2، 3 و 4 می باشد.

نمک  فاقد  )کنترل  صفراوی  نمک  )وزنی/حجمی(   %1 و   %0/5  ،%0/3 غلظت های  در  لبنیات  از  شده  جداسازی  لاکتوباسیلوس  سویه های  مقاومت   :  2 نمودار 
صفراوی است(. ** نشان دهنده توانایی بالای سویه های 53C و 22CL نسبت به بقیه جدایه ها در تحمل غلظت 1% )وزنی/حجمی( نمک صفراوی می باشد.

bp 50، 2: سویه اســــتاندارد  PCR پرایمرهای اخــتصــاصی لاکتوباسیــــلوس )LbLMA1 وR16-1 (، چاهـــک های شــــماره 1: مارکر  نمودار 3 :محـــــصــــول 
  16S rRNA؛ درخت فیلوژنی، نشان دهنده ارتباط بین توالی ژن)a( 22 ، 5: کنترل منفی CL53 ، 4: سویه C 3: سویه ،Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
 )%100(  bootstrap ارزش  نمایانگر  کلادها  گره  در  واقع  اعداد   ،GeneBank در  مرجع  های  توالی  و   22CL لاکتوباسیلوس  و   53C لاکتوباسیلوس  سویه های 

.)b( استفاده شد outgroup به عنوان B. cereus JQ)178332.1( می باشــد. از باکتری
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PTCC 1112 )23/08%(، لیسـتریا منوسیتوژنز )7/69%( و باسیلوس 
سـرئوس  PTCC 1015)3/85%( بیشـترین حساسـیت را از خـود نشـان 
.)p> 0/05( )دادنـد )قطـر هاله ایجاد شـده بین 30 تـا 40 میلی متر بـود

مشـاهده  تحقیـق،  ایـن  از  آمـده  دسـت  بـه  نتایـج  بـه  توجـه  بـا 
تـوان  از  ایـن کـه  بـر  22CL عـلاوه  و   53C دو سـویه  نمودیـم کـه 

pH هـای اسـیدی و نمک هـای صفـراوی برخـوردار بودنـد،  تحمـل 
اثـر ضـد میکروبـی خوبـی نیـز بـر باکتری هـای پاتـوژن مـورد آزمـون 
داشـتند؛ بنابرایـن توالـی ژنـوم 16S rRNA در ایـن باکتری هـا تعییـن 
و درخـت فیلوژنتیـک آن ها ترسـیم گردیـد.  نتایج حاصـل از PCR ژن

لاکتوباسـیلوس  اختصاصـی  پرایمرهـای  توسـط   16S rRNA  

باسیلوس سرئوساشریشیا کلیاستافیلوکوکوس اورئوسلیستریا منوسیتوژنز*انتروکوکوس فکالیس*جدایه هاردیف

148CC13/618/6111/1513/2232/6
248CF7/618/9416/612/820/3

348W20/2220/317/422/915/8

43323/519/1123/420/318/7
526C11/1315/722/6115/718/14
623LC29/630/3144/0216/128/5
722CL28/3128/825/1126/3122/7
813M26/924/3333/917/526/32
910S22/319/7219/1833/623/52
107BSS28/1529/1924/0323/929/5
116LM227/520/9130/323/723/22
126LM140/128/622/537/427/6
135CS30/9226/2426/429/825/31
145CL26/7721/222/8225/7224/5
153S32/1129/627/528/4427/8
161L38/319/7126/135/925/8
1725W27/520/4425/432/522/05
1822CL28/628/425/0127/423/33
1954W19/9216/1215/4218/115/9
2024T24/122/722/920/5219/42
211928/720/2223/325/935/7
227C29/223/4130/0436/824/53
2351M25/915/928/715/213/92
2453WM31/428/518/8235/225/5
2553C37/0333/5240/328/927/7
2633TL28/0925/830/3330/2420/3

* سویه های تهیه شده از نمونه های بالینی دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید باهنر کرمان

جدول 2 : بررسی فعالیت ضدمیکروبی لاکتوباسیلوس های جداسازی شده از لبنیات بومی کرمان بر اساس میانگین قطر هاله عدم رشد )میلی متر( با روش 
چاهک پلیت.
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گارز 1%، حضـور یـک بانـد با  )LbLMA1 و R16-1( بـر روی ژل آ
انـدازه 220 جفـت بـاز را نشـان مـی داد کـه ثابـت می شـود باکتری های 
جـدا شـده از لبنیـات بومـی متعلـق بـه جنـس لاکتوباسـیلوس هسـتند 
)شـکل 3a(. پـس از تکثیـر ژن16S rRNA  با پرایمرهای یونیورسـال 
)U8F و U1390R(، محصـول PCR بـا انـدازه قطعـه 1400 جفـت 
بـاز توسـط شـرکت ماکـروژن کـره جنوبـی تعیین توالـی گردیـد. تطابق 
توالـی ژن16S rRNA  نشـان داد کـه ایـن دو سـویه لاکتوباسـیلوس 
)53C و 22CL( در گـروه لاکتوباسـیلوس پاراکازئـی قـرار دارنـد که 
بـا تشـابه 99% در نزدیک تریـن فاصلـه از لاکتوباسـیلوس کازئـی قـرار 

.)3b دارنـد )شـکل

بحث
تحمیـل  جوامـع  بـر  هنگفتـی  هزینـه  سـالانه  دارویـی  مقاومتهـای 
می کننـد به طـوری کـه شـعار سـازمان بهداشـت جهانی در سـال 2011، 
»مقاومـت بـه داروهـای ضـد میکروبـی، یـک تهدیـد جهانـی« در نظر 
گرفتـه شـد. در میـان درمانهـای جایگزیـن آنتی بیوتیـک، اسـتفاده از 
پروبیوتیک هـا بـه دلیـل اثـرات سـلامت بخشـی کـه بـه غیـر از کنتـرل 
برخـی از عفونت هـا دارند، بسـیار مورد توجه اسـت. علـت مطرح بودن 
ایـن باکتری هـا اثرات مثبت آن ها در روند سـلامتی افراد می باشـد)20(. 
تأثیـر  می توانـد  هـا  پروبیوتیـک  توسـط  پاتوژن هـا  فعالیـت  از  ممانعـت 
مهمـی در سـلامتی فـرد در مقابـل عفونت با پاتوژن های شـایع دسـتگاه 
گـوارش باشـد. در واقـع امروزه پروبیوتیـک ها به عنـوان عوامل مدیریتی 
عفونت هـای روده ای شـناخته شـده اند کـه بـا مکانیسـم های متعـددي 
کـه اساسـاً شـامل ترشـح مـواد ضـد میکروبـی و اثـرات آنتاگونیسـتی با 
پاتوژن هـا در اتصـال بـه جایگاه هـا و کلونیزاسـیون در سـطوح مخاطـی 
روده و رقابـت در کسـب مـواد غذایـی، فعالیـت می کننـد. در ایـن بین 
آن چـه واضـح اسـت، تعدیـل سیسـتم ایمنـی و سـودمندي مجموعـه ی 

پروبیوتیـک هـا بـر سـلامتی میزبان اسـت)21(.

و حضـور  اسـیدی  هـای   pH در  بقـاء لاکتوباسـیلوس ها  قـدرت 
نمک هـای صفـراوی، بسـیار مهـم می باشـد چرا کـه مصـرف خوراکی 
دسـتگاه  اسـترس های  از  طیفـی  بـا  را  میکروارگانیسـم  پروبیوتیکهـا، 
گـوارش کـه در معده شـدت میگیرند، روبـرو میکنـد؛ بنابراین مقاومت 
بـه اسـید معـده و نمکهـای صفـراوی، عبـور موفقیـت آمیـز پروبیوتیک 
از معـده و اسـتقرار آن در روده را تضمیـن می نمایـد. بقـای باکتـری در 
pH هـای اسـیدی در شـرایط آزمایشـگاه تا حـدود زیـادی میتواند زنده 

مانـدن باکتـری را حیـن عبـور از معده نشـان دهـد)22(.

نتایـج حاصـل از ایـن تحقیـق نشـان داد که pH های اسـیدی )2، 3 
و 4(، رشـد جدایـه هـا را بـه طـور قابل توجهـی کاهش داد ولـی در بین 

 53C 33 وTL ،33Z ،24T ،22CL جدایـه هـا، سـویه های شـماره
توانسـتند نسـبت به سـایر جدایه ها در تمامی سـطوح pH، رشـد بهتری 

.)p> 0/05( داشته باشـند

 41 میـان  از  توانسـتند  همکارانـش  و   Sieladie  ،2011 سـال  در 
جدایـه لاکتوباسـیلوس، 18 سـویه مقاوم بـه pH 2 را جداسـازی نمایند 
)18(. بـر اسـاس مطالعـات Rushdy و Gomaa مشـخص گردیـد که 
 H+ATpase در لاکتوباسـیلوس ها، بـه فعالیت پمـپ pH مقاومـت بـه
و ترکیبـات غشـاء باکتری بسـتگی دارد. از طرف دیگر بـه نوع باکتری، 

نـوع محیـط کشـت و شـرایط انکوباسـیون نیز مربـوط می باشـد )23(.

در ایـن تحقیـق دریافتیـم کـه سـویه های 53C ،26C ،22CL و 
48CC قـادر به رشـد در غلطت هـای 0/3، 0/5 و 1 درصد نمک های 
غلظت هـای  افـزودن  بـا  جدایه هـا  سـایر  رشـد  بوده انـد.  صفـراوی، 
مختلـف صفـرا نسـبتاً کاهش  یافته اسـت، ولی بـرآورد درصد بقـاء برای 
ایـن سـویه ها نشـان داد کـه 88 درصـد جدایه هـا بعـد از 8 سـاعت در 
غلظـت 0/3 صفـرا زنـده مانده انـد. گـزارش Sieladie و همـکاران 
)2011( حاکـی بـر این اسـت که لاکتوباسـیلوس های جداسـازی شـده 
از لبنیـات، غلظت هـای 0/2 و 0/3 نمک هـای صفـراوی را بـه خوبـی 

تحمـل می نماینـد)18(.

داد  نشـان  تحقیـق  ایـن  در  میکروبـی جدایه هـا  اثـر ضـد  مطالعـه 
پاتـوژن،  باکتری هـای  رشـد  خوبـی  بـه  سـویه ها  ایـن   %96/15 کـه 
کلـی اشریشـیا  فکالیـس،  انتروکوکـوس  و  منوسـیتوژنز   لیسـتریا 

 PTCC 1330، اسـتافیلوکوکوس اورئوس PTCC 1112 و باسـیلوس 
سـرئوس PTCC 1015 را مهـار نمودنـد. محـدوده قطـر هالـه عـدم 
رشـد ایجـاد شـده توسـط جدایـه هـا، از 5/7 تـا 44/02 میلی متـر بـود. 
در صورتـی   ،1989 سـال  در   Luck و   Schillinger گـزارش  طبـق 
کـه قطـر هالـه عـدم رشـد در اطـراف هـر کلنـی مولـد هالـه، بیشـتر از 
ایـن  بـر   .)24( اسـت  گرفتـه  صـورت  رشـد  مهـار  باشـد،  میلیمتـر   6
اسـاس اندازه گیـری قطـر هاله هـای عـدم رشـد در ایـن مطالعـه، نشـان 
باکتری هـای  رشـد  شـیر،  از  کـه لاکتوباسـیلوس های جـدا شـده  داد 
اسـتافیلوکوکوس اورئـوس، اشریشـیاکلی و انتروکوکـوس فکالیـس را بـه 
صورت معنی داری بیشتر از رشد باسیلوس سرئوس و لیستریا منوسیتوژنز 
را مهـار نمودنـد )p> 0/05(. در مـورد لاکتوباسـیلوس های جداشـده 
انتروکوکـوس  بـر  لاکتوباسـیلوس ها  مهارکنندگـی  اثـر  نیـز  ماسـت  از 
فکالیـس معنـی دار بـود )p> 0/05(. در صورتـی که اختـلاف میانگین 
قطـر هاله هـای باکتریهـای پاتـوژن در حضـور لاکتوباسـیلوس های جدا 
شـده از پنیـر معنـی دار نبـود. بـه نظـر می رسـد کـه نـوع مـاده غذایی بر 
گونـه لاکتوباسـیلوس فلـور موجـود در آن، تأثیرگـذار اسـت و در ایـن 
نمونه هـا، بـه دلیـل همگـن بـودن سـویه های لاکتوباسـیلوس، اختـلاف 
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معنـی داری در اثـر ضـد میکروبـی ایـن جدایه هـا دیـده نشـد. نتایـج بـه 
دسـت آمـده از مطالعـات متعـدد انجام شـده بـر روی اثـر ضدمیکروبی 
اسـت.  حاضـر  بررسـی  بـر  تأییـدی  مختلـف،  لاکتوباسـیلوس های 
کـه  گردیـد  مشـخص   )1385( همـکاران  و   kiani پژوهش هـای  در 
اسـتان  محلـی  ماسـت های  از  شـده  جداسـازی  لاکتوباسـیلوس های 
اثـر داشـته اند  گلسـتان بـر طیـف گسـترده ای از باکتری هـای پاتـوژن 
)12(. Salehi )1391( نشـان داد که لاکتوباسـیلوس های جدا شـده از 
مـواد غذایـی بومـی به خوبی رشـد اسـتافیلوکوکوس اورئوس و اشریشـیا 
کلـی را مهـار نمودنـد )13(. مطالعـات Yousefi و همـکاران )1391( 
پنیرهـای  از  شـده  جداسـازی  لاکتوباسـیلوس های  نمـود  مشـخص 
کـوزه، اثـر ضدمیکروبـی خوبـی بـر باکتری هـای لیسـتریا منوسـیتوژنز 
و میکروکوکـوس لوتئـوس داشـته انـد )Datta .)11 و همکارانـش در 
سـال 2013، اثـر ضـد میکروبـی لاکتوباسـیلوس پلانتاروم بـر گونه های 
و   Strus  ،2001 سـال  در   .)25( نمودنـد  ثابـت  را  اسـتافیلوکوکوس 
را  لاکتوباسـیلوس  سـویه هاي  پاتوژنـی  ضـد  خاصیـت  همکارانـش 
علیـه پاتوژن هـای بی هـوازی دسـتگاه گـوارش بررسـی کـرده و تأثیـر 
مثبـت آن هـا را بـر ضـد ایـن پاتوژن هـا اثبـات کردنـد )Reid .)26 و 
همکارانـش در مطالعـه ای کـه بـراي اثبـات ممانعت لاکتوباسـیلوس ها 
دادنـد،  انجـام  پاتوژن هـا  از  ناشـی  روده ای  عفونت هـای  بـه  ابتـلا  از 
نشـان دادنـد کـه پروبیوتیک هـا علیـه پاتوژن هـای روده ای تأثیـر مثبـت 
دارنـد )27(. همچنیـن فعالیـت ضدمیکروبی لاکتوباسـیلوس پلانتاروم 
همکارانـش  و   Ogunbanw وسـیله  بـه  برویـس  لاکتوباسـیلوس  و 
مـورد بررسـی قـرار گرفـت. در ایـن تحقیـق، آن ها نشـان دادنـد که این 
لاکتوباسـیلوس ها قادرنـد رشـد باسـیلوس سـرئوس، اشریشـیا کلـی و 

یرسـینیا انتروکولیتیـکا را بـه خوبـی مهـار نماینـد)28(.

 ،16S rRNA براسـاس آنالیز فیلوژنتیـــــک بر پایه توالی یابی ژن
مشـخص گردیـد کـه دو سـویه برتـر جداسـازی شـده از لبنیـات بومـی 

کرمـان متعلـق به گونـه لاکتوباسـیلوس کازئی می باشـند.

بـا توجـه بـه نتایـج حاصلـه مربـوط بـه تـوان تحمل شـرایط اسـیدی 
و غلظت هـای مختلـف نمک هـای صفراوی دو سـویه لاکتوباسـیلوس 
53C و 22CL و همچنیـن داشـتن اثـر ضدمیکروبـی قابـل توجـه بـر 
لیسـتریا  و  فکالیـس  انتروکوکـوس  بـه خصـوص  پاتـوژن  باکتری هـای 
منوسـیتوژنز در شـرایط In vitro، بـه نظـر می رسـد کـه ایـن سـویه ها 
کاندیـدی مناسـب برای مقابلـه با باکتری هـای بیماری زا باشـند که البته 
بهتـر اسـت اثـرات ضدمیکروبـی ایـن دو سـویه در شـرایط In vivo نیز 
مـورد مطالعـه قـرار گیرنـد و مشـخص گـردد که آیـا واقعاً این دو سـویه 
در شـرایط موجـود در دسـتگاه گـوارش موجـودات زنـده نیـز بـه همان 
انـدازه شـرایط آزمایشـگاهی، از تـوان ضـد میکروبـی خوبـی برخوردار 
اسـت. از طـرف دیگـر بهتر اسـت قدرت اتصال و پتانسـیل رشـد و بقاء 
ایـن سـویه ها در دسـتگاه گـوارش موجـودات زنـده نیـز مـورد بررسـی 

گیرد. قـرار 

تشکر و قدردانی
باهنر  شهید  دانشگاه  فناوری  و  تحقیقات  معاونت  از  بدین وسیله 
به دلیل حمایت مالی تشکر و قدردانی می گردد. مقاله حاضر  کرمان 
حاصل پایان نامه دانشجویی کارشناسی ارشد در بهمن ماه 1392 می باشد 

و در بین نویسندگان هیچ تعارض منافعی وجود ندارد.

تعارض منافع
بین نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد.
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