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¡
چكيده

از  باسيلوس هاى جدا شده   AU تعيين  و  فعاليت ضد ميكروبى  بررسى  شناسايى،  بررسى جداسازى،  پژوهش  اين  از  هدف 
فعاليت  ارزيابى  و  شناسايى  است.  بومى  پروبيوتيك  پتانسيل  داراى  سويه هاى  انتخاب  به منظور  اراك  مرغدارى هاى 
ضد ميكروبى، با سه روش دولايه، انتشار چاهك و انتشار ديسك عليه باكترى هاى بيمارى زا اشريشياكلى انجام و در نهايت 
AUسينتيك رشد و AUسينتيك رشد و AU برترين سويه ها از نظر فعاليت ضدميكروبى تعيين گرديد. فعاليت ضدميكروبى 40 سويه مختلف باسيلوس 
جداسازى شده از 10 نمونه ارسالى به آزمايشگاه در روش دولايه منجر به انتخاب 15 سويه با حداكثر هاله عدم رشد) بالاى20 
D2a, A9a ميلى متر شد. بررسى هاله عدم رشد اين 15 سويه با دو روش انتشار چاهك و ديسك منجر به انتخاب سويه هاى

)B(B) با حداكثر هاله عدم رشد گرديد. AU اندازه گيري شده براي دو سويه A9a و D2a به ترتيب  . subtilis, B. pasteurii)
برابر Au/ميلى ليتر 6400 و Au/ميلى ليتر 12800 بود.

باسيلوس، آنتاگونيسم، روش دولايه، انتشار ديسك و انتشار چاهككليد واژه: باسيلوس، آنتاگونيسم، روش دولايه، انتشار ديسك و انتشار چاهككليد واژه: باسيلوس، آنتاگونيسم، روش دولايه، انتشار ديسك و انتشار چاهك

مقدمه
باكتريوسين ها تركيبات ساخته شده ريبوزومي هستند كه 
توسط باكتري ها، به منظور ممانعت از رشد ساير باكتري ها 
از نظر نحوه سنتز، عملكرد  توليد مي شوند. اين تركيبات 
و طيف اثر با آنتى بيوتيك ها تفاوت دارند. باكتريوسين  ها 
نژاد  با  نزديك  ارتباط  باكتري هايي كه  تنها  معمولا روى 
توليد كننده آن ها دارند، موثر مى باشند. دارا بودن طيف 
باكتريوسين  ها است، چرا كه از آن ها  اثر محدود، مزيت 
مي توان به عنوان «داروهاي هدف» در مقابل بعضي عوامل 
بيماري زاي خاص استفاده نمود، بدون اين كه فلور طبيعي 
آسيب ببيند. از اين رو باكتريوسين ها مي توانند تا حدودي 
نتيجه گسترش  در  و  را محدود  ازآنتي بيوتيك ها  استفاده 

مقاومت آنتي بيوتيك در باكتري هاي بيماري زا را كوچك 
توسط  شده  توليد  باكتريوسين هاي  است(9،11).  نموده 
باكتري هاي به سه گروه اصلي لانتي بيوتيك ها، پپتيدهاي 
كوچك با ثبات در مقابل حرارت و پروتئين هاي بزرگ 
اول  تقسيم مي شوند. گروه هاي  برابر حرارت  در  ناپايدار 
و دوم به علت فراواني و استفاده تجاري، طبقات عمده و 
اصلي باكتريوسين ها هستند. نگراني هاي موجود در ارتباط 
آگاهي  افزايش  آنتي بيوتيكى،  مقاومت هاى  گسترش  با 
از  استفاده  از  ناشي  خطرات  درباره  كنندگان  مصرف 
روزافزوني  علاقه مندي  موجب  شيميايي،  نگهدارنده هاي 
نگهدارنده  عنوان  به  باكتريوسين ها  از  استفاده  منظور  به 

فصلنامه علوم زيستى دانشگاه آزاد اسلامى  واحد زنجان
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پديد  غذايي  مواد  در   (Biopreservative)زيستى
و  شكل  ميله اى  باكترى هاى  آيد(2،6،11).باسيلوس ها 
توانايى توليد اسپور داشته و كاربرد  هوازى مى باشند كه 
به  باكترى ها  اين  دارند.  بيوتكنولوژى  در  زيادى  بسيار 
توجه  مورد  بسيار  ميكروبى  ضد  تركيبات  توليد  واسطه 
عنوان  به  مرغ دارى ها  در  باكترى ها  اين  از  مى باشند. 
پروبيوتيك طيور استفاده مى شود. اين دسته از باكترى ها 
تركيبات ضد ميكروبى توليد نموده و از شيوع باكترى هاى 
انتروباكترياسه ها در  به خصوص سالمونلا و ساير  عفونى 
باكترى هاى  مى آورند.  عمل  به  ممانعت  دارى ها  مرغ 
و  دام  بين  مشترك  عفونى  عوامل  ترين  مهم  از  مذكور 
توليد  باسيلوس  سويه هاى  رديابى  بنابراين  هستند.  انسان 
كننده باكتريوسين عليه باكترى  هاى عفونى نه تنها مى تواند 
منجر به معرفى سويه هاى پروبيوتيك دامى گردد بلكه اين 
باكتريوسين  استخراج  جهت  مناسبى  گزينه هاى  سويه ها 
هستند(3،5).  زيستى  نگهدارنده  عنوان  به  آن ها  عرضه  و 
هدف از اين پژوهش جدا سازى، شناسايى باسيلوس هاى 
بومى از مرغ دارى ها و بررسى توانايى توليد تركيبات ضد 
ميكروبى تعيين AU در آن ها است. با تعيين فعاليت ضد 
ميكروبى تركيبات توليدى امكان كاربرد آن در صنايع و 

در شرايط مختلف مشخص مى گردد.
مواد و روش ها

نمونه گيرى و جداسازى سويه هاى باسيلوس 

از 6 مرغ داري مختلف 10  باكتري ها،  براي جداسازي 
نمونه فضولات تازه مرغ تهيه و پس از انتقال به آزمايشگاه 
به محيط كشت تازه و استريل منتقل شدندنمونه ها به نسبت 
1:1 در بافر آب پپتونه رقيق شده و با استفاده از ورتكس 
كاملاً مخلوط گرديدند. به منظور جداسازي باسيلوس ها از 
روش تيمار حرارتى استفاده شد. لذا، نمونه در دماي 80 
درجه سانتى گراد به مدت 15 دقيقه يا در دماي 65 درجه 
تيمار  ماري  بن  در  دقيقه   40 تا   20 مدت  به  گراد  سانتى 
شد. نمونه هاي تيمار شده به مدت 1 ساعت در دماي اتاق 
گرماگذاري  گرديد. بدين ترتيب اسپورها فعال شده و نياز 

به تيمار ثانويه براي فعال شدن آن ها وجود نداشت. سپس 
آگار  نوترين  روي  بر  و  رقيق  سري  صورت  به  نمونه ها 
كشت شد. پليت ها به مدت 24 تا 48 ساعت در دماي 37 
درجه سانتى گراد گرما گذاري  شدند و كلني هاي تيپيك 
اسپور  داراي  شكل  ميله اي  و  مثبت  گرم  مثبت،  كاتالاز 
دماى 80-  در  گليسرول  زير  و  شناسايى  باسيلوس  جنس 

درجه سانتى گراد نگهدارى گرديدند(7). 
شناسايى بيوشيميايي 

صفات  اساس  بر  قبل  مرحله  از  جداشده  ايزوله هاى 
حساسيت  پتاس،  آزمون هاى  مانند  بيوشيميايى  و  شكلى 
هيدروليز  هموليز،  حركت،  ونكومايسين،كاتالاز،  به 
واكنش  پروپيونات،  و  سيترات  مصرف  توانايى  نشاسته، 
وژپرسكوئر(VP) و مصرف قندها بر اساس كتاب برگى 
در  باكترى ها  روى  بر  آزمايش ها  كليه  شدند.  شناسايى 

مرحله رشد لگاريتمى صورت گرفته است(8).
تعيين سينتيك رشد

براي تعيين سينتيك رشد ارلن هاي 300 ميلى ليترحاوي 
٪10 با  و  تهيه  براث  نوترين  كشت  محيط  ميلى ليتر   45
rpm پيش كشت تلقيح و بر روي شيكرانكوباتور با دور

200، در دماي 37 درجه سانتى گراد و به مدت 24ساعت 
دو  هر  يعني  معين  زماني  فواصل  در  شدند.  گرماگذاري 
و جذب  ارلن ها صورت گرفت  از  برداري  نمونه  ساعت 
رشدي  الگوي  ترتيب  بدين  شد.  گيري  اندازه  آن  نوري 

سويه هاي جدا شده در زمان هاي مختلف تعيين گرديد. 
خواص ضد باكتريايي

ارزيابى فعاليت ضدميكروبى سويه هاى جدا شده با سه 
سنجيده  ديسك  انتشار  و  چاهك  انتشار  دولايه ،  روش 
اشريشيا  زاى  بيمارى  باكترى   از  منظور  اين  به  شد. 
بررسى  جهت  انديكاتور  عنوان  به   (ATCC2143)كلى
مركز  از  باكترى ها  اين  استفاده شد.  آنتاگونيستى  توانايى 
كلكسيون قارچ ها و باكترى هاى صنعتى وعفونى سازمان 

پژوهش هاى علمى و صنعتى ايران تهيه شدند. 
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(Colony Overlay Assay)روش دولايه

5 ميكرو ليتراز كشت يك شبه باكتري  هاى باسيلوس بر 
روي پليت LB agar لكه گذاري و به مدت 24 ساعت 
گرماگذاري شد تا كلني باكتري رشد نموده و قابل مشاهده 
مدت  به  استريل  ظرف  يك  درون  پليت ها  سپس  گردد. 
بدين  قرار گرفتند.  بخار كلروفرم  در مجاورت  دقيقه   30
ترتيب سلول هاي باسيلوس رشد يافته كشته شدند. به منظور 
از بين بردن اثرات ضد ميكروبي بخار كلروفرم پليت ها از 
ظرف حاوي بخار كلروفرم خارج و 20 دقيقه در زير هود 
محيط  در  انديكاتور  هوادهي شدند(9).باكترى   ميكروبي 
BHI BROTH (BRAIN HEART INFUSION

)دماى 37 درجه سانتى گراد به مدت 24 ساعت در شرايط 
هوازى گرماگذارى شد. از باكترى انديكاتور كه در فاز 
به محيط هاى  ميزان ٪0/5  به  داشتند  قرار  لگاريتمى رشد 
 5 شد.  تلقيح  استريل  آگار)   ٪0/7) BHI AGAR

هر  روى  انديكاتور  حاوى  كشت  محيط هاى  از  ميلى ليتر 
شدن،  بسته  از  پس  گرديد.  پخش   LB AGAR محيط 
باسيلوس ها  توسط  توليد شده  مواد  نفوذ  تسريع  منظور  به 
در  2 ساعت  به مدت  محيط ها  BHI AGARدر محيط
يخچال نگهدارى شدند. در نهايت پليت ها 24 ساعت در 
دماى 37 درجه سانتى گراد گرما گذارى شدند. توانايى 
اساس  بر  بررسى  مورد  سويه هاى  ميكروبى  ضد  فعاليت 
قطر هاله عدم رشد باكترى هاى انديكاتور (MM) تعيين 

شد(9). 
 Agar-Well Diffusion) چاهك  در  انتشار  روش 

Method (Tag and Mc Given 1971))

در اين روش محيط كشت نوترين آگار استريل با ٪1
برابر 0/5  با غلظت  انديكاتور  باكتري  از كشت يك شبه 
بستن  از  پس  شد.  پخش  پليت  در  و  تلقيح  مك فارلند 
حاوي  پليت  متردر  ميلى   5 قطر  به  چاهك هايي  آگار 
 72 كشت  با  چاهك ها  اين  گرديد.  جدا  كشت  محيط 
ساعت از عصاره كشت سويه هاى  باسيلوس پر و به مدت 
2 ساعت در دماي اتاق نگهداري شدند تا تمام تركيبات 

ضد ميكروبي درون آگار منتشر گردد. جهت تهيه عصاره 
كشت باسيلوس ها، كشت 72 ساعت باسيلوس ها در محيط 
LB BROTH به مدت 30 دقيقه با دور 5000 در دماى 
4 درجه سانتى گراد سانتريفيوژ شدند و مايع رويى از توده 
pH باكتريايى جدا شد. قسمتى از مايع رويى بدون تغيير

 4 سود  با  رويى  مايع  باقى   pH و  اسيدى) حفظ  (عصاره 
نهايت  در  خنثى).  گرديد(عصاره  تنظيم   7 حد  در  مولار 
عصاره ها با عبور از فيلتر 0/2ميكرو مولار استريل و تا زمان 
استفاده در دماي معادل 20- درجه سانتى گراد نگهداري 
Soft Agar شدند (10). سپس چاهك ها با يك قطره از

پوشانده و در نهايت پليت ها به مدت 24 تا 48 ساعت در 
دماي مناسب رشد باكترى  انديكاتور گرماگذاري شدند. 
بر  بررسى  مورد  سويه هاى  ميكروبى  ضد  فعاليت  توانايى 
ميلى   ) انديكاتور  باكترى هاى  هاله عدم رشد  قطر  اساس 

متر) تعيين شد. 
 Agar Disk Diffusion) ديسك  انتشار  روش 

 (Method

در اين روش به محيط نوترين آگار استريل با 1٪ از كشت 
يك شبه باكتري انديكاتور با غلظت برابر 0/5 مك فارلند 
تلقيح و در پليت پخش شد. سپس 20 ميكروليتر از عصاره 
كشت باسيلوس ها بر روي اين ديسك هاى بلنك اضافه و 
با فاصله بر روي پليت هاى مذكور قرار گرفت. در نهايت 
پليت ها به مدت 24 ساعت در دماي مناسب رشد باكترى 
انديكاتور گرماگذاري شدند. در نهايت وجود و يا عدم 
وجود هاله ممانعت كننده از رشد باكتري هاي انديكاتور 

بر حسب (ميلى متر)مورد بررسي قرار گرفتند. 
Arbitrary unit (AU) تعيين

واحد  تعيين  همان  يا  باكتريوسين  تيتر  تعيين  براي 
باسيلوس  سويه هاى  عصاره   ،Arbitrary unit (AU)

(0/5)رقيق  ضريب  با  و  سري  صورت  به  آزمايش  مورد 
شده  رقيق  عصاره  اين  ميكروبي  ضد  فعاليت  گرديدند. 
همانند آزمايش هاى قبل سنجيده شد. بدين ترتيب كه از 
اين عصاره رقيق شده بر روي پليت حاوي ميكروارگانيزم 
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از  پس  و  گذاري  لكه  ليتر  ميكرو   5 ميزان  به  انديكاتور 
مورد  رشد  از  ممانعت  هاله  ايجاد  توانايي  گرماگذاري 
به  قرار گرفت. كم ترين وقتي كه هاله اي حداقل  بررسي 
قطر 5 ميلى مترايجاد كرده بود، انتخاب شد. عكس رقتي 
ميلي ليتر  AU در واحد  عنوان  به  بود  هاله  اين  داراي  كه 

انتخاب شد(11).
نتايج

جداسازى باسيلوس ها

ريختى  تفاوت هاى  اساس  بر  ايزوله   40 اول  مرحله  در 
شد.  جداسازى  و  انتخاب  كلنى  ظاهرى  شكل  و  اوليه 
متفاوت  بسيار  باكتري هاي جدا شده  شكل ظاهري كلني 
بود. اندازه بعضي كلني ها كوچك و در بعضي مواقع قطر 
آن ها بيش از 1 سانتى متر بود(شكل 1). باكتري هاي جدا 
شدند  مجاور  اكسيژنه  آب  با  سازي  خالص  از  بعد  شده 
تمام  در  شود.  بررسي  آن ها  در  كاتالاز  توليد  توانايي  تا 
موارد سويه هاي جدا شده توانايي بارزي در توليد كاتالاز 
شناسايي  كيت هاي  به  دسترسي  عدم  واسطه  به  داشتند. 
از  بيماري زا  احتمالاً  سويه هاي  جداسازي  براي  و  سريع 
از سويه هاي جدا شده  استفاده شد.تعدادي  تست هموليز 
ليز  را  قرمز  گلبول هاي  و  داشته  هموليزين  توليد  توانايي 
هاله اي  باكتري ها  كلني  اطراف  موارد  اين  در  نمودند. 
روشن ايجاد مي شود. در طي اين آزمايش بالغ بر 10 سويه 
جدا شده به واسطه احتمال بيمازي زايي حذف شدند. در 
بيشتر موارد باكتري هاي جدا شده توانايي حركت داشته و 

پس از مدتي تمامي محيط كدر مي شد. نكته جالب توجه 
اين كه بيشتر سويه هاي فاقد حركت، هموليز مثبت داشتند. 
آزمايش هاي  هموليزين،  داراي  سويه هاي  حذف  از  پس 
بعدي روى 30 سويه ي باقى مانده صورت گرفت. تمامي 
سويه ها مورد آزمايش توانايي توليد آنزيم آميلاز را داشته 
MRو MRو MR مثبت و VP منفى بودند. توانايي باكتري هاي جدا 

سويه ها  تمامي  بود.  متفاوت  بسيار  قندها  تخمير  در  شده 
مي نمودند.  اسيد  توليد  و  داشته  را  تخمير گلوكز  توانايي 
ولي قندهايي همانند آرابينوز و گزيلوز تنها توسط تعداد 
از آن ها تخمير مي شود(جدول 1). از بين 30 سويه مورد 
بود  ميلى متر  بالاى 20  ممانعت  هاله  بررسى 15 سويه كه 
انتشار  و  چاهك  انتشار  باكتريايى  ضد  آزمون هاى  براى 
ميان 15 سويه مورد  از  انتخاب شدند(جدول 2).  ديسك 
با قطر هاله عدم رشد بالاتر   D2a A9a و  بررسى 2 سويه 
از20 ميلى متر برترين سويه ها از نظر توليد تركيبات ضد 
بعدى  آزمون هاى  و  بررسى   جهت  و  شناسايى  ميكروبى 
مختلف  الگوي  داراي  انتخابي  سويه  دو  شدند.  انتخاب 
aرشدي مي باشند. سويه aرشدي مي باشند. سويه A9a داراي سرعت توانايي رشدي 

بالاتري است به نحوي كه پيش كشت حاصله از آن نيز 
OD بالاتري داشته از اين رو پس از تلقيح رشد را با OD

بالاتري آغاز نموده است. سويه 2A9a ساعت داراي فاز 
آغاز  را  لگاريتمي خود  از آن رشد  و پس  بوده  تاخيري 
نيز ادامه يافته و پس از آن  نموده است كه تا ساعت 12 
D2a سويه  شد.  آغاز  سكون  فاز  و  شده  متوقف  رشد 
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شكل 1- شكل ظاهري كلني سويه جدا شده
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بيومس  كه  نحوي  به  داشته  كمتري  نسبتاً  رشدي  توانايي 
اوليه پس از تلقيح ناچيز بود. پس از تلقيح رشد اين سويه 
اين خود مزيتي  تاخير آغاز گشته كه  فاز  بلافاصله بدون 
تا  نيز  سويه  اين  رشد  مي شود.  محسوب  سويه  اين  براي 
گرديد  آغاز  سكون  فاز  سپس  و  يافته  ادامه   12 ساعت 

(جدول 3و نمودار 1).
AU تعيين

به   D2a و   A9a سويه  دو  براي  اندازه گيري شده   AU

ترتيب برابر 6400 و Au12800 برميلى ليتر بود(شكل 2). 
بحث و نتيجه گيرى

اسپوردارى  ميكروارگانيزم هايي  جمله  از  باسيلوس ها 
ضد  تركيبات  اكثر  و  داشته  زيادي  كاربرد  كه  مي باشند 

ميكروبى توليد شده توسط اين گونه دربرابر باكتري هاي 
گرم مثبت ازجمله باسيلوس سرئوس، باسيلوس سوبتيليس، 
و  استافيلوكوكوس ها  استرپتوكوكوس ها،  ليستريا، 
و  سالمونلا  اشريشيا كلي ،  ازجله  منفي  گرم  باكتري هاي 
سودوموناس موثر مي باشد. از اين رو در اين تحقيق سعى 
شد تا سويه هايى از باسيلوس هاى بومى ايران جمع آورى 
داشته  ضد ميكروبى  تركيبات  توليد  توانايي  كه  گردد 
گرفته  صورت  آزمايش هاى  طى  در  بنابراين  باشند(5). 
توليد  بالاى  توانايى  با  بومى  باسيلوس هاى  از  گروهى 
سويه ها  اين  گرديد.  جمع آورى  ميكروبى  ضد  تركيبات 
توانايى تاثير بر اشريشيا كلى، ميكروارگانيزم هاى بيمارى زا 
و آلاينده هاى مواد غذايى را داشتند. اين امر مي تواند نشان 

جدول1-نتايج شناسايى بيوشيميايى سويه هاى باسيلوس جدا شده از مرغدارى ها
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جدول2- نتايج آزمون هاى انتشار چاهك و انتشار ديسك سويه هاى باسيلوس جدا شده از مرغدارى ها بر حسب (ميلى متر)

جدول 3- جذب نوري سويه A9a و D2a در زمان هاي مختلف
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نياز  حسب  بر  آن ها  گوناگون  مصارف  و  كاربرد  دهنده 
توانايي  زيادي  تعداد  شده  جدا  سويه هاي  بين  از  باشد. 
بررسي  داشتند،  را  انديكاتور  باكترى  رشد  از  ممانعت 
تمامي آن ها كاري بسيار وقت گير با صرف هزينه زياد بود 
از اين رو 20 سويه اى كه در روش دولايه توانايى ممانعت 
از رشد اشريشيا كلى را داشتند انتخاب و بررسى توانايى 
آنتاگونيسمى با ديگر روش هاى انتشار ديسك و انتشار در 
چاهك روى آن ها صورت گرفت. نتايج دو آزمون انتشار 
ديسك و انتشار در چاهك با عصاره باسيلوس هاى انتخاب 
شده از مرحله قبل نشان داد كه 15 سويه توانايي ايجاد هاله 
نشان دهنده آن است كه  نتيجه  اين  ندارند.  را  عدم رشد 
باكتريوسين چنين سويه هايي متصل به غشاء سلولى بوده و 
پس از سانتريوفوژ در عصاره حاصله آزاد نمي شود(12،16). 
ميزان  بالاترين   A9a ,D2a سويه  دو  داد  نشان  بررسى ها 

باكتريوسين توليدى ترتيب برابر 12800 و 6400 را دارند. 
توليد تركيب ضدباكتريايى قوى تر،  بر  A9a علاوه  سويه 
دهنده  نشان  كه  داد  نشان  نيز  را  بالاترى  رشدى  توانايى 
صورت  پژوهش هاى  با  نتايج  اين  بود.  سويه  اين  برترى 
هم خوانى  نيز  ديگر  دانشمندان  از  بسيارى  توسط  گرفته 
موفق  پاكستان  در   1997 سال  در  M.  Yousaf داشت. 
به جداسازي سويه هايي از B.licheniformis گشت كه 
توانايي توليد باكتريوسين داشته و امكان استفاده از آن ها به 
عنوان نگهدارنده مواد غذايي وجود داشت و مشاهده كرد 
Au 6400كه ميزان باكتريوسين توليدي توسط اين باكتريAu 6400كه ميزان باكتريوسين توليدي توسط اين باكتريAu

A. Paulo و همكارانش در سال  ليتر است(15).  برميلى 
2007 توانستند سويه هايي از باسيلوس را جدا كنند كه از 
عفونت سالمونلايي در بوقلمون ممانعت مي نمود. تركيب 
1 تا 10  pH ضدميكروبي توليد شده اين باكترى در دامنه

D2a و A9a نمودار1- سينتيك رشد دو سويه

A9a شكل2-ايجاد هاله در غلظت هاي مختلف عصاره باكترى از سويه
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فعال باقى مى ماند ولى با تيمار پاپائين، آلفا كيموتريپسين، 
مي گشت(10).  غيرفعال  كاملاً   K پروتئيناز  و  تريپسين 
آنتي بيوتيك  ويژگى هاى   2006 سال  در   Yilmaza

سويه هاي باسيلوس جدا شده از خاك را بررسي نمود كه 
ميزان باكتريوسين توليد شده توسط آن Au 6400 برميلى 
ليتر بود(14). مقايسه نتايج حاصل از اين بررسى با ديگر 
D2a, A9a تحقيقات صورت گرفته نشان مى دهد دو سويهa تحقيقات صورت گرفته نشان مى دهد دو سويهa

از توانايى آنتاگونيسمى بالايى برخوردار هستند. از آن جا 
كه منبع جداسازى اين باكترى ها مرغدارى بوده، احتمالا 
اين سويه ها توانايى كلونى زاسيون در روده مرغ را دارند و 
اين سويه ها گزينه هاى مناسبى جهت بررسى هاى تكميلى 
in vivo هستند. بديهى است در صورت تاييد اين نتايج 

به  اين سويه ها  ايمنى  ارزيابى هاى  in vivo و  در شرايط 
عنوان پروبيوتيك هاى بومى ايران معرفى خواهند شد. 
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