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 زا های بیماری های لاکتیک جدا شده از ماست برعلیه باکتری اثر آنتاگونیستی باکتری

  
  چکیده

های غذایی میکروبی هستند کـه از طریـق حفـظ تعـادل              ها مکمل   پروبیوتیک :زمینه و هـدف   
ر های لاکتیک نقش مهمی د باکتری .میکروبی روده تاثیرات سودمندی روی سلامت انسان دارند

این مطالعـه    .کنند  تولید و نگهداری مواد غذایی تخمیری و تهیه محصولات پروبیوتیکی ایفا می           
هـای محلـی اسـتان       با هدف بررسی اثر ضد میکروبی باکتریهای لاکتیک جدا شـده از ماسـت             

  . گردیدایع دستگاه گوارش انجامهای ش گلستان برعلیه پاتوژن
 سویه باکتری لاکتیک جدا شـده از        96ریایی  تدباکض ثردر این مقاله توصیفی ا    : روش بررسی   

های گوارشی به خصوص شیگلا دیسـانتریه،         گونه مهم پاتوژن   7 نمونه ماست محلی برعلیه      34
، اشرشیاکلی و سالمونلا تیفی موریوم با دو روش انتشار در آگار به کمک                یرسینیا انتروکولیتیکا 

ها بررسـی    یه شده از محیط کشت باکتری     دیسک و روش چاهک با استفاده از محلول روئی ته         
 ،گیری شد و به منظور کاهش خطا در اطراف دیسک و چاهک اندازه قطر هاله عدم رشد. گردید

هاله عدم رشد روی محـیط مولرهینتـون         هر آزمون حداقل سه بار تکرار گردید و میانگین قطر         
  .کتیک با هم مقایسه گردیدهای لا گیری و ثبت شد و خاصیت آنتاگونیستی باکتری آگار اندازه

های لاکتوباسیلوس کازئی و لاکتوکوکـوس        بیشترین اثر بازدارندگی مربوط به گونه     : ا  ه  یافته
متـر ارزیـابی       میلی 18لاکتیس در روش چاهک بود و حداکثر میانگین قطر هاله عدم رشد آنها              

روی یرسـینیا   ترتیـب   بـه   هـای پـاتوژن      بیشترین و کمترین اثـر مهـاری برعلیـه بـاکتری           .شد
  .شدکا و باسیلوس سرئوس مشاهده انتروکولیتی
های هر دو جنس لاکتوباسیلوس و لاکتوکـک اثـر مهـاری مناسـبی روی                 گونه: ی  گیر   نتیجه
هـای محلـی     های موجـود در ماسـت      ولی لاکتوباسیل  ، ند  زا روده نشان داد    های بیماری  باکتری

ها از خود نشان دادند و       ری در مقابله با پاتوژن    ها توانایی بیشت   استان گلستان نسبت به لاکتوکک    
  .این اثر مهاری روی یرسینیا انتروکولتیکا مشهودتر بود

  گلستان- لاکتوکوکوس-کتوباسیلوس لا- ماست- پروبیوتیک-اثر ضدباکتریال :ها  کلید واژه
  

  
  

  
  

تحقیقی

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  29 / و همکاران الهه کیائی  

  1385بهار  / 1 شماره / تمشه دوره /  پزشکی گرگانمجله علمی دانشگاه علوم  

  مقدمه
ــایین اســت   ــا کــالری پ  .ماســت غــذایی مختصــر و ســریع ب

کـه   گـردد  سـت بـه زمـانی برمـی     گسترش تمایل بـه مصـرف ما      
ــام یپزشـــک ــه نـ ــال  Metchnikoff روســـی بـ  در 1910در سـ

روستاهای بلغارستان مشاهده کرد که خوردن یک نوع ماسـت          
ــلامت      ــظ س ــر و حف ــزایش عم ــبب اف ــیر س ــده از ش ــر ش تخمی

ــواع  ). 1(گــردد  روســتاییان مــی امــروزه ثابــت شــده حضــور ان
از جملـه    )2(هـای لاکتیـک در شـیرهای تخمیـر شـده             باکتری

ایجـاد   که شـامل  ماست اثرات سودمندی بر سلامت انسان دارد      
تعادل درمیکروفلـور طبیعـی بـدن ، مقاومـت در برابـر کلـونیزه               

ــاکتری  ــدن ب ــاری زا  ش ــای بیم ــرمی   ،)3( ه ــزان س ــاهش می  ک
ــوگیری از موتاژنیســیته عوامــل موجــود در  )4(کلســترول   ، جل

 از عفونـت    ، جلـوگیری   )5(ای   روده و کاهش تومورهای روده    
عفونت مجاری ادراری و بـه خصـوص        ) 6( هلیکوباکترپیلوری

کاهش عدم تحمل بـه   ، )7( ای ای و روده های حاد معده  التهاب
از  .باشـد  می) 9( و کمک به جذب کلسیم در روده       )8(لاکتوز  

ــه صــورت خــوراکی مــورد اســتفاده قــرار    آنجــا کــه ماســت ب
کتیک موجود در   های لا  جایگزینی و استقرار باکتری    گیرد،  می

تواند از طریق تولید ترکیبات ضـدمیکروبی         ماست در روده می   
 بـــه حفـــظ ســـلامتی روده و ممانعـــت از رشـــد Phوکـــاهش 

های پـاتوژن کمـک نمایـد و ایـن یافتـه در یـک مـدل                  باکتری
آزمایشگاهی و خارج از بدن تائیدی بر اثر ضـدمیکروبی مـواد            

  .باشد خصوص ماست در دستگاه گوارش میه تخمیری ب
با توجه به افزایش روزافزون مقاومت داروئی و با توجـه بـه             

هـای   های گوارشی در دنیـا کـه بعـد از عفونـت            فراوانی بیماری 
گـردد،    هـای گوارشـی محسـوب مـی        ترین بیماری   تنفسی شایع 

های  حل  های درمانی جدید و یافتن راه      شناسایی و بررسی روش   
ه بـا هـدف بررسـی    این مطالع ـ .رسد جانشین ضروری به نظر می  

هـای   های لاکتیک جدا شده از ماسـت    اثر ضدمیکروبی باکتری  
اسـتان گلسـتان    ) هـای لاکتیـک    به علـت تنـوع بـاکتری      ( محلی

  .های شایع دستگاه گوارش انجام شد برعلیه پاتوژن
  روش بررسی

 تا اردیبهشت   83مهر  ( ماه   8در یک مطالعه مقطعی در طول       
 35 لاکتیک جدا شده از      های خواص آنتاگونیستی باکتری   )84

های محلی شهرهای مختلف استان گلسـتان مـورد          نمونه ماست 

  .بررسی قرار گرفت
  های باکتری لاکتیک سازی سویه انتخاب و آماده) الف
ــه  51 ــه و12 ســویه لاکتوباســیلوس متعلــق ب  ســویه 45  گون

ــه  ــه5لاکتوکوکــوس متعلــق ب ــه کــه از نمون   هــای ماســت  گون
  ق روش اســــــتانداردمحلــــــی اســــــتان گلســــــتان مطــــــاب

)Biokar,France, IDF,1988b;1991 (ــود ) 10( جــدا شــده ب
کلنـی یکدسـت    4-5 .برای بررسی اثر آنتاگونیستی انتخاب شد     

ــویه 24از کشــت  ــدام از س ــاعته هرک ــت   س ــیط کش ــا در مح ه
هـا و    برای لاکتوکـک M17 Brothهای  محیط( اختصاصی آن
MRS Broth37 دمـای  ح گردید و دریتلق)ها  برای لاکتوباسیل 

 5/0 گذاری شد تا کـدورت معـادل        گرمخانهگراد   درجه سانتی 
سپس روی آن پارافین استریل اضـافه       . دست آید ه  فارلند ب   مک
فـراهم آوردن زمـان لازم بـرای        ( روز4ها بـه مـدت       محیط. شد

ــواد ضــدمیکروبی  ــد م  گــراد  درجــه ســانتی37در دمــای ) تولی
کـرده و بـا انتقـال       آنگاه پارافین را خارج     . گذاری شد   گرمخانه

 3000 دقیقـه در دور      10اسـتریل آنهـارا       محیط کشـت بـه لولـه      
رسوب در شرایط استریل حذف و محلـول         .سانتریفیوژ نمودیم 

  ).12و11( رویی برای ادامه مطالعه نگهداری شد
  های حاوی محلول روئی سازی دیسک دهآما) ب

 میزان جذب متر با میلی6 های کاغذی استریل به قطر    دیسک
15 µl  هـای جـدا شـده از     به محلول رویی تهیه شـده از بـاکتری

 37ر دمای   هارا د  دیسک . دقیقه آغشته شد   3-5ماست به مدت    
 ساعت قرار دادیم تا خشک شـد و       4به مدت   گراد   درجه سانتی 

  .برای ادامه مطالعه استفاده شد
  های پاتوژن سازی باکتری آماده) ج
شــامل شــیگلا ســویه اســتاندارد پــاتوژن دســتگاه گــوارش 7

، یرســـــــینیا انتروکولیتیکـــــــا ) PTCC1188(دیســـــــانتری 
)PTCC1151 ( ســـــدوموناس ائروژینـــــوزا ،)PTCC1430(، 

ــیاکلی  ــوس  )PTCC1399(اشرشــ ــتافیلوکوکوس اورئــ ، اســ
)PTCC1431(باســیلوس ســرئوس ،)ATCC1252(، ســالمونلا 

های علمـی و     از سازمان پژوهش   ) ATCC1596(تیفی موریوم   
عصاره مغز و   (BHIبعد از احیاء در       گردید و  صنعتی ایران تهیه  

هــای  را در محــیط آگــاردار کشــت دادیــم تــا کلنــی آن )قلــب
سـاعته هـر   24کلنـی یکدسـت از کشـت     4-5. خالص ظاهر شد  

 در و   محیط نوترینت براث اضـافه کـردیم      سی    سی 3  را به   سویه
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ساعت قـرار دادیـم تـا       1-2 به مدت    گراد  درجه سانتی  37دمای  
 رســید cfu/ml 108x5/1 فارلنــد  مـک 5/0 عــادلبـه کــدورت م 

)NCCLS(.  
  
  بررسی اثر ضد میکروبی) د

  .اثر ضد میکروبی با دو روش مورد ارزیابی قرار گرفت
ازسوسپانسیون باکتری  ): NCCLS( روش انتشار در آگار    )1

ای استریل به محیط کشت مولر هینتـون          پاتوژن با سواپ سرپنبه   
آغشـته بـه    )ب( های  دیسک  سپس .طور یکنواخت تلقیح شد   به  

های لاکتیک با فاصله معین از یکدیگر و         محلول روئی باکتری  
 24 هــا پلیــت. از لبــه پلیــت روی ســطح آگــار قــرار داده شــدند

گذاری شدند و      گرمخانه گراد  درجه سانتی  37ساعت در دمای    
هـا   گیری قطرهاله عدم رشـد در اطـراف دیسـک     سپس با اندازه  

  ).13 ()1تصویر  (گرفتنتایج مورد بررسی قرار 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   
  وسیلهه اثر ترکیب ضد میکروبی تولید شده ب : 1 تصویر

(aلاکتوباسیلوس مورینوس ،  (bلاکتوباسیلوس فرمنتوم   
(c لاکتوباسیلوس دلبروکـی  ، (d     لاکتوباسـیلوس بـرویس علیـه 

  PTCC 1430) سودوموناس ائروژینوزا
ژن بـا سـواپ     ازسوسپانسیون باکتری پاتو  :  روش چاهک  -2

 ــ  ســرپنبه ــون ب ــولر هینت ــه محــیط کشــت م طــور ه ای اســتریل ب
بعــد بــا کمــک پیپــت پاســتور اســتریل  .یکنواخــت تلقــیح شــد

متردر محیط حفر کـرده واز محلـول          میلی6 هایی به قطر    چاهک
 در داخل   λ 200ماست به مقدار     های جدا شده از     رویی باکتری 

 37دمـای     سـاعت در   24ها به مـدت       پلیت چاهک ریخته شد و   
 ساعت قطر 24 بعداز گذاری شدند و     گرمخانه گراد درجه سانتی 

  ).12 ()2تصویر (گیری شد هاله عدم رشد اندازه

به منظور افزایش دقت و حساسیت ، هر آزمون حـداقل سـه             
بار تکرار و میانگین قطر هالـه عـدم رشـد بعـد از سـه بـار ثبـت               

  .گردید
مورد ارزیابی قرار    SPSSافزار    نتایج حاصله با استفاده از نرم     

  .گرفت
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   وسیلهه اثر ترکیب ضد میکروبی تولید شده ب : 2 تصویر
 (a لاکتوکوکوس پلانتاروم  ،(bلاکتوکوکوس گراویه   

(cلاکتوکوکوس لاکتیس ، (d  لاکتوکوکوس پیسیوم علیه سالمونلا 
  (ATCC 1596) موریوم تایفی

  ها یافته
 سـویه بـاکتری لاکتیـک       96در این تحقیق اثر آنتاگونیستی      

 گونـه مهـم پـاتوژن       7 نمونه ماست محلی علیـه       34جدا شده از    
نتایج حاصل از این بررسـی نشـان داد          .گوارشی بررسی گردید  

هـای مـورد     که بیشـترین اثـر مهارکننـدگی رشـد علیـه پـاتوژن            
ــازئی     ــیلوس ک ــه لاکتوباس ــوط ب ــه مرب ــد3/15(مطالع و ) درص

به ترتیـب میـانگین قطـر        )درصد4/21(لاکتوکوکوس لاکتیس   
درصد حساسیت  .باشد متر می  میلی3/16 و 8/15هاله عدم رشد 

ر ر نمـودا  هـای لاکتیـک د     های پاتوژن نسبت به باکتری     باکتری
  .آمده است یک

ــا    ــینیا انتروکولیتیک ــایی، یرس ــاثیر ضــد باکتری ــی ت  در بررس
ر و  مت ـ  میلـی 8/17با میانگین قطر هاله عـدم رشـد         ) درصد2/79(

 با میانگین قطـر هالـه عـدم         )درصد9/82(موریوم     تیفی سالمونلا
متــر بیشــترین حساســیت را نســبت بــه ترتیــب  میلــی4/15رشــد 

  .ن دادندها از خود نشا ها و لاکتوکک لاکتوباسیل
هـای لاکتیـک از تولیـد پیگمـان سـودوموناس             اکثر باکتری 

 .از رشد این باکتری جلـوگیری کردنـد       درصد   20ائروژینوزا و   
هـای جـدا     هـا و لاکتوکـک     ثرترین لاکتوباسـیل   مو یکجدول  

a 

d 

b 

c 

a 

d 

b 

c 
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هـای پـاتوژن دسـتگاه       های ماست را علیه بـاکتری       شده از نمونه  
  .کند گوارش معرفی می

 درصــد 52هــا و  لاکتوباســیل درصــد 3/59در ایــن مطالعــه 
های پاتوژن جلـوگیری      ها توانستند از رشد باکتری      لاکتوکوک

چاهــک میــانگین قطــر هالــه عــدم رشــد در روش      .نماینــد
 متر برآورد شـد     میلی12متر و در روش دیسک کاغذی         میلی14

شودکه قطر هاله در روش چاهـک         این اساس مشخص می    و بر 
  .باشد بیشتر از روش دیسک می

  
  
  
  
  
  

  
  های پاتوژن درصد حساسیت باکتری: 1نمودار 

  های لاکتیک نسبت به باکتری
  

  
ــیک ،  ــیلوس ســ ــه و  لاکتوباســ ــوس گراویــ  لاکتوکوکــ

لاکتوکوکـوس   وس لاکتـیس زیرگونـه لاکتـیس و       لاکتوکوک
 اما میـزان هالـه عـدم        ،ها گردیدند   پیسیوم مانع رشد تمام پاتوژن    
  .ها متفاوت بود رشد برعلیه هر یک از پاتوژن

  
 موجود در یها ها و لاکتوکک معرفی مؤثرترین لاکتوباسیل : 1 جدول

   پاتوژنیها های ماست علیه باکتری نمونه
  لاکتوکوکوس  توباسیلوسلاک  باکتری پاتوژن

  پیسیوم  کاندلری  باسیلوس سرئوس

  گراویه  کازئی  شیگلا دیسانتری
  لاکتیس  دلبروکی  سودوموناس ائروژینوزا

  لاکتیس  سیک  اشرشیاکلی
  پلانتاروم  سیک  استافیلوکوکوس اورئوس

  پیسیوم  برویس  موریوم سالمونلا تیفی

  گراویه  کازئی  یرسینیا انتروکولیتیکا
  

  بحث
یت ضـدمیکروبی و تولیـد باکتریوسـین لاکتوکوکـوس          فعال

 و Ogunbanwوســیله ه لاکتوباســیلوس بــرویس بــ پلانتــاروم و
 آنهـا توانسـتند بـا کمـک         .همکاران مورد بررسی قـرار گرفـت      

روش چاهــک نشــان دهنــد کــه ایــن دو لاکتوباســیل از رشــد   
ــی ــیا کل ــی6-8( اشیرش ــر  میل ــرئوس و) مت ــیلوس س  8-10( باس

جلـوگیری  ) متـر   میلـی  6-7( نیا انتروکولیتیکـا  ویرسـی ) متـر  میلی
در مطالعـه مـا نیـز لاکتوباسـیلوس بـرویس اثـر              ).14( کننـد   می

هــای مــورد بررســی نشــان داد و     مهــاری روی تمــام ســویه  
) متر  میلی 13 (لاکتوکوکوس پلانتاروم از رشد استاف اورئوس     

  .جلوگیری نمود
Kabir با اسـتفاده از روش چاهـک نشـان دادنـد             وهمکاران

که مخلوط شیر تخمیر شده شامل لاکتو باسیلوس کازئی رشـد           
 و) متـر   میلـی 8 (ای شـامل شـیگلا دیسـانتری       هـای روده   پاتوژن

 2/8( اشریشـیا کـولی      و) متـر    میلـی  9 (سالمونلا تیفـی موریـوم    
در غـــذاهای حـــاوی ایـــن  .ســـازد را مهـــار مـــی) متـــر میلـــی

توانـد از ایجـاد      مـی  یابـد و   کـاهش مـی    PH ا،ه ـ میکروارگانیزم
در ایــن مطالعــه اثــر ). 15( اســهال در مــوش جلــوگیری نمایــد

تـــرین ســـویه  فـــراوان(انتاگونیســـتی لاکتوباســـیلوس کـــازئی 
پـاتوژن مـورد    هـای    روی تمـام بـاکتری    ) لاکتوباسیل جدا شده  
  .آزمون مشاهده گردید

 Conconnierــاران ــه مصــرف     وهمک ــد ک ــزارش کردن گ
لاکتوباسـیلوس    روئی کشت لاکتوباسـیلوس فرمنتـوم و       محلول

ــازئی و ــیدوفیلوس و  کـ ــیلوس اسـ ــوس  لاکتوباسـ لاکتوکوکـ
هـای   لاکتیس اثر باکتریسیدالی بر ضد طیف وسیعی از بـاکتری         

  ).3( کنند گرم مثبت وگرم منفی پاتوژن ایجاد می
هـای لاکتوباسـیلوس کـازئی،        مطالعه ما نشان داد کـه گونـه       

های لاکتوکوکوس لاکتیس و پیسیوم        وگونه برویس و فرمنتوم  
ــالمونلا      ــی س ــاتوژن روده یعن ــلی پ ــاکتری اص ــه ب ــر س روی ه

ــوم، شــیگلا دیســانتری و یرســینیا انتروکولیتیکــا در   تیفــی موری
  .دهند محیط کشت اثر مهاری خوبی نشان می

  بیان گردید که لاکتوباسیلوس دلبروکی       Wolf  در پژوهش 
 مصــرف خــوراکی بــا تولیــد زیــر گونــه بولگــاریکوس بعــد از

باکتریوسین در دهان باعث افـزایش فعالیـت سیسـتم ایمنـی در             
   ).16( گردد افراد بالغ می
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Miake های لاکتیـک    اثر ضد میکروبی باکتری    همکاران و
 برعلیـه  In vitroبه خصوص لاکتوباسیلوس فرمنتوم در شرایط 

س سـپ   و نـد مـورد ارزیـابی قـرار داد      را  سودوموناس ائروژینوزا   
هـای آلـوده بـا ایـن          که این اثر مهاری در موش      ندمشاهده کرد 

 یابـد  باکتری از طریق افزایش فعالیت ماکروفاژهـا افـزایش مـی          
)1.(  

در واقع در مطالعه ما نیز این باکتری تنهـا توانسـت از تولیـد               
 پیگمان سودوموناس ائروژینوزا ممانعت کنـد و اثـر مهـاری بـر            

  .رشد نداشت
 باسیلوس دلبروکی زیر گونـه لاکتـیس و       در مطالعه ما لاکتو   

لاکتوکوکوس لاکتـیس توانسـتند مـانع رشـد وتولیـد پیگمـان             
  .سودوموناس ائروژینوزا گردند

دریافتنــد کــه لاکتوباســیلوس )1381(اشــعری و میردامــادی 
هـای محلـی قـم از رشـد          دلبروکی جـدا شـده از نمونـه ماسـت         

ی جلـوگیر ) mm8/9(استاف اورئوس  )mm2/10(اشرشیا کلی   
  ).17(نماید می

فعالیـــت ضـــد میکروبـــی لاکتوباســـیلوس  پوراحمـــد نیـــز
ــده از    ــدا ش ــوس ج ــترپتوکوکوس ترموفیل ــاریکوس و اس بولگ

های گلپایگان را بـا دو روش دیسـک و چاهـک برعلیـه               ماست
و ) متـر   میلـی  3/11 ( استاف اورئـوس   ،) متر  میلی9(اشرشیاکلی  

   ).18( دادنشان را  )متر  میلی4/9 (لیستریا مونوسایتوژنز
  گیری نتیجه

هـای   های لاکتیک جدا شده از نمونـه       در این مطالعه باکتری   
های  ماست طیف متغیری از فعالیت آنتاگونیستی بر علیه پاتوژن        

  .دستگاه گوارش نشان دادند
توانـد   ها در ماست مصرفی می     که آیا وجود این باکتری     این

های فوق در    های ناشی از باکتری    در پیشگیری یا درمان بیماری    
in vivo    ای اسـت کـه نیـاز بـه      هأل هم مـوثر باشـد یـا خیـر، مس ـ

ــتر  ــات بیش ــمی   .  داردیتحقیق ــر سینرجیس ــه اث ــین مطالع همچن
ای  هـای روده  های لاکتیک فوق در مهـار رشـد پـاتوژن        باکتری

  .گردد برای مطالعات آینده پیشنهاد می
  تشکر و قدردانی

ــدین ــیله  ب ــان  ازوس ــاب آقای ــائیل  جن ــعید میک ــ س ول ؤی مس
ــروب  ــگاه میک ــی  آزمایش ــد  شناس ــلامی واح ــگاه آزاد اس دانش

پـور کـه در اجـرای پـروژه بـه مـا              بهنامناصر  مهندس   گرگان و 
  .شود می قدردانی ،یاری رساندند
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