
 

		  

بررسي اثرات ضد باكتريائي باكتريهاي
 Lactobacillus acidophilus و  Lactobacillus casei
روي باكتري Paenibacillus larvae عامل لوك 
آمركيائي زنبورعسل در شرايط آزمايشگاه

bb

چيكد‌ه 
در اين بررسي با اســتفاده از روش‌هاي Agar spot test  و انتشار در چاهك و Microdilution اثرات ضد باكتريائي لاكتوباسيلوس 
كازئي و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس روي باكتري پني باسيلوس لاروا عامل بیماری لوك آمركيائي زنبورعسل مورد مطالعه قرار 
گرفت. در روش Agar spot test  غلظت cfu/ml  107 باكتري لاكتوباسيلوس كازئي و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس به ترتيب باعث 
ايجاد هاله ممانعت از رشد باكتري به قطر 45 ميلي متر و 40 ميلي متر عليه باكتري پني باسيلوس لاروا گرديدند. در روش انتشار 
در چاهك، 100 مكيروليتر از مايع روئي عاري از سلول)cfcs(، باكتري لاكتوباسيلوس كازئي و باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
به ترتيب باعث ايجاد هاله ممانعت از رشــد باكتري به قطر 40  و 30 ميلي متر و 50 مكيروليتر مايع روئي باكتري لاكتوباسيلوس 
كازئي و باكتري لاكتوباســيلوس اســيدوفيلوس به ترتيب باعث ايجاد هاله ممانعت از رشد 30  و 25 ميلي متر و  30 مكيروليتر 
مايع روئي باكتري لاكتوباســيلوس كازئي و باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس به ترتيب باعث ايجاد هاله ممانعت از رشد 20 
و 12 ميلي‌متر شــدند. در روش مكيروديلوشن غلظت‌هاي cfu/ml 108 الي 103  هر دو باكتري اسيد لاكتكي مانع از رشد باكتري 
پني‌باسيلوس لاروا در غلظت cfu/ml 104 گرديدند. ولي هر دو باكتري در غلظت cfu/ml 102 تأثيري روي باكتري مذكور نداشتند. 
لذا غلظت cfu/ml 103 هر دو باكتري اسيدلاكتكي استفاده شده به عنوان حداقل غلظت مهار كننده رشد)MIC( و حداقل غلظت 
كشــندگي)MBC( هر دو باكتري عليه باكتري پني‌باسيلوس لاروا در نظر گرفته شدند. نتايج اين بررسي نشان داد كه باكتري‌هاي 
لاكتوباســيلوس كازئي و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس باعث مهار رشد باكتري پني باسيلوس لاروا عامل بيماري لوك آمركيائي 
زنبورعســل در محيط كشت شــده و با اثراتي كه روي جوانه زدن اســپور باكتري مذكور و همچنين نابودي شكل رويشي آن 
مي‌گردنــد مي‌توانند در صورت بي خطري آن‌ها براي لاروهاي زنبورعســل، به عنوان كيي از روش‌هاي مبارزه با اين بيماري در 

كلني‌هاي زنبورعسل مورد استفاده قرار گيرند. 
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 باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
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In this survey antibacterial effects of Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus against Painibacillus larvae, caus-
ative agent of honeybee American foulbrood disease, has investigated by Agar spot test, Well diffusion and Microdilution 
methods. In Agar spot test 107cfu/ml of Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus made inhibition zone 45 and 40 
mm around spots on the agar medium respectively. In the well diffusion method, 100 microliters of cell free supernatant 
(cfcs) of  Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus mede inhibition zone 40 and 30 mm around wells respectively, 
50 microlitrs of L. casei and L. acidophilus supernatant mede inhibition zone  30 and 25 mm around wells respectively and 
30 microlitrs of L. casei and L. acidophilus supernatant made inhibition zone 20 and 12 mm around wells respectively. In the 
microdulation method 103 -108cfu/ml concentrations of two lactobacillus inhibited P. lrvae growth completely, but 102 and 
10 cfu/ml of two lactobacillus have not any effect on the P. larvae growth. The results of this study show that L. casei and 
L. acidophilus have antibacterial effects on the P. larvae, causative agant of the honeybee American foulbrood disease and 
can use as a safe remedy for treatment of this disease. 
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مقدمه
زنبوران عسل جزو خانواده زنبور Apidae مربوط به راسته بال غشائيان 
Hymenoptera و در جنس آپيس قرار دارند كه شامل كي گونه زنبورعسل 
Old�( و هشــت گونه زنبورعسل آسيائي مي‌باشند ،Apis mellifera  غربي 

royd and Wongsiri, 2006(. زنبورعســل نقش بسيار مهمي در اكوسيستم 
گياهي و جانوري داشــته و عدم حضور آن خســارت جبران‌ناپذيري به بقا 
ســاير موجودات خواهد زد. انسان از فراورده‌هاي زنبورعسل از جمله عسل، 
گرده، موم، ژله رويال و زهر علاوه بر اســتفاده غذائي، در صنايع داروسازي 
و آرايشي و صنايع دستي استفاده‌هاي زيادي مي‌نمايد و صنعت زنبورداري 
بطور مستقيم و غير مســتقيم اثرات زيادي بر توسعه اقتصاد كشاورزي هر 
كشــوري دارد. زنبوران عسل فايده بسيار مهم ديگري را براي بشر دارند كه 
 Southwick and(گرده افشــاني گياهان و درختان وحشي و پرورشي است
Southwick, 1992(. گرده افشــاني گياهان نقش بسيار مهمي در سلامتي 
و تغذيه انســان دارد. بطوري‌كه  از هر ســه لقمه غذاي انسان كي لقمه آن 
بطور مســتقيم و غير مستقيم وابسته به گرده افشاني توسط حشرات است 
و بر اســاس تخمين‌هــا، 52 نوع از 115 نوع غذاي انســان حاصل از فوايد 
زنبورعسل است و بدون زنبورعسل 10 الي 90 درصد كاهش در آن‌ها اتفاق 
مي‌افتد)Klein et al., 2007(. ارزش گرده افشاني زنبورعسل در كشاورزي 
 Morse and Calderone,( آمريكا بيش از 14 ميليارد دلار در ســال اســت
2000( و ارزش اقتصادي گرده افشاني زنبورعسل در كل جهان بيش از 153 
ميليارد يورو در سال 2005 بر آورد شده است )Gallai et al.,2009(. ارزش 

زنبورعسل در گرده افشــاني گياهان طبيعي براحتي تخمين زده نمي‌شود 
.)Moritz et al., 2010(

زنبــوران عســل از‌ عوامــل بيماري‌زاي زيــادي از جملــه باكتري‌ها، 
ويروس‌ها، تك ياخته‌ها، قارچ‌ها و مايت‌هاي انگلي آســيب ديده و هر ساله 
ميزان زيادي از آن‌ها از بين مي‌رود. اين بيماري‌ها خسارت اقتصادي زيادي 
 Genersch. E.( را در زنبورداري و كشــاورزي سراســر دنيا ايجاد مي‌كنند
2010(. بيماري لوك آمريكائي زنبورعسل يكي از بيماري‌هاي عفوني مرحله 
لاروي زنبورعســل و ساير گونه‌هاي زنبور اســت و در تمام نقاطي از جهان 
كه زنبورعســل پرورش داده مي‌شود گسترده است و هر ساله تعداد زيادي 
از كلني‌هاي زنبورعسل در اثر ابتلا به اين بيماري نابود مي‌گردند و با توجه 
به عدم درمان قطعي آن، در بســياري از كشــورها كلني‌هاي آلوده از بين 
برده مي‌شوند و از اين طريق زيان‌هاي زيادي به زنبورداري‌ها وارد مي‌شود. 
پني‌باسيلوس لاروا، عامل ايجاد كننده اين بيماري، كي باكتري گرم مثبت 
اســت كه در هر لارو مبتلا مي‌تواند بيش از كي ميليارد اسپور ايجاد نمايد 
)Heyndrickx et al., 1996(. اسپورها قادرند كه در فراورده‌هاي زنبور)عسل، 
موم و لاروهاي تلف شــده( و محيط اطراف كندو به مدت 3 الي 10 سال و 
در فلس‌هاي خشك شــده لاروها به مدت 35 سال زنده بمانند. اسپورهاي 
تخليص شده حتي تا بيش از 70 سال هم زنده مي‌مانند. اسپورهاي باكتري 
پني باســيلوس لاروا باعث ايجاد شــكل عفوني بيماري مي‌شوند. لاروها از 
طريق خوردن اســپورهاي موجود در غذا آلوده مي‌شوند. زماني كه باكتري 
قبل از مرحله شــفيرگي وارد بافت‌هاي لارو مي‌شود، لاروها اكثراً در مرحله 
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پيش شــفيرگي  در ســن 11 روزگي بعد از هچ شدن تخم‌ها، بسرعت تلف 
شــده و اسپورها شكل مي‌گيرند. لاروهاي 13 الي 14 روزه حاوي اسپور در 
تمام بافت‌هايشان مي‌باشند )Bailey and Ball, 1991(. علائم بيماري لوك 
آمريكائي بســيار متنوع و وابســته به ژنوتيپ‌هاي دخيل، مرحله بيماري و 
توانائي كلني زنبور )و مقاومت احتمالي آن در برابر بيماري لوك آمريكائي( 
اســت )Genersch. E. 2010(. زنبوران كارگر لاروهاي تلف شده را برداشته 
و سلول را خالي مي‌كنند. قاب‌ها در كلني‌هاي شديداً بيمار حالت متخلخل 
پيدا كرده‌اند كه در اثر وجود ســلول‌هاي سرپوشــيده نوزادان، سلول‌هاي 
بدون ســرپوش حاوي بقاياي لاروهاي تلف شده و سلول‌هاي خالي بوجود 
آمده است. درپوش سلول‌هاي حاوي نوزاد تلف شده ظاهري مرطوب و تيره 
داشــته و به سمت داخل فرو رفته و با پيشرفت عفونت سوراخ‌دار مي‌شوند 

.)Bailey and Ball, 1991;Genersch. E. 2010; OIE ,2014(
با توجه به واگيري شــديد بيماري لوك آمريكائي و خســارات زيادي 
كــه به كي زنبورســتان وارد مي‌آورد روش‌هاي درمانــي و كنترلي زيادي 
براي آن مورد اســتفاده قرار گرفته اســت و از همان آغاز تشــخيص عامل 
بيمــاري از مواد شــيميائي زيادي از جمله آنتــي بيوتكي‌ها بر عليه عامل 
آن اســتفاده گرديده اســت )Bailey and Ball, 1991( و در حال حاضر از 
آنتي‌بيوتكي‌هاي اكســي تتراســايكلين و تايلوزين در اكثــر زنبورداري‌ها 
 Genersch. E., 2010; Peng et al., 1996; Alippi et al.,(  استفاده مي‌شود
1999( كه علاوه بر مشكلاتي كه در مصرف‌كنندگان فراورده‌هاي زنبورعسل 
 Martin. P., 2003 ; 2009Reybroeck. W,2003;( بوجــود خواهــد آمــد
WHO(، امكان بروز سويه‌هاي پني‌باســيلوس لاروا مقاوم به آنتي بيوتكي 
هــم وجود دارد، لذا روش‌هاي ديگــري در كنترل و مبارزه با بيماري اتخاذ 
شــده است، بطوري‌كه در بسياري از كشورها بويژه كشورهاي عضو اتحاديه 
اروپا استفاده از آنتي‌بيوتكي‌ها ممنوع بوده )Mutinelli, F., 2003( و با نابود 
كــردن كل كلني‌هاي مبتلا به لوك آمريكائي ميزان شــيوع و پراكنش آنرا 
 Morse and Shimanuki, 1990; Matheson and( به شدت كاهش داده‌اند
Reid, 1992(. در بسياري از كشورهاي ديگر از جمله ايران كه حمايت‌هاي 
مالــي زيادي از زنبورداري‌ها صورت نگرفته و امكان نابودي كي كلني براي 
زنبوردار وجود ندارد، از انواع آنتي بيوتكي‌ها اســتفاده مي‌شود كه مي‌تواند 
مشــكلات ناخواسته‌اي را به دنبال داشته باشــد. با توجه به اين مشكلات، 
محققين در پي يافتن روش‌هاي جديدي هستند كه اولاً روي عامل بيماري 
مؤثــر بوده، ثانياً امكان ايجاد مقاومت داروئي در عامل بيماري را به حداقل 
رســانده و ثالثاً باقي‌مانده آن در فراورده‌هاي زنبورعســل خطرات كمتري 
براي مصرف كنندگان داشــته باشد. از روش‌هائي كه در چند سال اخير در 
مبارزه با بيماري لوك آمريكائي مورد اســتفاده قرار گرفته است مي‌توان به 
اســتفاده از عصاره گياهان داروئي، فراورده‌هاي خود زنبور از جمله بره موم 
اشاره نمود كه در مورد گياهان داروئي نتايج قابل توجهي حاصل شده است. 
از راه‌هاي ديگري كه مورد توجه محققين قرار گرفته و اميد زيادي به مؤثر 
بودن آن‌ها وجود دارد شناسائي فلور ميكروبي دستگاه گوارش زنبوران عسل 
 Alejandra. V and Olofsson. T. C., 2009; Hamdi. C,et al., 2011;(
Martha. G.,1997; Olofsson, T.C, 2011( و نقش آنتي گونيستي آن‌ها در 
برابر عوامل بيماري‌زا )Olofsson and Vasquez, 2008( مي‌باشد، بطوري‌كه 
با توجه به نقش باكتري‌هاي اســيد لاكتكي در نابودي و جلوگيري از رشد 
 Gregor. R, Jeremy. B.,2002; Vuyst.( عوامــل بيماري‌زاي انســان و دام

L. De, Leroy F.,2007( ، محققين اقدام به بررســي امكان استفاده از اين 
باكتري‌هــا بر عليــه باكتري‌هاي عامل بيماري زنبورعســل هم نموده‌اند و 
مشخص شده است كه باكتري‌هاي اسيد لاكتكي جداسازي شده از دستگاه 
گوارش زنبورعسل )Mrazek. J et al, 2008(  بر باكتري پني باسيلوس لاروا 
مؤثــر بوده و علاوه بر ممانعت از رشــد آن موجب نابودي آن هم مي‌گردند 
 .)Evans. J. D, Armstrong .T.-N, 2006; Eva Forsgren et al 2010(
اين نتايج اميدهاي زيادي را در اســتفاده از باكتري‌هاي اســيدلاكتكي در 
مبارزه با بيماري‌هاي عفوني زنبورعسل ايجاد نموده است. باكتري‌هاي اسيد 
لاكتكي به عنوان پروبيوتكي‌ها تاريخچه طولاني در بهبود ســامتي انسان 
و دام و حتي نابودي عوامل بيماري‌زاي آن‌ها داشــته و استفاده از آن‌ها به 
عنوان مكمل‌هاي رشــد و تقويت كننده سيستم ايمني ميزبان مورد توجه 
Ongol. M. P.,2012; Jay D. Evans and Dawn L. Lo�( انــد‌ هقـ�رار گرفته

.)pez,2004
 در انســان و دام‌ تحقيقات زيادي در مورد نقش درماني اين باكتري‌ها 
و متابوليت‌هــاي آن‌ها صورت گرفته اســت و از آن‌هــا بصورت خالص و يا 
متابوليت‌هــاي حاصل در تهيــه مكمل‌هاي غذائي و حتي دارو اســتفاده 
مي‌شــود )Earl F. Bloch1,et al,2013(. اما در صنعت زنبورداري استفاده 
چنداني از پروبيوتكي‌ها به عنوان مكمل غذائي يا درماني نشده است و فقط 
تعداد معدودي بررســي  آزمايشــگاهي صورت گرفته است كه براي كسب 

نتايج بهتر بررسي‌هاي بيشتري نيازمند است. 
در اين بررسي براي اولين بار اثر ضدباكتريائي باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي عليه باكتري پني باسيلوس لاروا عامل 
بيماري لوك آمريكائي زنبورعســل به چند روش مورد بررســي قرار ‌گرفته 
اســت و با توجه به نتايج حاصله شــايد بتوان در آينده از اين باكتري‌ها در 

كنترل و درمان اين بيماري استفاده نمود.     

مواد و روش‌ها
سويه‌هاي باكتري

باكتري پني باسيلوس لاروا
ســويه باكتري پني باســيلوس لاروا از بخش تحقيقــات بيماري‌هاي 
زنبورعســل و كرم ابريشــم موسســه رازي تهيــه گرديد. اين ســويه از 
زنبورســتان‌هاي آلوده به بيماري لوك آمريكائي جداسازي و بوسيله روش 
MYPGP- شناسائي شده اســت. باكتري مذكور را در محيط كشت PCR

agar كشــت داده و بمدت 48 ســاعت در دماي 37 درجه ســانتي گراد و 
شرايط بي هوازي) CO2 %5 ( نگهداري شد تا اسپورها جوانه زده و به شكل 
رويشي تبديل شــوند. بعد از اينكه كلني‌هاي باكتري ظاهر گرديد پليت‌ها 
را بــه مدت 4 روز در شــرايط هوازي قرار داده تا باكتري به فرم اســپوري 
تبديل شود. سپس با استفاده از آب معمولي استريل سطح پليت را چند بار 
شستشو داده و محلول حاصله در ظرف ديگري جمع‌آوري گرديد و تا زمان 
استفاده در داخل يخچال نگهداري شــد. براي تعيين ميزان اسپور موجود 
در هر ميلي‌ليتر از محلول، از دور روش اســتفاده شد. ابتدا با استفاده از لام 
نئوبار و بزرگنمائي 400 ميكروســكوپ نوري، تعداد اســپورهاي موجود در 
هر ميلي‌ليتر از محلول تعيين گرديد )Eva Forsgren et al 2010(. ســپس 
براي اطمينان از زنده بودن اســپورها و بررســي امكان رشد آن‌ها در سطح 
محيط كشــت، رقت‌هاي مختلفي از محلول حاوي اسپور را تهيه كرده و در 
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سطح محيط كشت، كشت داده و بعد از رشد باكتري تعداد كلني‌هاي آن را 
در هر رقت شــمارش نموده و با ضرب تعداد كلني‌ها در فاكتور رقت، تعداد 
اسپورهاي موجود در هر ميلي ليتر از محلول تعيين گرديد و از اين رقت‌ها 

در مراحل بعدي استفاده شد.

)LAB(باكتري‌هاي اسيدلاكتكي
 PTCC No( در اين بررسي از باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس
1643( و لاكتوباســيلوس كازئي )PTCC No 1608( اســتفاده گرديد. اين 
باكتري‌ها را بصورت ليوفيليزه از ســازمان پژوهش‌هاي صنعتي ايران تهيه 
نموده و طبق دستورالعمل مربوطه براي فعال نمودن آن‌ها از محيط كشت 
MRS اســتفاده گرديد و پليت‌ها و لوله‌هاي حاوي باكتري لاكتوباسيلوس 
اســيدوفيلوس در شرايط بي‌هوازي و دماي 37 درجه سانتي‌گراد و باكتري 
لاكتوباســيلوس كازئي در شــرايط هوازي و دماي 37 درجه سانتي‌گراد به 
 .)Eva Forsgren et al 2010( مدت 24 الي 48 ســاعت  قرار داده شــدند
ســپس از محتويات لوله‌ها كشــت مجدد تهيه نموده و در شرايط لازم قرار 

داده تا از ميزان رشد طبيعي باكتري‌ها اطمينان حاصل گردد. 

تهيه محلول روئي عاري از سلول)cfcs( باكتريهاي اسيد 
لاكتكي

  )Cell free culture supernatant( براي تهيه محلول روئي عاري از سلول
باكتري‌هاي لاكتوباســيلوس اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي، آن‌ها را 
در محيط براث كشــت داده و بعد از 24 ســاعت كه باكتري‌ها بطور كامل 
رشد نمودند محتويات لوله‌ها را در 5000 دور در دقيقه به مدت 10 دقيقه 
سانتريفوژ نموده و مايع‌روئي را از فيلترهاي استريل 22/ ميكروني عبور داده 
 Imani( تا ســلول‌هاي باكتري و قطعات باقي مانده آن‌ها جداســازي گردد
Fooladi et al, 2014(. مايع صاف شده تا زمان استفاده در يخچال نگهداري 

شد.

اثر ضد باكتريائي لاكتوباسيلوس‌ها عليه باكتري پني 
باسيلوس لاروا

بــراي ايــنك‌ار از روش‌هــاي Agar spot test و انتشــار در چاهك و 
Microdilution استفاده گرديد.

Agar spot test روش
فعاليــت ضدباكتريائي باكتري‌هاي لاكتوباســيلوس اســيدوفيلوس و 
لاكتوباســيلوس كازئي به روش Agar spot test ارزيابي گرديد. بدينصورت 
كه از كشــت تازه باكتري‌هاي فوق به اندازه 10 ميكروليتر كه حاوي غلظت

cfu/ml 107 بــود، روي محيط كشــت MRS agar نقطه‌گذاري شــد و در 
شــرايط رشــد مربوط به هر باكتري به مدت 24 ســاعت قرار داده شد تا 
كلني‌هاي باكتري‌ها رشــد و توسعه يابند. سپس اســپورهاي باكتري پني 
باســيلوس لاروا را كه قبلًا آماده شده بود، به ميزان 104 اسپور در هر ميلي 
ليتــر به محيط MYPGP آگار نرم )45 درجه ســانتي‌گراد( اضافه نموده و 
روي لكه‌هاي باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس ريخته شد تا سطح پليت را كاملًا 
بپوشاند )Karska-Wysocki. B et al, 2010(. بعد از اينكه آگار نرم بسته شد، 

پليت‌ها را در شــرايط بي‌هوازي و دماي 37 درجه سانتي‌گراد به مدت 48 
ساعت قرار داده تا باكتري پني باسيلوس لاروا موجود در محيط رشد نمايد. 
از ديس‌كهاي آنتي‌بيوتكي اكسي تتراسايكلين كه داروي انتخابي مبارزه با 
بيماري لوك آمريكائي در كلني‌هاي زنبورعسل است به عنوان شاهد مثبت 
و از ديســ‌كهاي كاغذ صافي خالي به عنوان شــاهد منفي استفاده گرديد. 
روش كار به اين صورت اســت كه مايه اسپور باكتري پني باسيلوس لاروا را 
به ميزان 104 اســپور در ميلي ليتر در سطح پليت‌هاي حاوي محيط كشت

MYPGP آگار كشــت داده و بعد از خشــك شدن سطح محيط با استفاده 
از پنس اســتريل ديس‌كهاي كاغذ صافي خالي و حاوي آنتي بيوتكي را در 
وســط پليت حاوي مايه اسپور باكتري قرار داده و به همان شكل پليت‌هاي 
حاوي باكتريهاي اســيدلاكتكي در انكوباتور گذاشته شدند. براي هر تيمار 
ســه تكرار در نظر گرفته شــد. بعد از اين مدت با استفاده از خطك‌ش قطر 
هاله ممانعت از رشــد اطراف لكه‌هاي لاكتوباسيلوس‌ها و ديس‌كهاي آنتي 

بيوتكي و ديس‌كهاي خالي اندازه‌گيري شد.

روش انتشار در چاهك
فعاليت ضدباكتريائي متابوليت‌هاي حاصل از باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
اســيدوفيلوس و لاكتوباســيلوس كازئي عليه باكتري پني باسيلوس لاروا 
با اســتفاده از روش انتشــار در چاهك هم مورد بررســي قرار گرفت. براي 
اينك‌ار ابتدا در ســطح محيط كشت MYPGP آگار مايه اسپور باكتري پني 
باســيلوس لاروا كه حاوي 104 اســپور در هر ميلي ليتر بود پخش گرديد 
و حدود نيم ســاعت صبر كرده تا ســطح محيط خشــك گردد، سپس با 
استفاده از پانچر چاه‌كهاي را در سطح محيط ايجاد نموده و در هر چاهك 
سطوح مختلف)100،50 و 30 ميكروليتر( مايع روئي حاصل از باكتري‌هاي 
لاكتوباســيلوس را ريخته و به مدت 48 ساعت در شرايط بي‌هوازي و دماي 
37 درجه ســانتي‌گراد قرار داده شــدند. بعد از اين مدت قطر هاله ممانعت 
 Nikolova.( از رشد اطراف چاه‌كها بوســيله خط كشت اندازه گيري شد

.)D et al, 2009

Microdilution روش
اين روش براي ارزيابي اثرات آنتي‌گونيستي باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
عليه باكتري پني باسيلوس لاروا بكار برده شد. براي اينك‌ار از ميكروپليت‌هاي 
48 خانه‌اي اســتفاده گرديد و باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس و پني باسيلوس 
لاروا بصورت تــوأم در داخل خانه‌هاي ميكروپليت حاوي تريكبي از محيط 
كشــت‌هاي MRS و MYPGP براث )به ميزان برابر( كشــت داده شدند. به 
ايــن ترتيب كه ابتدا در داخل هر كي از خانه‌ها 1 ميلي ليتر از تريكب برابر 
دو محيط كشت مذكور ريخته شد. سپس بطور جداگانه با استفاده از روش 
رقت‌سازي سريالي، از باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس كازئي و اسيدوفيلوس كه 
24 ساعت قبل كشت شده بودند، غلظت‌هاي 108 تا 103 در داخل خانه‌ها 
تهيه شد. سپس از مايه اسپور باكتري پني باسيلوس لاروا كه قبلًا تهيه شده 
بود، غلظت 104 در ميلــي ليتر)محتويات هر خانه ميكروپليت( تهيه كرده 
و به تمام خانه‌هاي حاوي محيط كشــت تريكبي اضافه گرديد. ستون‌هاي 
اول و آخر به ترتيب به عنوان شــاهد مثبت و منفي انتخاب گرديدند. بدين 
معني كه در ســتون اول فقط باكتري پني‌باسيلوس لاروا بدون باكتري‌هاي 
لاكتوباســيلوس و در ســتون آخر فقط باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس ريخته 

بررسي اثرات ضد باكتريائي باكتري هاي ...
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شدند. براي هر تيمار سه تكرار در نظر گرفته شد. ميكروپليت‌ها در شرايط 
بي‌هوازي و دماي 37 درجه ســانتي‌گراد قرار داده شدند. در فواصل زماني 
24، 48،72، 96، 120 و 144 ســاعت بعــد از كشــت، 20 ميكروليتــر از 
محتويات داخل خانه‌ها را بصورت مجزا در سطح محيط‌هاي كشت MRS و 
MYPGP آگار كشــت داده و بعد از قرار دادن در شرايط لازم براي رشد هر 
كي از باكتري‌ها، ميزان رشد و تعداد كلني‌هاي باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
و پني باسيلوس لاروا در هر كي از رقت‌هاي لاكتوباسيلوس‌ها مورد شمارش 

.)Carey.C.M et al, 2008( قرار گرفتند

نتايج
Agar spot test روش

48 ساعت بعد از كشت باكتري‌ها، طي سه روز متوالي پليت‌هاي حاوي 
لكه‌هاي باكتري‌هاي لاكتوباســيلوس و ديســ‌كهاي آنتي‌بيوتكي اكســي 
تتراسايكلين و ديس‌كهاي خالي و باكتري پني باسيلوس مورد مشاهده قرار 
گرفتند. اثر ضد باكتريائي دز باكتري‌هاي اســيد لاكتكي عليه باكتري پني 
باسيلوس لاروا طي ســه روز متوالي بر اساس تشكيل هاله ممانعت از رشد 
بر روي آگار نشــان داده شده اســت. قطر هاله ممانعت از رشد  با استفاده 
از خطك‌ش اندازه‌گيري شــد. ميانگين قطر هاله ممانعت از رشد هر كي از 

باكتري‌ها و آنتي‌بيوتكي اكسي تتراسايكلين در جدول 1 ارائه شده است.
همان‌طــور كه در جدول 1 مشــاهده مي‌شــود در اطــراف لكه‌هاي 

باكتري‌هاي اســيدلاكتكي و ديسك آنتي‌بيوتكي اكسي تتراسايكلين حلقه 
مهار رشد باكتري پني باســيلوس لاروا در اندازه‌هاي مختلف تشكيل شده 
است. اندازه قطر اين حلقه در داروي اكسي تتراسايكلين نسبت به باكتري‌هاي 
لاكتوباســيلوس استفاده شده بسيار بيشتر است و اين نشان‌دهنده حساس 
بودن باكتري پني‌باســيلوس لاروا به آنتي بيوتكي اكســي تتراســايكلين 
مي‌باشــد. همچنانك‌ه مشاهده مي‌شود قطر هاله ممانعت از رشد در اطراف 
باكتري‌هاي اســيدلاكتكي در روزهاي اول مشاهده نسبت به روزهاي آخر 
بيشتر اســت كه بيان‌گر اثري مهاري اين باكتري‌ها روي جوانه زدن اسپور 
باكتري پني باســيلوس لاروا است كه بتدريج كه اثر آن‌ها از بين مي‌رود در 
حاشيه لكه‌ها باكتري مذكور شروع به جوانه زدن و تكثير ميك‌ند. البته لازم 
به ذكر است كه حتي بعد از كي هفته هم ميزان رشد باكتري پني باسيلوس 
لاروا بيشــتر از اين ميزان نگرديد كه اين موضوع هم نشان‌دهنده ممانعت 
كامل از رشــد باكتري مذكور و يا نابودي آن مي‌باشد. البته اين مسئله بايد 

در بررسي‌هاي بعدي مورد ارزيابي قرار گيرد.

روش انتشار در چاهك
از روش انتشار در چاهك براي بررسي اثرات ضد باكتريائي متابوليت‌هاي 
حاصل از دو باكتري لاكتوباســيلوس اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي 
عليه باكتري پني باســيلوس لاروا استفاده گرديد. همان طور كه در جدول  
2 مشــاهده مي‌شــود غلظت‌هاي 100، 50 و 30 ميكروليتــر مايع روئي 

جدول 1- قطر هاله ممانعت از رشد حاصل از باكتريهاي لاكتوباسيلوس كازئي و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس و آنتي بيوتكي اكسي 
تتراساكيلين عليه باكتري پني باسيلوس لاروا بعد از سه روز متوالي 

نوع باكتريدز استفاده شده )در ميلي ليتر(قطر هاله ممانعت از رشد)ميلي متر(قطر هاله ممانعت از رشد)ميلي متر(

4545

لاكتوباسيلوس كازئي107 4444

4444

4040

لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس107 4040

3939

6060

ديسك اكسي تتراسايكلين 6060

6060

00

ديسك خالي  00

00
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لاكتوباسيلوس‌هاي مورد اســتفاده موجب ايجاد هاله ممانعت از رشد عليه 
باكتري پني باسيلوس لاروا به ميزان مختلف شده اند.

همانطور كه در جدول 2 مشاهده مي‌شود مايع روئي باكتري‌هاي اسيد 
لاكتكي موجب مهار رشــد باكتري پني باسيلوس لاروا شده‌اند و قطر هاله 
مهار رشــد در ميزان‌هاي مختلف مايع روئي متفاوت مي‌باشد كه علت اين 

تفاوت ميزان پخش مايع روئي در اطراف چاه‌كها است.

Microdilution روش
اين روش براي بررسيMIC رقت‌هاي مختلف باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
اســيدوفيلوس و لاكتوباســيلوس كازئي مورد اســتفاده قرار گرفت. بعد از 
آماده‌ســازي ميكروپليت‌ها و قرار دادن در انكوباتور، به فواصل 24 ساعت تا 
144 ســاعت بعد از كشت، از محتويات هركي از خانه‌ها نمونه‌برداري انجام 
گرفت و در سطح محيط‌هاي كشــت MRS agar , MYPGP agar به طور 
مجزا كشت داده شدند و بعد از 24 ساعت ميزان رشد هر كي از باكتري‌ها 
مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايج حاصل از اين تســت در جدول 4 ارائه شده 
 103 cfu/ml اســت. باكتري‌هاي اسيد لاكتكي استفاده شده در غلظت‌هاي
الي 108، بعد از 24 ساعت رشد نموده و كدورت كامل را در محيط تريكبي 
ايجاد نمودند و بعد از كشــت مجزاي آن‌ها روي محيط كشــت اختصاصي 
هم تفاوت زيادي در تعداد كلني‌هاي باكتري مشاهده نگرديد، ولي باكتري 
پني باســيلوس لاروا در كنار غلظت‌هاي فوق باكتري‌هاي لاكتوباســيلوس 
فاقد رشــد بود و بعد از كشــت در ســطح محيط اختصاصي هم هيچگونه 
كلني از اين باكتري مشــاهده نشد. هر دو باكتري لاكتوباسيلوس در غلظت 
cfu/ml 102 فاقد رشــد بودند و كدورت قابل مشــاهده‌اي را ايجاد نكردند 
و بعد از كشــت محتويات خانه‌ها در ســطح محيط كشــت اختصاصي هم 
هيچ‌گونه كلني باكتري مشاهده نگرديد. ولي بعد از كشت محتويات خانه‌ها 
در ســطح محيط MYPGP agar كلني‌هاي باكتري پني باسيلوس لاروا به 
تعداد زياد مشاهده گرديد و تفاوت زيادي با گروه كنترل مثبت نداشتند. لذا 
باكتري‌هاي اسيد لاكتكي در غلظت‌هاي cfu/ml  102 و 10 فاقد رشد بوده 

و مانع از رشــد باكتري پني باســيلوس لاروا نگرديده اند. با توجه به اينك‌ه 
باكتري پني باسيلوس لاروا در غلظت‌هاي بالاتر از cfu/ml 103 باكتري‌هاي 
لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي فاقد رشد مي‌باشد لذا 
غلظت cfu/ml 103 هر دو باكتري لاكتوباســيلوس به عنوان حداقل غلظت 
مهار كننده رشــد )MIC( باكتري پني باســيلوس لاروا در نظر گرفته شد. 
از ســوي ديگــر با توجه به عدم باكتــري پني باســيلوس لاروا بعد از قرار 
گرفتن در غلظت‌هاي فوق باكتري‌هاي اسيد لاكتكي استفاده شده در سطح 
محيط MYPGP agar فاقد رشــد بود لذا غلظت cfu/ml 103 باكتري‌هاي 
اسيد لاكتكي به عنوان حداقل غلظت كشندگي)MBC( اين باكتري‌ها عليه 

باكتري پني‌باسيلوس لاروا در نظر گرفته مي‌شود. 

بحث
نتايج اين بررســي نشــان داد كه باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس كازئي و 
لاكتوباسيلوس اســيدوفيلوس داراي اثرات ضد باكتريائي روي باكتري پني 
باســيلوس لاروا عامل بيماري لوك آمريكائي زنبورعســل مي‌باشــند. اين 
باكتري‌ها در هر سه روش بكار رفته علاوه بر ممانعت از رشد باكتري مذكور 
باعث نابودي آن شــده و از جوانه زدن اســپورهاي آن هم ممانعت به عمل 
مي‌آورند. بر هم كنش باكتري‌هاي اســيدلاكتكي و باكتري پني باسيلوس 
لاروا در محيط مايع  منجر به نابودي)اثر باكتريسيدال( باكتري پني باسيلوس 
لاروا شده اســت. اين نتايج مي‌تواند راه‌گشاي اتخاذ روش‌هاي جديدي در 
مبارزه با بيماري‌هاي عفوني زنبورعســل بويــژه بيماري لوك آمريكائي آن 
باشد. البته بايد بررســي‌هاي بيشتري هم در شرايط آزمايشگاهي و هم در 
شــرايط زيســتي انجام پذيرد و روش‌ها و ســويه‌هاي مختلف باكتري‌هاي 
اســيدلاكتكي مورد ارزيابي قرار گيرند. اثرات ضــد باكتريائي باكتري‌هاي 
اســيد لاكتكي استفاده شده در اين بررسي قبلًا توسط ساير محققين مورد 
بررسي قرار گرفته اســت، بطوريك‌ه Millette )2006( و همكارانش نشان 
داده‌اند كه باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي 
باعث مهار رشد باكتري‌هاي بيماري‌زاي استافيلوكوكوس اورئوس به ميزان 

جدول 2- قطر هاله ممانعت از رشد غلظت هاي مختلف مايع روئي عاري از باكتري، باكتريهاي لاكتوباسيلوس كازئي 
و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس عليه باكتري پني باسيلوس لاروا

نوع باكتري اسيدلاكتكيحجم مايع روئي عاري از باكتري)ميكروليتر(قطر هاله ممانعت از رشد)ميلي متر(

40100

لاكتوباسيلوس كازئي 3050

2030

30100

لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 2550

1230

بررسي اثرات ضد باكتريائي باكتري هاي ...
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جدول 3- ميزان تأثير غلظتهاي مختلف باكتري لاكتوباسيلوس كازئي و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس
 عليه باكتري پني باسيلوس لاروا در روش مكيروديلوشن طي 144 ساعت

غلظت باكتري لاكتوباسيلوس )cfu/ml(زمان كشت مجدد)ساعت(تعداد كلني باكتري لاكتوباسيلوستعداد كلني باكتري پني باسيلوس لاروا

24بيش از 300 0

103-108

36بيش از 300 0

48بيش از 300 0

72بيش از 300 0

96بيش از 300 0

120بيش از 300 0

144بيش از 300 0

40024

102

42036

43048

41072

43096

400120

400144

  H:0157  85 درصد، ليستريا مونوســيتوژنز به ميزان 78 درصد و اكولاي
به ميزان 77 درصد شــده‌اند. همچنين Beausoleil و همكارانش )2007(  
نشــان دادند كه افزودن ماده‌اي تجاري حاوي باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
اسيدوفيلوس و لاكتوباســيلو كازئي به غذاي افراد مبتلا به اسهال ناشي از 
كلستريديوم ديفيسيل حاصل از مصرف آنتي بيوتكي، منجر به بهبودي آنان 
گشته است. Karska-Wysocki و همكارانش)2010( با استفاده از روش‌هاي 
انتشار در آگار و ميكروديلوشن نشان داده‌اند كه باكتري‌هاي لاكتوباسيلوس 
اســيدوفيلوس و لاكتوباســيلوس كازئي به ميزان 99 درصد روي باكتري 
اســتافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به متي سيلين جداسازي شده از بيماران 
مؤثر بوده و باعث مهار رشــد آن مي‌شوند. Fooladi و همكارانش )2014( 
 با اســتفاده از روش ماكروديلوشن  اثرات ضد باكتريائي لاكتوباسيلوس‌هاي

 L. delbrueckii ssp. Bulgaricus و L. casei, L.acidophilus, L. helveticus
جداســازي شده از ماست را بررسي نمودند و دريافتند كه اين باكتري‌ها به 
   Mohankumar.  .را از بين مي‌برند E. coli O157:H7 ميزان زيادي باكتري
A )2011( با جداســازي لاكتوباسيل‌هاي زيادي از شير گاو، گاوميش و بز و توليد 
باكتريوسين بوسيله آن‌ها، دريافتند كه تعدادي از آن‌ها باكتريوسين توليد نموده و بر 
 Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus, S. faecalis باكتري‌هــاي
Klebsiella pnuemoniae  و Proteus vulgaris مؤثــر مي‌باشــند ولــي 

 Bacillus amyloliquifaciens, باكتريوسين‌هاي توليد شده بر باكتري‌هاي
Bacillus cereus, Salmonella typhi و Pseudomonas aeruginosa مؤثر 
نبوده‌اند )A. B. Watkins . )1982 و همكاران با بررسي اثرات ضدباكتريائي 
لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس روي باكتري اشرشيا كولي در جوجه‌هاي عاري 
از جــرم بيماري‌زا دريافتند كه جوجه‌هائي كه دو روز قبل لاكتوباســيلوس 
اســيدوفيلوس دريافت كرده بودند ميزان مرگ و مير بسيار پائيني ناشي از 

باكتري اكولاي نسبت به جوجه‌هاي گروه كنترل داشته اند.
M. M. Aween و همــكاران )2012( با جداســازي لاكتوباســيلوس 
اســيدوفيلوس از عسل و بررســي اثرات ضدميكروبي آن، دريافتند كه اين 
باكتــري و مايع بــدون باكتري‌روئي آن باعث مهار رشــد باكتري‌هاي گرم 
 Salmonella typhimurium, Escherichia coli and Enterobacter منفــي
مي‌گــردد . )Evans .J.D )2004 در بررســي اينكــه آيــا باكتري‌هــاي 
لاكتوباسيلوس همانند باكتري پني باسيلوس لاروا موجب تحركي سيستم 
ايمني زنبورعســل مي‌گردند، اقدام به تغذيه لاروهاي زنبورعســل با غذائي 
حاوي تعدادي باكتري لاكتوباسيلوس از جمله لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس 
و لاكتوباسيلوس كازئي و همچنين باكتري پني باسيلوس لاروا نمود. نتايج 
حاصله نشــان داد كه باكتري‌هاي اســيدلاكتكي موجب افزايش دو پپتيد 
ضدباكتريائي آباســين و ديفيســين مي گردد كه بيانگر آن اســت كه اين 
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باكتري‌ها همانند باكتري پني باسيلوس لاروا موجب تحركي سيستم ايمني 
زنبورعسل شده و بدون ايجاد بيماري مي‌توانند در دفاع لارو زنبورعسل در 

برابر بيماري لوك آمريكائي مؤثر باشند. 
    ”Biogen-N“ 2006( بــا افزودن ماده پروبيوتكي( Kazimierczak. B
   Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, حاوي باكتري‌هــاي
مــاده  و   Pediococcus acidlactiti و   Lactobacillus acidophilus
subsp.bulgaricum, Lactobacil� حــاوي باكتري‌هــاي ”Trilac“  ديگـ�ر

lus acidophilus L. delbrueckii و Bifidobacterium bifidum بــه گــرده 
گل مورد مصرف زنبوران عســل، متوجه شــدند كه ميزان مرگ و مير اين 
    Mikio .زنبورها نسبت به گروه‌هاي كنترل كاهش چشمگيري داشته است
Yoshiyama )2013( هم با اضافه كردن پروبيوت‌كيهاي حاوي باكتري‌هاي 
اســيدلاكتكي از جمله لاكتوباســيلوس‌ها به غذاي لاروهاي زنبورعســل 
موجب افزايش پپتيدهاي ضدباكتري پني باســيلوس لاروا از جمله آباسين، 
ديفيســين و هيمنوپتاسين به ميزان چشــمگيري شده‌اند كه مي‌توانند در 
پيشــگيري بيماري لوك آمريكائي زنبورعســل مؤثر باشــند. Killer . J و 
همــكاران )2014( با جداســازي Lactobacillus apis sp از معده زنبوران 
عسل و بررسي اثرات ضد باكتريائي آن روي باكتري‌هاي پني باسيلوس لاروا 
عامل بيماري لوك آمريكائي و مليسوكوكوس پلوتونيوس عامل بيماري لوك 
اروپائي زنبورعســل، دريافتند كه اين باكتري قادر به مهار رشد باكتري‌هاي 
مذكور در شرايط آزمايشگاه مي‌باشــد. Eva Forsgren و همكاران)2010( 
باكتري‌هــاي لاكتوباســيلوس و بيفيدوباكتريــوم را از معده زنبور عســل 
جداسازي نموده و اثر ضد باكتريائي آن‌ها روي باكتري پني باسيليوس لاروا 
را با استفاده از روش انتشار در آگار و همچنين در لاروهاي زنبورعسل مورد 
بررسي قرار دادند. در روش انتشار در آگار جدايه‌هاي مختلف اثرات متفاوتي 
داشــته‌اند ولي تريكب آن‌ها مانع از رشد باكتري پني باسيلوس لاروا بطور 
كامل گرديده اســت و در لاروهاي زنبورعسل باعث كاهش چشمگير تلفات 

ناشي از باكتري پني باسيلوس لاروا شده اند.
بيشــتر محققين مكانيســم اثر باكتري‌هاي اســيدلاكتكي روي ساير 
ميكروارگانيسم‌ها اثرات ضد باكتريائي متابوليت‌هاي حاصل از آن‌ها مي‌دانند. 
متابوليت‌ها شــامل مواد ضد ميكروبي با وزن كم از جمله اســيدهاي آلي 
اســيد استكي و اسيد لاكتكي، هيدروژن پروكسيد، دي استيل، استالدئيد، 
اســتوئين، دي اكسيد كربن، رئوترين، رئوتريسيكلين و مواد ضدميكروبي با 
وزن زياد از جمله باكتريوسين‌ها مي‌باشند كه هر كدام از اين مواد با اثرات 
مختلف موجب نابودي يا كاهش رشــد عوامل بيماري‌زا مي‌گردند. در رابطه 
با باكتري‌هاي اسپوردار از جمله باكتري پني باسيلوس لاروا ذكر شده است 
كه باكتري‌هاي اسيدلاكتكي مانع از جوانه زدن اسپورها در محيط كشت و 

.)Suskovic Jagoda, 2010( جلوگيري از رشد باكتري مي‌گردند
 در حــال حاضر فراورده‌هاي توليد مي‌شــوند كه حــاوي باكتري‌هاي 
اســيدلاكتكي يــا متابوليت‌هاي آن‌ها مي‌باشــند و به عنــوان مكمل‌هاي 
 غذائي يــا دارو مورد اســتفاده قرار مي‌گيرنــد. بعنوان مثــال مي‌توان به
 BS-10(Lb. lactis spp. lactic)، BIOPROFIT (Lb. rhamnosus
(LC705  و Bovamine Meat Cultures مؤثر بر ســالمونلا و اشرشياكلي،  
 Lb. plantarum ، Lb. paracasei, Lb. حــاوي باكتري‌هاي HOLD- BAC
 sakei, Lb. rhamnosus, Proprionibacterium freudenreichii spp.

 .)Rodgers S, 2008( مؤثر بر ليستريا اشاره نمود Shermanii

بررسي حاضر براي اولين بار اثر ضدباكتريائي باكتري‌هاي اسيدلاكتكي 
لاكتوباســيلوس كازئي و لاكتوباسيلوس اســيدوفيلوس روي باكتري پني 
باسيلوس لاروا را مورد مطالعه قرار داده است، نتايج آن مشابه نتايج بررسي 
ساير محققين روي عوامل بيماريزاي انسان و دام است، و مي‌تواند به عنوان 
آغازگر اســتفاده از روش‌هاي سالم‌تر براي زنبورعســل و مصرفك‌نندگان 
فراوده‌هاي آن در مبارزه و درمان بيماري‌هاي زنبورعســل باشــد. از سوي 
ديگر با توجه به اينكه دو باكتري اسيدلاكتكي مورد استفاده در اين بررسي 
از ديرباز در فراورده‌هاي لبني و گياهي مورد مصرف انســان وجود داشته و 
طي بررســي‌هاي مختلف سالم بودن آن‌ها براي انسان اثبات گرديده است، 
لذا استفاده از آن‌ها در زنبورعسل علاوه بر مبارزه با بيماري‌هاي آن مي‌تواند 
وارد فراورده‌هاي زنبور شــده و براي سلامتي مصرف كنندگان فوايدي هم 
داشــته باشد. ادامه اين بررسي بايد در شــرايط زيستي روي زنبوران عسل 
انجــام گرفته و در صورت حصول نتايــج مورد نظر، اين باكتري‌ها به عنوان 

پروبيوتكي در صنعت زنبورداري مورد استفاده قرار گيرند. 
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تصوير 1- ايجاد هاله ممانعت از رشد باكتري پني باسيلوس لاروا بوسيله باكتري لاكتوباسيلوس 
Agar Spot Test كازئي درروش
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تصوير 2- هاله ممانعت از رشد باكتري پني باسيلوس لاروا بوسيله باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس در روش 
Agar Spot Test

تصوير 3- ايجاد هاله ممانعت از رشد باكتري پني باسيلوس لاروا بوسيله رقتهاي 100، 50 و 30 مكيروليتر مايع روئي 
عاري از باكتري لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس در روش انتشار در چاهك 
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تصوير 4- مكيروپليت 48 خانه اي مملو از محيط كشت مخلوط محيط‌هاي MRS  و MYPGP براث حاوي باكتريهاي پني باسيلوس لاروا 
و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس و لاكتوباسيلوس كازئي.ستون اول كنترل مثبت) باكتري پني باسيلوس بدون لاكتوباسيلوس( ستون آخر 
كنترل منفي)لاكتوباسيلوس بدون پني باسيلوس لاروا(، ستونهاي 2 الي 7 حاوي باكتري پني باسيلوس لاروا در رقت CFU/ml 104 و 

رقت‌هاي مختلف لاكتوباسيلوس‌ها )CFU/ml 107 الي 102(، دو رديف پائين عاري از باكتري 
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