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                   مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي اراك                                                                                   هشيمقاله پژو
  17-27، 1388، تابستان )47شماره پياپي  (2، شماره 12       سال                                                                                                                 

  

هاي مقاوم به اسيد و صفرا جدا شده از محصولات  توانايي آنتاگونيسم لاكتوباسيل
  لبني
  

  4پروانه جعفريدكتر  ،3، رضا غفاري2محمد امين حجازيدكتر ، *1آبادي ابراهيمي مريم تاجدكتر 
  

  ، تهران، ايران يمركزتهران دانشگاه آزاد اسلامي واحد ولوژي، گروه زيست شناسي، ، دكترا ميكروبياستاديار  -1
  ، تبريز، ايران  موسسه بيوتكنولوژي كشاورزي تبريز پژوهشي، دكترا صنايع غذايي،استاديار -2
  ،كرج ، ايرانموسسه بيوتكنولوژي كشاورزي كرجارشد كشاورزي ، كارشناس  -3
  ، اراك، ايراندانشگاه آزاد اسلامي واحد اراكولوژي، گروه زيست شناسي، دكترا ميكروبي ، استاديار-4

 
  17/4/88 ، تاريخ پذيرش 14/8/87تاريخ دريافت        

  چكيده
 مقاوم به شرايط اسيدي و املاح صفراوي   سويه لاكتوباسيل22ميكروبي   هدف اين بررسي مطالعه فعاليت ضد :مقدمه

منظور انتخاب  هاي منتخب به ري ليقوان و شناسايي بيوشيميايي و ملكولي سويهجدا شده از محصولات لبني تخمي
  .هاي داراي پتانسيل پروبيوتيك بومي است سويه

اي عليه  ها با دو روش دولايه و حفره ميكروبي اين سويه ارزيابي فعاليت ضد كاربردي -در يك مطالعه بنيادي :روش كار
يستريا اينوكوا، يرسينيا انتروكوليتيك، ليستريا مونوسايتوژن و استافيلوكوك اورئوس ، لاشرشيا كلي زا هاي بيماري باكتري

  . صورت گرفتS rDNA16ها با دو روش بيوشيميايي و تعيين ترادف ناحيه  شناسايي اين سويه. انجام گرفت
روه بازدارنده، نيمه هاي مورد آزمايش در سه گ  در روش دولايه براساس قطر هاله عدم رشد ايجاد شده، سويه:نتايج

هاي  هاي حاوي عصاره اسيدي سويه اي اطراف چاهك در روش حفره. بازدارنده و غير بازدارنده قرار گرفتند
C5i4,Y1l4,K2l3,C4i2,C6l2 و عصاره خنثي سويه C5i4بر اساس نتايج به دست .  هاله عدم رشد مشاهده شد

 كه بالاترين درصد بازدارندگي  C4i2, C1d2, Y2c4, D3b1 چهار سويهS rDNA16آمده، ترادف ناحيه 
بر اين اساس چهار سويه به ترتيب . يابي شد دادند تكثير و توالي را نشان مي)  درصد80بالاي(هاي انديكاتور  باكتري

 .شناسايي شدندلاكتوباسيلوس پنتوسوس، لاكتوباسيلوس برويس، لاكتوباسيلوس پنتوسوس و لاكتوباسيلوس پاراپلانتاروم 
توانند گزينه مناسبي به  هاي لبني ايران بالقوه پروبيوتيك بوده و مي هاي بومي جدا شده از فراورده باكتري: جه گيرينتي

  .هاي مواد غذايي باشند عنوان نگهدارنده طبيعي براي ممانعت از آلاينده
  S rDNA16اي، روش دولايه،   لاكتوباسيل، آنتاگونيسم، روش حفره:واژگان كليدي

  
  
  
  
  
  
  تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران مركز، گروه زيست شناسي :ويسنده مسئولن*

Email: Ebrahimi_mt@yahoo.com 
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  مقدمه
وسعت مروزه توليد محصولات پروبيوتيك ا

جهاني يافته است و بيشتر مشتريان به افزايش سطح سلامت 
يكي از . حصولات توجه خاصي دارندخود توسط اين م

هاي پروبيوتيك  ترين اين محصولات شير و فرآورده مهم
 به خصوص مصرف پروبيوتيك در اروپا و آسيا .است لبني

امروزه صنايع غذايي و مراكز . ژاپن بسيار رايج است
هاي پروبيوتيك  تحقيقاتي توجه بيشتري به شناسايي باكتري

اسب و اثبات اين جديد با خصوصيات عملكردي من
دهند چرا كه اثبات اين عملكردها در  عملكردها نشان مي

  .)1-3(گسترش فروش اين محصولات بسيار موثر است
ها را  امروزه پروبيوتيكدر تعريف 

ها به  دانند كه مصرف آن اي مي هاي زنده ميكروارگانيسم
. كند تعداد معين ايجاد تاثيرات مفيدي در مصرف كننده مي

توان به  ها مي ات عملكردي اين ميكروارگانيسماز خصوصي
تعديل سيستم ايمني، كاهش كلسترول سرمي، كاهش 

هاي مزمن و مسافرتي و  هاي گوارشي، كاهش اسهال عفونت
بيشتر مطالعات در . كاهش احتمال ابتلا به سرطان اشاره كرد

ها صورت  ها و بيفيدوباكتريم اين زمينه روي لاكتوباسيل
اي  هاي اسيد لاكتيك روده ر چه باكترياگ. گرفته است
 نيز ممكن است داراي خاصيت انتروكوكوسديگر مانند 

  .)4، 1(پروبيوتيكي باشند
 را توليد مختلفيها مواد  پروبيوتيكهاي  باكتري

هاي گرم مثبت و هم گرم  كنند كه هم برروي باكتري مي
توان به  از اين تركيبات مي .منفي اثر مهار كننده دارند

يدهاي چرب با زنجيره كوتاه مانند استات، لاكتات، اس
پراكسيد هم چنين  ،پروپيونات، سوكسينات و بوتيرات

اين . و تركيبات پپتيدي شبه باكتريوسين اشاره كرد هيدروژن 
، كنند ها را كم مي هاي زنده پاتوژن مواد نه تنها تعداد سلول

توسط ها يا توليد سموم  بلكه ممكن است متابوليسم باكتري
از اين تركيبات . )5-7(آنها را نيز تحت تاثير قرار دهند

صورت نگهدارنده در محصولات غذايي استفاده به توان  مي
هاي اسيد لاكتيك از  توليد اين تركيبات در باكتري. نمود

ها ميكروفلور  اين نظر حائز اهميت است كه اين باكتري
وري و غالب بسياري از محصولات تخميري هستند و در فرآ

 اين محصولات نقش مهمي را يزا كنترل عوامل بيماري
از سوي ديگر مصرف محصولات حاوي اين .كنند ايفاء مي
تواند موجب تعديل ميكروفلور روده و مهار  ها مي باكتري

   .)9، 8(هاي بيماريزا در سيستم گوارشي گردد رشد ميكروب
آوري محصولات لبني در  با توجه به روش عمل

هاي پروبيوتيك در اين  رود باكتري ار ميايران انتظ
ها از  از آنجا كه اين باكتري. محصولات وجود داشته باشد 

ها در محصولات  كارگيري آنه اند، ب منابع لبني جدا شده
رو  از اين .لبني صنعتي با مشكلات كمتري مواجه است

هاي پروبيوتيك از   شناسايي و كاربرد باكتري،جداسازي
تواند راهكاري مناسب در جهت  نتي ميمحصولات لبني س

هاي  ارائه محصولات پروبيوتيك سنتي ايران و سويه
  .)10(پروبيوتيك بومي با خصوصيات عملكردي ويژه باشد

هاي مورد بررسي توانايي مقاومت در  لاكتوباسيل
محيط اسيدي و املاح صفراوي در شرايط 

ين  را دارند، بنابراين احتمالا ا(Invitro)آزمايشگاهي
 ها تحمل عبور و تكثير در سيستم گوارشي را نيز دارند سويه

زا  هاي بيماري ها در مهار رشد باكتري توانايي اين سويه
عنوان پروبيوتيك ه ها ب تواند دليلي براي انتخاب اين سويه مي
ها از محصولات لبني  از سوي ديگر چون اين سويه. باشد

ها در   اين سويهاند احتمال سازگاري و ماندگاري جدا شده
هاي پروبيوتيك با منشاء غير  محصولات لبني بيشتر از باكتري

  .)11(لبني است
هاي  ها از روش امروزه جهت شناسايي لاكتوباسيل

استفاده ) هاي فنوتيپيك و ژنوتيپيك بررسي(فازيك  پلي
هاي فنوتيپيك كلاسيك شناسايي  تست. شود مي

و بيوشيميايي ها بر خصوصيات فيزيولوژيك  لاكتوباسيل
مانند تخمير جور و يا ناجور، توليد ايزومرهاي اسيد 

 متابوليسم سوبستراهاي كربوهيدرات، ،لاكتيك
هاي  ها و حساسيت كوآگولاسيون شير، توليد برخي آنزيم

ها در  بيوتيكي استوار است اگرچه شناسايي لاكتوباسيل آنتي
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ت هاي فنوتيپيك به علت تغييرا حد گونه بر اساس ويژگي
در . مشكل است) الگوي تخمير(زياد خصوصيات بيوشميايي 

هاي موثر در تخمير  اين جنس بسياري از پروتئين
شود از اينرو ممكن  ها توسط پلاسميد كد مي كربوهيدرات

 به علت نقل هاي بيوشيميايي است گوناگوني در نتايج آزمون
  .)2(و انتقالات پلاسميدي باشد
ش مناسبي روrDNA هاي ژن مقايسه سكانس

هاي ملكولي  پيشرفت روش. جهت مقايسه فيلوژنتيكي است
را به rDNA به ما اين اجازه را داده است كه بتوانيم ژن بلند 

هاي  اگر چه سكانس. طور كامل توالي شناسي كنيم
 16 S (V1-V3) اختصاصي گونه معمولا در نيمه اول

rDNA  كيلوبايت 5/1قرار دارد ولي توالي شناسي كل قطعه 
  .)12(تواند دقت عمل را بالا ببرد مي

 سويه بالقوه پروبيوتيك از 22در تحقيقات قبلي 
هدف اين  .)13(هاي لبني سنتي ايران جدا گرديد فراورده

  لاكتوباسيلهاي   سويهاينبررسي مطالعه توانايي آنتاگونيستي 
مقاوم به شرايط اسيدي و املاح صفراوي و شناسايي 

  .هاي منتخب است ويهبيوشيميايي و ملكولي س
  

  روش كار
 مورد   سويه22 كاربردي-در اين مطالعه بنيادي

بررسي از محصولات لبني تخميري ناحيه ليقوان جداسازي 
شده و از نظر مقاومت به شرايط اسيدي و املاح صفراوي 

ها بر اساس  اين سويه. )1جدول (اند مقاوم گزارش داده شده
از . اند د گذاري شدهمنبع جداسازي و مورفولوژي كلني ك

هاي انديكاتور جهت بررسي توانايي آنتاگونيستي  باكتري
ها از مركز كلكسيون   اين باكتري).2جدول (استفاده شد

هاي  هاي صنعتي وعفوني سازمان پژوهش ها و باكتري قارچ
 (DSMZ)علمي و صنعتي ايران وكلكسيون ميكروبي آلمان 

   .تهيه شدند
  
  
  
  

   ي لاكتوباسيلها منبع سويه. 1جدول
  منبع جداسازي  كد سويه

C6m3 تازه-پنير ليقوان  
Y1m4 ماست ليقوان 
C6m1 تازه-پنير ليقوان  
Y2l6 ماست حلبي 
Y3f3 ماست حلبي 
y2c4 ماست حلبي 
C1d2 دو ماهه-پنير ليقوان  
C5a10 سه ماهه-پنير سبلان 
Y1l4 ماست 
C6l2 تازه-پنير ليقوان  
Y2p3 ماست حلبي 

Y2b10 ماست حلبي 
D3b1 دوغ ليقوان 
K1l4 كشك 
C2h1 تازه-پنير ليقوان  
K2l3 كشك 
C4i2 سه ماهه-پنير ليقوان  
D2d1 دوغ 
C5b4 سه ماهه-پنير سبلان  
C5b5 سه ماهه-پنير سبلان  
C6c4 تازه-پنير ليقوان  

  
هاي اثرات  هاي انديكاتور مورد استفاده در آزمون  باكتري.2جدول

  روبيميك ضد
 رديف  نام باكتري

 Escherichia coli ATCC 2143 

staphylococcus 
aureus 

ATCC 64542 

listeria 
monocytogenes 

ATCC 345 

Yersinia.entrocolitica ATCC 25673 
Listeria innocua DSMZ  20649 

  
ــي جهــت  ــت ضــد ميكروب ــابي فعالي روش  از ارزي

ــه ــره ا(Bilayer) دولاي  (Weell- diffusion) و روش حف
 اشرشـيا   هـاي  ابتـدا بـاكتري   در روش دو لايه     . استفاده گرديد 

در  (S. aureus) استافيلوكوكوس اورئوسو (E. coli)كلي
يرســـينيا  هـــاي و بـــاكتريگـــراد  درجـــه ســـانتي 37دمـــاي 

ــك ــوا، (L.entrocolitica)انتروكوليتي ــستريا اينوك  .L) لي

innocua)    و ليستريا مونوسـايتوژنز (L.monocytogenes) 
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 broth BHI (Brain Heartbroth Infusion) در محيط
درجـه   28 دمـاي   سـاعت در شـرايط هـوازي در    24به مـدت    
ــانتي ــراد س ــدند گ ــه گــذاري ش ــويه.  گرمخان ــاي  ســپس س ه

 MRS agar (de لاكتوباسيل مورد آزمايش در وسط پليت

Man, Rogosa and Sharpe) اي كـشت    نقطـه صورته ب
 1اي به قطـر      صورت دايره ه  ه كشت ب  قبلا محدود . داده شدند 

 37 ساعت در دمـاي      48ها به مدت     نمونه. متر تعيين شد   سانتي
 دي اكــسيد كــربن گرمخانــه  درصــد8 و گــراد درجــه ســانتي

هـاي رشـد كـرده روي محـيط كـشت            كلنـي . گذاري شـدند  
هاي   توسط پنبه استريل پاك شدو به منظور كشته شدن سلول         

 دقيقــه تحــت تــاثير بخــار 15هــا،  مانــده در ســطح پليــت بــاقي
هـاي انـديكاتور     از بـاكتري  . )14،  7(كلروفورم قرار داده شدند   

 بـه    درصد 5/0كه در فاز لگاريتمي رشد قرار داشتند به ميزان          
اسـتريل تلقـيح   )  آگـار  درصـد BHI agar) 7/0هـاي   محيط
هـاي كـشت حـاوي انـديكاتور          از محـيط  ليتر   ميلي 5 .)7(شد

پـس از بـسته   . ش گرديـد  پخ ـMRS agarروي هـر محـيط   
ــط      ــده توس ــد ش ــواد تولي ــوذ م ــسريع نف ــور ت ــه منظ ــدن، ب ش

 2 محــيط هــا بــه مــدت  BHI agarلاكتوباســيل در محــيط
 24هـا     در نهايـت پليـت     .ساعت در يخچال نگهـداري شـدند      

هاي انديكاتورشان  ساعت براساس دماي مناسب رشد باكتري     
راد درجـه سـانتي گ ـ     37 يـا    گـراد  درجه سانتي  28در دماهاي   

توانايي فعاليـت ضـد ميكروبـي و در         . گرمخانه گذاري شدند  
هاي مورد بررسـي براسـاس قطـر هالـه            صد بازدارندگي سويه  

 100 بـين  ميلي متـر برحسب هاي انديكاتور    عدم رشد باكتري  
هـاي كـشت باكتريـايي از        محـيط .  تعيـين شـد     درصد صفرتا  

  .شركت مرك آلمان تهيه شدند
ــرهدر  ــراي اي روش حفـــ ــه  بـــ ــصارهتهيـــ  عـــ

(supernatant) هاي مـورد    كشت لاكتوباسيل  ها  لاكتوباسيل
درجـه   37 سـاعت در دمـاي       48بـه مـدت     ) 1جدول(بررسي  
گـذاري    گرمخانـه   دي اكـسيد كـربن      درصـد  8 و   گراد  سانتي
 در  5000 دقيقه بـا دور      30ها به مدت     سپس اين كشت  . شدند
  سانتريفيوژ شـدند و مـايع رويـي از         گراد  درجه سانتي  4دماي  

قـسمتي از مـايع رويـي بـدون تغييـر           . توده باكتريايي جدا شد   

pH)  حفظ و   ) عصاره اسيديpH         4 باقي مايع رويي بـا سـود 
 .)2()عصاره خنثي( تنظيم گرديد7مولار در حد 

 ارلــن 6بــه  تهيــه محــيط كــشت انــديكاتورجهــت 
در دماي  ) آگار درصدBHI agar Soft) 7/0محيط كشت 

ــاكتري درصــد5/0گــراد   درجــه ســانتي40حــدود  هــاي   از ب
به هر ارلن يـك     ( انديكاتور يك شب كشت شده تلقيح شد        

هـاي   ها در پليـت      اين محيط  و سريعاً )گونه باكتري انديكاتور    
هايي بـه   سپس روي محيط حفره. متري پخش گرديد   سانتي 7

   .)15( ميلي ليتر ايجاد شد5قطر 
داخـل هـر    هـا  تلقيح عصاره خنثـي لاكتوباسـيل     براي  

هـاي مـورد     عصاره خنثي لاكتوباسيل  ميكروليتر از    100 حفره
هـا در آگـار تمـام        به منظور نفـوذ عـصاره     . بررسي ريخته شد  

سـپس  .  ساعت در يخچال نگهداري شدند     4ها به مدت     پليت
 اشرشيا  هاي   براي گونه  گراد درجه سانتي  37ها در دماي      پليت

ــوس    ــتافيلوكوكوس اورئـ ــي ، اسـ ــايكلـ ــه  28و دمـ درجـ
يرسـينيا  ، ليـستريا مونوسـايتوژنز   هـاي   بـراي گونـه  دگرا سانتي

پس از  . ليستريا اينوكوا گرمخانه گذاري شدند    ،  انتروكوليتيكا
هـا براسـاس      اين مـدت قطـر هالـه عـدم رشـد اطـراف حفـره              

فعاليـت  ،  هـا   گيري و براساس اندازه قطـر هالـه        متر اندازه  ميلي
  .)17، 16( تعيين گرديد  ميكروبي سويه هاي لاكتوباسيلضد

 با استفاده از هاي برتر باكتريايي شناسايي سويه
در روش . هاي بيوشيميايي و ژنتيكي انجام شد روش

هاي داراي فعاليت ضد ميكروبي مناسب  سويهبيوشيميايي 
انتخاب شده از مرحله قبل، براساس صفات شكلي و 

 درجه 45 و 15بيوشيميايي مانند توانايي رشد در دماهاي 
تخمير قندهاي  د اسيد و گاز از گلوكز،تولي، گراد سانتي

 از آرژنين براساس كتاب برگي NH3توليد  و مختلف
ها در مرحله  كليه آزمايشات بر روي باكتري. شناسايي شدند

به منظور  .)18-20(رشد لگاريتمي صورت گرفته است
 Sشناسايي قطعي سويه باكتريايي از روش شناسايي ژنتيكي

rDNA16استفاده شد .  
هاي   ساعت سويه24 از كشت DNAج استخرا

براي . انجام شد) 2003( ولينگتون منتخب طبق پروتكل
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  كلريد سديمدرصد 8/0تخريب ساختار ديواره از محلول 
(NaCl)گراد درجه سانتي 75، ليزوزيم و شوك حرارتي 

ها از محلول فنل  جهت رسوب پروتئين. استفاده شد
مي و كيفي به منظور بررسي ك. كلروفورم استفاده شد

 و دستگاه  درصد1 از ژل الكترفورز DNAاستخراج 
 20 با غلظت DNAدر نهايت . اسپكتروفوتومتر استفاده شد

  .)22، 21(رقيق سازي شدندنانوگرم در ميكروليتر 
 هـاي   از آغـازگر S rDNA16جهت تكثير ناحيه 

630R 616وV   در اين پرايمرها     . استفاده شد Y دهنـده     نشان
 گـوانين،   K  آدنين، سـيتوزين و       M، تيمين،   بازهاي سيتوزين 

  .باشند تيمين مي
616V, 59-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-39;  
630R, 59-CAKAAAGGAGGTGATCC-39. 

 Polymerase Chain)جهت انجام واكنش

Reaction) PCR راز دستگاه ترموسايكل (Bio Rad) 
 (Fermentase) فرمنتاز شركت از تركيبات تمام .شد استفاده

 نانوگرم 20مراز با استفاده از  اي پلي واكنش زنجيره. يه شد ته
DNAميكرومولار از هر يك از 10عنوان الگو، ه  ب 
 89/1هاي رفت و معكوس، با غلظت نهايي آغازگر

مولار از هر يك از   ميكرو5/2كلريد منيزيوم، ميكرومولار 
GTP,dCTP,dTTP,dATP 1 به همراهXبافر  PCR  و

 و با شرايط Tag DNA Polymerase  آنزيميك واحد از
درجه  94 دقيقه در دماي2 سيكل به مدت 1دمايي 
 سيكل با برنامه 30 جهت واسرشت بازي اوليه و گراد سانتي

 52دقيقه در دماي  1گراد،  درجه سانتي  94درثانيه  45دمايي 

 و گراد درجه سانتي 72 ثانيه در دماي 30 وگراد درجه سانتي
 درجه سانتي 94 دقيقه در 1امه دمايي  سيكل با برن1 سپس
  .)23( انجام شدگراد درجه سانتي 72 دقيقه در دماي 4 گراد و

  درصد1 در روي ژل آگارز PCRمحصولات 
تفكيك شدند و باندهاي مورد نظر بريده شده و به 

  .  ميلي ليتري منتقل شدند5/1هاي  تيوپ
 از ژل با DNAمجدد  (Recovery)استحصال

 تعيين . از ژل انجام شدDNAيت استخراج استفاده از ك
 .گرديد انجام MWGتوالي قطعه تكثير شده توسط شركت 

ترادف قطعات تعيين توالي شده در بانك اطلاعاتي 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

  .مورد مقايسه قرار گرفت
  

  نتايج
براساس قطر هاله عدم رشد  روش دو لايهدر 

ها از نظر توانايي  ركز پليت، لاكتوباسيلايجاد شده در م
ي، اشرشيا كل هاي انديكاتور كاهش رشد باكتري
يرسينيا ، ليستريا مونوسايتوژنز استافيلوكوس اورئوس،

نتايج اين . بندي شدند تقسيم ليستريا اينوكوا، انتروكوليتيكا
 3ها در جدول  آزمون و درصد بازدارندگي هر يك از سويه

  .درج شده است
هاي مورد  ساس درصد بازدارندگي لاكتوباسيلبرا

 75درصد بازدارندگي بالاي (مطالعه در سه گروه بازدارنده 
 40- 75درصد بازدارندگي بين (، نيمه بازدارنده )درصد
 40درصد بازدارندگي كمتر از (و غير بازدارنده ) درصد
 ,C4i2, C1d2, Y2c4هاي سويه. بندي شدند گروه) درصد

D3b1  هاي سويه بازدارنده، در گروهK1l4,C5i4, ,Y2l6, 

C2h1, K2l3, Y1m4, Y1l4, Y2p3, C6l2 در گروه 
ها در گروه غير بازدارنده قرار  نيمه بازدارنده و باقي سويه

  .گرفتند
هــاي خنثــي و  پــس از تلقــيح عــصاره اي وش حفــرهدر ر

 24هاي محيط هاي كـشت انـديكاتور و           اسيدي به چاهك  
ر شرايط اپتـيمم نتـايج براسـاس     خانه گذاري د   ساعت گرم 

ميلي متـر   قطر هاله ايجاد شده در اطراف چاهك برحسب         
هـاي حـاوي عـصاره اسـيدي         اطراف چاهك . گزارش شد 

 هالـه عـدم     C5i4,Y1l4,K2l3,C4i2,C6l2هاي    سويه
كه تنهـا در اطـراف چاهـك         در حالي .رشد مشاهده گرديد  

ليستريا  در محيط حاوي     C5i4حاوي عصاره خنثي سويه     
 4نتايج اين آزمون در جدول      . ، هاله ديده شد   ونوسايتوژنزم

  .آمده است
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  هاي لاكتوباسيل و تعيين درصد بازدارندگي سويه)  ميلي متربرحسب(هاي انديكاتور در روش دولايه  گيري هاله عدم رشد باكتري اندازه. 3جدول
درصد 
 بازدارندگي

Y.enteroc
olitica  

L.inocu
a  

L.monocyto
genes  

S.aureus
,  

E.coli,  كد سويه  

7/88  6 5/5 5 4/5  7/4  C4i2  
7/15    2 2/2 5/0  C6m3 
7/76 6 4 4 4 5 C1d2 
0/43   2 4 2/2 2 C2h1 
0/50  6 4 2  3 K2l3 

60 6 2/2 6 6 3 K1l4 
3/43  6 2 3 2 Y1m4 
3/43 2 4 4 3 - Y1l4 
3/27   2/1 6 1 Y2n2 
3/35  1 4 6/2  3 Y2f3 
7/26  2  3 3 Y2b9 
3/33 2   6 2 Y2b10 
3/83 6 6 6 2 5 Y2c4 
0/72 6 5/2 6 6 1/1 C5i4 
3/19   2/2 6/0 3 C6m1 
0/60 6  6 5 1  Y2p3 
0/70 2 3 6 6 4 Y2l6 
7/76 2 6 6 3 6 D3b1 
7/66 6  6 4 4 C6l2 

  
  ميلي متر قطر هاله اطراف چاهك حاوي عصاره اسيدي برحسب. 4جدول

  ,Y.enterocolitica  L.inocua  L.monocytogen  S.aureus  E.coli  كد سويه
C4i2 -  2  3 3 5  
K2l3 - - 1 - 1  
Y1l4 - - 3 3 - 
C5i4 2 1 3 2 2 
C6l2 - - 2 3 - 

  
براساس  هاي برتر باكتريايي شناسايي سويهجهت 

 ,C4i2هاي سويههاي بيوشيميايي كتاب برگي  آزمون

C1d2, Y2c4, D3b1   هاي سويهگروه بازدارنده و C6l2 ،
Y2p3 ،Y1l4 ،K2l3 Y1m4 ،C2h1 ،Y2l6 ،C5i4 

گروه نيمه بازدارنده شناسايي شدند كه نتايج آن در  K1l4و
 ,C4i2, C1d2, Y2c4هاي سويه.  قيد شده است5جدول 

D3b1 هاي   كه بالاترين توانايي بازدارندگي باكتري
بررسي توالي (انديكاتور را داشتند توسط آزمون ژنتيكي 

   .شناسايي شدند) rDNA S16ناحيه 
  
  
  

  هاي داراي فعاليت ضدميكروبي شناسايي بيوشيميايي سويه. 5جدول
  كد ايزوله  نتيجه شناسايي بيوشيميايي
L. farieminis 
L. planetarium 
L.lactis 
L. planetarium 
L. casei 
L. agilis 
L. alimentarium 
L. rhumnosus 
L. lactis 
L. casei 
L. casei 
L. casei 
L. casei 

C4i2 
D3b1 
C1d2 
K1l4 
Y1m4 
K2l3 
Y1l4 
C6l2 
C2h1 
y2c4 
Y2l6 
Y1m4 
Y2p3 
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طور كه در  همان مراز اي پلي واكنش زنجيرهبراساس 
 بازي تشكيل 1700 مشهود است باندها در ناحيه 1شكل 
ايجاد باندهاي متعدد احتمال خطا در مراحل توالي . اند شده

 سعي شد با برش محصول رو  ازاين،دهد يابي را افزايش مي
PCRاحتمال ايجاد باندهاي اضافي كاهش داده شود .  

  
 ,C4i2 (1)ها  ايزولهDNA PCRمحصول  .1شكل

C1d2(2), Y2c4(3), D3b1(4)  بر روي ژل آگارز 
  .باشد  ميM ،Ladder 1kb رصدد1

 ,C4i2هاي  ايزولهS rDNA16ترادف ناحيه 

C1d2, Y2c4, D3b1 ها در بانك   با ساير باكتري
 نتايج نشان داد ايزوله. مقايسه گرديدBLASTاطلاعاتي 

D3b1 100پنتوسوس لاكتوباسيلوس با درصد  
(Lactobacillus pentosus) سويه NRIC 1837  ايزوله

Y2c4 99برويس   لاكتوباسيلوس با درصد
(Lactobacillus brevis) سويه TCCC13001 ايزوله 

C1d2 98پنتوسوس سويه لاكتوباسيلوس  درصد WH12-

 لاكتوباسيلوس  با درصدC4i2 98 و ايزوله 2-1
 سويه  (Paraplantarum Lactobacillus)پاراپلاننتاروم
KNUC25ي دارد همولوژ.  

  
  بحث

باكتري پروبيوتيك براي رسيدن به روده و ايجاد 
ابتدا بايد از محيط شديدا اسيدي معده و  شرايط مناسب،

رو اولين قدم در  ازاين. املاح صفراوي روده عبور كند
هاي متحمل  گزينش لاكتوباسيلهاي پروبيوتيك انتخاب سويه

قاوم به هاي م در اين مطالعه از ايزوله .اسيد و صفرا است
شرايط اسيدي و املاح صفراوي جدا شده از محصولات 

بيني كرد  توان پيش رو مي از اين.لبني تخميري استفاده شد
باكتريايي مناسبي دارند  هايي كه فعاليت ضد مصرف سويه

هاي گوارشي در مصرف  احتمالا موجب كاهش بيماري
 ها از محصولات لبني كه اين سويه از آنجا .شوند كننده مي
خطر بودن و هچنين ماندگاري  توان به بي اند، مي جدا شده

  . ها در محصولات لبني اطمينان داشت مناسب اين باكتري
ها تا حدودي توانايي  در روش دولايه تمامي سويه

هاي بيماريزا را نشان دادند و درصد  مهار رشد باكتري
 متغيير  درصد100- 20ها بين  بازدارندگي رشد اين سويه

هاي  ها جلوي رشد باكتري از سوي ديگر اين باكتري. بود
اين . گيرند هاي گرم منفي مي گرم مثبت را بهتر از باكتري

دهد مواد شبه باكتريوسين توليدي  نتايج نشان مي
هاي مورد بررسي طيف اثر وسيعي داشتند و  لاكتوباسيل

هاي گرم منفي  هاي توليدي از باكتري برخلاف باكتريوسين
هاي گرم مثبت و گرم منفي اثر  گروه باكتريروي هر دو 

در  اشلينگر  وكالچايانانداين نتيجه با نتايجي كه . گذارند مي
، 24(اند مطابقت دارد  گزارش كرده1992و1989هاي  سال

25(.  
اي عصاره اسيدي تعداد معدودي  در روش حفره

زا  هاي بيماري ها موجب مهار رشد برخي از باكتري از سويه
سوي ديگر در اين روش با استفاده از عصاره خنثي از . شدند

شد ليستريا مونوسايتوژنز را تنها يك سويه توانايي مهار ر
اي عصاره بسياري از  حفرهاز آنجا كه در روش . داشت
 ايجاد هاله عدم رشد روي pHها حتي بدون تنظيم  سويه

هاي   عدم توانايي مهار رشد باكتري،محيط آگار ننمود
توان به وابستگي تركيبات  اي را مي ر روش حفرهانديكاتور د

 .شبه باكتريوسين به غشاء باكتري اسيد لاكتيك نسبت داد
عدم تطابق نتايج بررسي  2003 در سال و همكارانتوره 

اي  توليد تركيبات ضد ميكروبي با دو روش دو لايه و حفره
از سوي ديگر حدس . را به مقدار جزئي عصاره نسبت دادند

شود تماس مستقيم دو سلول انديكاتور و سلول توليد  زده مي
كننده تركيبات ضد ميكروبي موجب تحريك سنتز و ترشح 

43 2  1 



                                                     دكتر مريم تاج آبادي ابراهيمي و همكاران ... اسيد و هاي مقاوم به توانايي آنتاگونيسم لاكتوباسيل

 24                                                                                      1388،  تابستان 2،  سال دوازدهم، شماره كمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ارا

چنين در گزارشات ديگر  هم. شود تركيبات ضد ميكروبي مي
 اعلام pHها وابسته به  طيف اثر ضد ميكروبي لاكتوباسيل

ساختار  ها به دليل   بسياري از باكتريوسين.شده است
 هاي pHتري در  فعاليت ضد ميكروبي قويكاتيونيك 

دهند از سوي ديگر تركيبات شبه   نشان مي5اسيدي كمتر از 
باكتريوسين توليدي توسط باكتريهاي اسيد لاكتيك 

تواند روي ساختار و   ميpHباشند و تغييرات  پروتئيني مي
  .)26، 17(ميكروبي اين تركيبات اثرگذار باشد طيف ضد

 2004  در سالنهمكارا و  برومبرگدر مطالعه
هاي اسيد لاكتيك جدا شده از   از باكتري درصد61،

هاي تخميري گوشتي فعاليت ضد ميكروبي در  فرآورده
نشان دادند و ) روشي مشابه روش دو لايه(آزمون ساندويچي 

اي توانايي   در روش حفره درصد31از اين تعداد تنها 
محيط آگار هاي انديكاتور را روي  ممانعت از رشد باكتري

هاي   سويه لوك و اشلينگردر بررسي مشابهي. داشتند
 نظر توانايي  ازرا (L. sake) لاكتوباسيلوس ساكيمختلف

 زا با دو روش دولايه و هاي بيماري مهار رشد باكتري
هاي كه توانايي  از سويه. اي مورد بررسي قرار دادند حفره

ه داشتند هاي انديكاتور را در روش دولاي مهار رشد باكتري
. كدام در روش حفرهاي ايجاد هاله عدم رشد ننمودند هيچ

 سويه از 6 (vac-speed)رويي  پس از افزايش غلظت مايع
 سويه مورد بررسي روي محيط آگار ايجاد هاله عدم 19

  .)27، 5(رشد نمودند
 آمده در اين بررسي با نتايج به دستمقايسه نتايج 
 اسيد لاكتيك داراي هاي دهد باكتري گزارش شده نشان مي

هاي گرم  تري نسبت به باكتري طيف ضد ميكروبي وسيع
هاي اسيد لاكتيك داراي  باشند و در غربال باكتري منفي مي

هاي  فعاليت ضد ميكروبي بايد از طيف وسيعي از باكتري
از سوي ديگر روش دو لايه روشي . انديكاتور استفاده نمود

هاي انديكاتور  تريمناسب براي بررسي توانايي مهار باك
هاي پروبيوتيك در شرايط محيطي است  توسط باكتري

مشابه شرايط محيطي (ها در تماس مستقيم  چراكه اين باكتري

اند  توانسته)مثلا روده انسان يا محيط غذايي غير استريل
چنين روش   هم.هاي انديكاتور را بگيرند جلوي رشد باكتري

 pHمورد بررسي، تغيير اي به دليل مقدار جزئي عصاره  حفره
عصاره و عدم تماس مستقيم سلول انديكاتور و سويه مورد 

تواند موجب حذف سويه داراي پتانسيل ضد  آزمون مي
  .ميكروبي شود

ها در زير ميكروسكوپ غير متحرك،  لاكتوباسيل
فورم  اي بلند تا كورينه بدون اسپور، گرم مثبت و ميله

 چنين خصوصيات فنوتيپي ها البته بسياري از جنس. باشند مي
اي  توان با تست هاي ساده در اين جا مي. دهند را نشان مي

مثل تحمل اكسيژن، كاتالاز منفي و توانايي رشد روي محيط 
  .  جنس لاكتوباسيل را شناسايي كردMRSكشت  اسيدي 
هاي فنوتيپيك كلاسيك شناسايي گونه هاي  تست

انند تخمير  بر خصوصيات بيوشيميايي م جنس لاكتوباسيل
جور و يا نا جور، توليد ايزومرهاي اسيد لاكتيك متابوليسم 
سوبستراهاي كربوهيدرات، كوآگولاسيون شير، توليد برخي 

. بيوتيكي استوار است هاي آنتي ها و حساسيت آنزيم
ها عموماً شيميوارگانوتروف هستند و  لاكتوباسيل

اگر . نندك ها را تخمير و توليد اسيد لاكتيك مي كربوهيدرات
ها در حد گونه به علت تغييرات  چه شناسايي لاكتوباسيل

. باشد ميمشكل ) الگوي تخمير(زياد خصوصيات بيوشميايي 
هاي گروهي  به همين علت است كه شاهد دسته بندي

 .L) لاكتوباسيلوس پلانتارومباشيم، به طور مثال گروه مي

plantarum)لاكتوباسيلوس هاي  كه شامل زير گونه 
وزوس، لاكتوباسيلوس پاراپلانتاروم و لاكتوباسيلوس پنت

  .)28، 3(استپلانتاروم 
نواحي حفظ S rDNA 16 وS rDNA23 نواحي

هاي مختلف پروكاريوتي  شده و بسيار كم تغييري در گونه
باشند و خاص هر  نسبت به نواحي ديگر كروموزومي مي

اي   به طور گسترده630R  و 616Vپرايمرهاي . گونه هستند
هاي اسيد   باكتريS rDNA  16ر بررسي و آناليز ناحيهد

تكثير، توالي . شود لاكتيك در محصولات لبني استفاده مي
يابي و مقايسه اين ناحيه روشي مورد قبول براي شناسايي 
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ها و يا بررسي تغييرات جمعيتي در طي پروسه تخمير  باكتري
  .)29، 23(است

يي ج به دست آمده از شناسايعدم تطابق نتا
  كهدهد نشان مي در اين آزمون بيوشيميايي و ملكولي

هاي بيوشيميايي روش مناسبي براي شناسايي  آزمون
هاي مختلف  و شناسايي گونهباشد  ها نمي لاكتوباسيل
 روش S rDNA 16 ناحيهبراساس تواليها  لاكتوباسيل

در  و همكاران مشاهدات آنوك اين نتايج با .مناسبي است
 تطابق 2003 در سال  و همكاران ياپناچ  و2004سال 
  .)31، 30(داشت
  گيري نتيجه

 روش دولايه روشي مناسب براي غربال -1
هاي اسيد لاكتيك داراي توانايي مهار رشد  باكتري
هاي بيماريزا و روش چاهك روشي مناسب براي  باكتري

  .بررسي توليد تركيبات باكتريوسيني خارج سلولي است
هاي متعدد  يي مهار رشد گونهها توانا  لاكتوباسيل-2
  . هاي گرم مثبت و گرم منفي را دارند باكتري

 شناسايي بيوشيميايي روش مناسبي براي شناسايي -3
  .ها نيست لاكتوباسيل
داخل و خارج آزمايشگاهي ها تكميلي   بررسي-4

(invitro-invivo)ها مثل توانايي اتصال به   روي اين سويه
 و اپيتليال روده موش Caco2هاي محيط كشت سلولي  سلول

هاي پروبيوتيك  تواند منجر به ارائه سويه آزمايشگاهي مي
  .مناسب براي توليد در حد تجاري گردد

  
  تشكر و قدرداني

از همكاران بخش ريزسازواره و بدينوسيله 
ژنوميكس پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج كه با 

ا ميسر نمودند فراهم آوردن امكانات لازم انجام اين تحقيق ر
  .شود تشكر مي
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Abstract 

 
Background: In order to selected indigenous potential probiotic bacteria, we surveyed 

antagonistic activities of 22 strains of acid and bile tolerant Lactobacillus, isolated from traditional 
dairy products by biochemical and molecular methods.  

Methods and Materials: In a fundamental practical study assessment of antimicrobial activity of 
this strain with neutrallized and Dual layer two methods against bacterial pathogene such as E-coli, 
L.monocytogenes, S.auteus and Y.entercolitica was done. These strain were identified with two 
methods for determining of biochemical and sequence of 16Sr DNA.  

Results: Dual layer method based on the growth of zone diameter were estabilished in three 
groups of strains; inhibitors, semi inhibitors and non inhibitors. Neutralize method around well acidic 
extract containing strains C5i4, Y144, K213, C4i2, C612 and neutral extract C5i4 zone blight strains 
was observed. Based on the results, sequence area 16Sr DNA of four strains inclulde C4i2, C1d2, 
Y2c4, D3b1 indicator bacteria that revealed the highest percentage of inhibitor effect of bacterial 
indicators, were duplicate and sequency. So four strains L.Bacilus Pentosus, L.Bacillus Bervis  and L. 
Bacillus Paraplantarum, were indentifed respectivey. 

Conclusion: It seems that indigenous lactobacillus from Iranian dairy products have potential as 
probiotics. So use of them as bio preservative prevent food bacterial contamination. 

Key words: Lactobacillus, Antagonistic Activity, Well-Diffusion, Bilayers, 16S rD 
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