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چکیده
. ي غذایی هستند که اثرات مفیدي بر سلامت انسان دارندهاي پروبیوتیک از جمله مکلملهاباکتري:زمینه و هدف

هاي ي لبنی صنعتی به جاي سنتی ممکن است منجر به افزایش احتمال حذف باکتريهاهاستفاده روزافزون از فرآورد
ي سنتی مناطق روستایی شهرستان رفسنجان و هااز ماستهاجداسازي لاکتوباسیل،هدف از این مطالعه. یوتیک شودبپرو

.باشدمیزاي شایع باکتري بیماريها بر علیه چهار بررسی اثرات ضد باکتریایی آن
نمونه ماست محلی از چهار منطقه روستایی 40،انجام شد1391که در سال آزمایشگاهیدر این مطالعه:هامواد و روش

ي بیوشیمیایی ها، تست کاتالاز و تستغربالگري انتخابیي ها، روش)MRS(تهیه و با استفاده از محیط کشت اختصاصی
،، با استفاده از روش دیسک دیفیوژن و چاهکپس از جداسازي.ي پروبیوتیک جداسازي شدندهامربوطه لاکتوباسیلوس

استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیا زاي شایعی همچون ي بیماريهابر علیه باکتريهایوتیکباثرات ضد باکتریایی این پرو
.بررسی شدکولی، استرپتوکوك پیوژنز و پروتئوس ولگاریس

ي شد و در مراحل بعدي نهایتاًزسویه باکتري مقاوم به اسید جداسا33اول در مرحله نمونه ماست محلی،40از : هایافته
در دو (کازئیي هالاکتوباسیلوس:شاملهااین باکتري. سویه با مقاومت زیاد به اسید و املاح صفراوي جداسازي شدند9

ي پروبیوتیکی قادر هاهمه سویه. بود، دلبروکی، فرمنتوم، و برویسبولگاریکوسفیلوس، ، پلانتاروم، اسیدورامنسوس،)محل
.زا شدند و بیشترین اثر ضد باکتریایی از لاکتوباسیلوس پلانتاروم مشاهده شدي بیماريهابه از بین بردن باکتري

زا در ي بیماريهاي پروبیوتیک با فعالیت ضد باکتریایی بر علیه بعضی از باکتريهاامکان وجود باکتري:گیرينتیجه
ي لبنی صنعتی استفاده هاها در تولید فرآوردهتوان از آنو میشوند وجود دارند به صورت سنتی تهیه مییی که هاماست

.کرد
لاکتوباسیلوس،ي سنتیهاماست،ضد میکروبی،باکتري پروبیوتیک:ي کلیديهاواژه
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...هاي سنتیهاي پروبیوتیک از ماستجداسازي لاکتوباسیل734

1392، سال 9، شماره 12دوره علوم پزشکی رفسنجانمجله دانشگاه 

مقدمه
اي هستند که اگر ي زندههامیکروارگانیسمهاپروبیوتیک

ثیر أیزبان وجود داشته باشند تبه میزان کافی در بدن م
.]1[مثبت بر سلامت میزبان دارند

مورد استفاده میلادي 1960از دهه »پروبیوتیک«واژه
بخش قابل . باشدمی»براي حیات«قرار گرفت و به معناي 

میکروبی در روده به عنوان فلورهاتوجهی از باکتري
نفی بر ثیرات مثبت و یا مأتوانند تمیکنند که زندگی می

آل ي ایدههاپروبیوتیک. ]2[دسلامت میزبان داشته باشن
ي متعددي دارند از جمله مقاومت نسبت به اسید هاویژگی
ي گوارشی و مراحل فرآوري هاآنزیم،املاح صفراوي،معده

،تلیال رودهي اپیهاقابلیت اتصال به سلول،و تولید

پایداري و توانایی حفظ،زا و غیر تهاجمی بودنبیماريغیر
ها آن،همچنین.زاتوانایی مقابله با عوامل بیماري،ژنتیکی

ي ایمنی هادر تنظیم پاسخ،میکروفلوراها بودهجزئی از
قابلیت کلونیزه شدن در دستگاه گوارش انسان ،دارندنقش 

به مخاط ي پاتوژنهاد و مانع اتصال باکترينباشمیدارا را 
.]3- 7[دنشومی روده 
خطر اسهال مرتبط با مصرف هاکیونیبپرو
این .]8[دنکنمیدر کودکان را کم هابیوتیکآنتی

در محافظت نوزادان و شیرخواران در هامیکرواورگانیسم
اي التهاب و نکروز روده،یی مانند سپسیسهابرابر بیماري
وجود دارد که نشان ايهمطالع،چنینهم.]9[نقش دارند 

ي تنفسی از هابروز بیمارياهیونیکبف پرودهد مصرمی
ترین معمول.]10[دهدمیجمله سرما خوردگی را کاهش 

ها و مخمرها ي پروبیوتیک جزء باکتريهامیکروارگانیسم
هابعضی از این میکروارگانیسم. شوندمیمحسوب 

لاکتوباسیلوس و ي هاي انتخابی باکتريهاسویه
،روکوکوسانتیی از هاهستند گرچه سویهبیفیدوباکتریوم

نیز براي این منظور استرپتوکوکوس و اشرشیاکولی
.]11[شوندمیاستفاده 

ءمنجر به ارتقاهااصلی که پروبیوتیکسازوکارهاي 
رسد میبه نظر . شوند مشخص نیستمیسلامت میزبان 

ثیر مثبت بر سلامتی أتهاي خاصی از پروبیوتیکهاسویه
ي دیگر هابه سویهثیر قابل تعمیم أمیزبان دارند و این ت

از جمله لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم. باشدمین
ي شایعی هستند که از طریق تولید اسید هاپروبیوتیک

pHاسید استیک و پروپیونیک اسید و کاهش،لاکتیک

زا جلوگیري کرده و منجر ي بیماريهاروده از رشد باکتري
روده ي فلور طبیعی هابه حفظ تعادل در تعداد باکتري

.]12[شوندمی
داراي شکل باسیلی و هايباکتريهالاکتوباسیلوس

گرم مثبت، فاقد يهااین باکتري.باشندمیکوکوباسیلی
ایندول منفی و قادر به احیاء وکاتالاز، اکسیدازاسپور،

Lactobacillaceaباشند و متعلق به خانوادهمینیترات ن

اکتري مورد شناسایی گونه از این ب56باشند و تقریباًمی
جزء فلور نرمال هااین باکتري.]13[قرار گرفته است

،چنینهمباشند و میدستگاه تناسلی زنان و روده، ،دهان
گوشت و سطح برگ گیاهان نیز یافت در مواد لبنی،

.]14[شوندمی
باعث تقویت سد مخاطی روده لاکتوباسیلوسي هاسویه

،ایمنی شدهسطح ءقاشده که این امر موجب حفظ و ارت

ریق مخاط روده را کاهش از طهاجایی باکتريهبمیزان جا
ي التهابی روده هادر کاهش میزان بیماري،چنینداده و هم

.]15[نقش دارندپذیرم روده تحریکو سندر
کاتالاز، فاقد اسپور،،ي گرم مثبتهابیفیدوباکتریا باسیل

شاخه ق بهمتعل. باشندمیایندول منفی واکسیداز 
هاباشند و محدوده رشد این باکتريمیاکتینوباکتریا

.]16[درجه سلسیوس است45-20
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735و همکارانمحمد فرحبخش

1392، سال 9، شماره 12دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

توازنمضرومفیديهاباکتريبینسالمفردیکدر
ازاستفادهمثلعواملبسیاري ازدارد، اماوجود
آبازاستفادهدرمانی،میشیدرمانی،اشعه،هابیوتیکآنتی

توانندمیعوامل ژنتیکی ومحیطیيهاتوکسینکلردار،
شدن غالبو مفیديهامیکروبرفتنبینازسبب

مواد. ]2[میزبان شوندبدنزا دربیمارييهامیکروب
مقادیرحاويشوندمیمصرفروزانهصورتبهکهییغذا

هستند که در این میان سهم هامیکروارگانیسمازمتفاوتی
غذاییمحصولات. اشدممکن است ناچیز بهاپروبیوتیک

اثراتي به موازاتاتغذیهارزشداشتنپروبیوتیک به دلیل
گذشته مورد توجه قرار ش بیش ازبخسلامتودرمانی
.]17[اندگرفته

امروزه به دلیل استفاده روزافزون از مواد لبنی صنعتی 
ي پروبیوتیک وجود هاامکان کاهش و یا حذف باکتري

ءدر حفظ و ارتقاهاپوبیوتیکبا توجه به اهمیت . دارد
ها در محصولات جداسازي و شناسایی آنسلامت انسان

ي هاها در تولید انبوه فرآوردهو به کارگیري آنلبنی سنتی 
ی رفسنجان از جمله شهرهای. رسدمیلبنی ضروري به نظر 

چنان به روش سنتی است که در روستاهاي آن ماست هم
ه جداسازي و شناسایی هدف از این مطالع. شودمیتهیه 

ي محلی در چند هاي موجود در ماستهالاکتوباسیل
ها بر روستاي اطراف شهر و بررسی اثر ضد میکروبی آن

استافیلوکوکوس زایی همچون ي بیماريهاعلیه باکتري
پروتئوس و،استرپتوکوکوس پیوژن،کولیاشرشیا،اورئوس

.باشدمیولگاریس

هامواد و روش
جهت ،ر این مطالعه آزمایشگاهید: گیرينمونه

منطقه 4ي محلی، هااز ماستهاجداسازي لاکتوباسیلوس
چون این (سرتخت، داوران، راویز و چنار در نظر گرفته شد

مناطق بکر، روستایی و دور از شهر رفسنجان

، با تحقیقات به عمل آمده از این مناطق. )اندقرارگرفته
شد که اطمینان کافی از یی انجام هابرداري از محلنمونه

. شدي تجارتی در این مناطق حاصل هاعدم حضور سویه
شرایط استریل در گیري در ظروف کاملاً استریل ونمونه

قرار داده شد در مجاورت یخ هانمونه،سپس. انجام گرفت
.ساعت به آزمایشگاه منتقل شدند10و در کمتر از 

تفاده از با اساز ماستهاجداسازي لاکتوباسیلوس
ي هامحیط کشت جهت باکتري:اختصاصیمحیط کشت 

de Man, Rogosa and Sharpe]پروبیوتیک (MRS)]

است که محیطی اختصاصی براي رشد و جداسازي 
شود و قادر است میي مورد نظر محسوب هاباکتري

این محیط از . ها را فراهم سازدنیازهاي غذایی پیچیده آن
این د و طبق دستورالعمل آلمان تهیه شMerckشرکت

و مایع MRS agar)(شرکت به صورت جامد 
)(MRS brothگرم از هر نمونه 2در مرحله بعد، . تهیه شد

به حجم MRS brothرا در مزور استریل ریخته و با محیط
ساعت 24و به مدت رسانده)حجمی-وزنی(سی سی100

co2(ر داCO2گراد در انکوباتور درجه سانتی37در دماي 

.]18[گذاري صورت گرفتخانهگرم) 10%
ي مقاوم به اسید و املاح هاغربال انتخابی سویه

ي لبنی داراي تنوع میکروبی بسیار هافرآورده: صفراوي
از این محصولات هاغنی بوده و جداسازي تک تک باکتري

اسیدي کردن محیط بارواز این،گیر استبسیار وقت
ي غیر پروبیوتیکی را حذف هاي سویهتوان تا حدود زیادمی

لیتر میلی50ي مقاوم به اسید، هاجهت انتخاب سویه.نمود
دور 1000(ژاز محیط کشت در مرحله قبل را سانتریفیو

ي ته نشست هاکرده و به میکروب) دقیقه15به مدت 
PBSلیتر محلول بافر نمک فسفات اسیدي میلی20شده 

)5/2=pH (19[اضافه شد[.
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هوازي و دماي ط بیساعت انکوباسیون در شرای2س از پ
دقیقه 15پانسیون به مدت سوس،گراددرجه سانتی37

.شداز محلول جدا هاو سلول) دور4000(وژ یفسانتری
ي بعد از مرحله تیمار اسیدي موجب هاسانتریفیوژ نمونه

ي پایینی هاحتی با تعداد کم در لایههاشود که باکتريمی
رده و به همراه محیط مایع رویی از دست نرودرسوب ک

]20[.
وژ رسوب با بافر نمک یپس از دو بار شستشو و سانتریف

72منتقل و MRS agarبه محیطهافسفات خنثی، سلول
. گذاري شدندخانهگرماکسیدکربن ساعت در حضور دي

تا 3پس از MRS agarي رشد کرده روي محیط هاکلنی
ي خالص هانمونه،سپس. ص شدندبار کشت خطی خال5

. شده از نظر واکنش گرم و تست کاتالاز بررسی شدند
اي گرم مثبت و کاتالاز منفی جنس ي میلههاایزوله

،سازيدر طی مراحل خالص. لاکتوباسیلوس شناخته شدند

U/ml50ي موجود در محیط ازهابراي کاهش مخمر
هامخمرنیستاتین با مهار رشد .شدنیستاتین استفاده 

را فراهم هاثرتر لاکتوباسیلؤامکان جداسازي بهتر و م
.]21[آوردمی

ي ایزوله هابه منظور بررسی میزان تحمل اسید سویه
MRSي جدا شده از مرحله قبل به محیطهاشده، باکتري

broth تلقیح و در انکوباتورco2 درجه 37دار و دماي
از هر . شدندري گذاخانهگرمساعت 48گراد به مدت نتیسا

بافر نمک سی سی19به سی سیMRS broth1محیط
19بهسی سی1و) PBS)5/2=pHفسفات اسیدي 

.]22[شدبه عنوان شاهد تلقیح ) PBS)7=pHسی سی
گذاري سریال رقت تهیه کردیم ساعت گرم خانه2پس از 

به روش پورپلیت کشت MRS agarو با محیط کشت 
بر اساس جمعیت . معیت شدندصورت گرفت و تعیین ج

از نظر میزان هاایزوله،تعیین شده و بعد از تیمار اسیدي

تعیین . درصد مقاومت به شرایط اسیدي مشخص شدند
واحددر محیط اسیدي با تعیین هادرصد بقاي ایزوله

,Colony Forming Unit(تشکیل کولونی  CFU( براي هر
.سویه باکتري محاسبه شد

که oxgallومت به املاح صفراوي از جهت بررسی مقا
) نمک صفراوي نامحلول در آب(cholic acidمخلوطی از 

) نمک صفراوي محلول در آب(taurocholic acidو
.استفاده شد،باشدمی

ي ایزوله شده در این مرحله به محیط کشت هاسویه
MRS agar ي صفراوي هانمک%3/0حاوي(Oxgall) و
به صورت پورپلیت منتقل و کشت ي صفراويهابدون نمک

درصد ،بر اساس جمعیت تعیین شده. صورت گرفت
مشخص ) Oxgall(ي صفراوي هاي مقاوم به نمکهاایزوله
.شدند

بار 3براي هر نمونه با هاو کشتهاضمناً تعداد رقت
گروه قرار 4ي بررسی شده درهاایزوله.تکرار انجام شد

:گرفتند
Oxgall)(ي صفراويهااوم نمکـ مقاوم به اسید و مق

ي صفراويهاـ مقاوم به اسید و حساس به نمک
)(Oxgall

و حساس به Oxgall)(ي صفراويهاـ مقاوم به نمک
اسید

ي صفراويهاـ حساس به اسید و حساس  به نمک
)(Oxgall

ي رایج هاي خالص شده با تستهاشناسایی باکتري
بر اساس صفات وThe Prokaryotesمطرح شده در کتاب 

، حرکت،اکسیدازآمیزي گرم، تست کاتالاز،شکلی و رنگ
ي مختلف از هاي بیوشیمیایی مثل تخمیر قندهاتست

لوز، لاکتوز، آرابینوز، هاجمله گلوکز، مانوز، فروکتوز، تره
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ساکاروز، گزیلوز، گالاکتوز، توانایی رشد در دماهاي مختلف 
.]23[از آرژنین انجام گرفتNH3و تولید 

لاکتوباسیلدر این تحقیق از سویه استاندارد 
هاقارچکلکسیونمرکزکه ازPTCC(1643)اسیدوفیلوس

صنعتی- علمیهايپژوهشسازماني صنعتیهاباکتريو
مورد استفاده قرار ،عنوان کنترله ایران تهیه شده بود ب

زا شامل چهار سویه باکتریایی بیماري. گرفت
PTCC(وساستافیلوکوکوس اورئ 1431(،E.coli)PTCC

PTCC(استرپتوکوکوس پیوژنز، )1552 پروتئوس ، )1447
PTCC(ولگاریس ط پس از تهیه و کشت در محی) 1079

فارلند مورد استفاده مک5/0کشت مایع مغذي با کدورت 
.قرار گرفتند

:ي پروبیوتیکیهابررسی فعالیت ضد میکروبی باکتري
ي پروبیوتیکی هاتریایی باکتريبراي بررسی فعالیت ضد باک

ي محلی از محیط مولر هینتون آگار هاجدا شده از ماست
ي دیسک هابراي این منظور از روش. استفاده شد

)Disk Diffusion( و چاهک)Well Diffusion Agar(
ي پروبیوتیکی استفاده هابراي تعیین مهارکنندگی باکتري

سویه 4بیوتیکی بر ي پروهاشد و اثر آنتاگونیستی باکتري
شایان ذکر است، به . بررسی شدییزااستاندارد بیماري

.منظور کاهش خطا هر آزمون سه بار تکرار شد
تجزیه تحلیل آماري نتایج حاصل: تجزیه تحلیل آماري

. انجام شد16نسخه SPSSاز این مطالعه توسط نرم افزار 
آنالیز براي آزمون اختلاف میانگین در چند گروه کیفی از 

براي افزایش .استفاده شد) ANOVA(واریانس یک طرفه 
استفاده شد TukeyPost Hocداري از آزمونمیزان معنی

.باشدمیداري دهنده بیشترین معنیکه نشان

نتایج
ایزوله باکتري اسید لاکتیک متحمل شرایط اسیدي 38

بیشترین . نمونه ماست محلی جداسازي شد40از 

مل اسید به ترتیب از مناطق راویز و چنار ي متحهاایزوله
ي کمتري از مناطق داوران و هااما به نسبت سویه. جدا شد

سویه باکتري اسید 38از میان . سرتخت به دست آمد
لاکتوباسیلوسسویه جنس 33لاکتیک جدا شده 

) بعدي(ي تکمیلی هاتشخیص داده شد و براي آزمون
ایزوله 33وي بررسی مقاومت به اسید ر. انتخاب شد

ساعت 2زوله بعد از ای17تعداد . متحمل اسید انجام شد
107ایط اسیدي جمعیتی بیش از گذاري در شرخانهگرم

ساعت 2ایزوله نیز بعد از 10تعداد . نشان دادند
107تا104گذاري در شرایط اسیدي جمعیت خانهگرم

نشان 104از ایزوله دیگر جمعیتی کمتر شش. نشان دادند
بر هابا توجه به موارد ذکر شده ایزوله).1نمودار(دادند

:قرار گرفتنداساس میزان مقاومت به اسید، در سه گروه
مقاوم107ي با جمعیت بیش از هاایزوله- .1
نیمه مقاوم107تا104ي با جمعیتهاایزوله. 2
نیمه حساس104ي با جمعیت کم تر از هاایزوله. 3

ي مقاوم، نیمه مقاوم و حساس هامقایسه تعداد لاکتوباسیل- 1ارنمود
ي محلی رفسنجانهابه اسید جدا شده از ماست

ایزوله 14ي صفراوي روي هابررسی مقاومت به نمک
ایزوله بعد از 6تعداد . ي صفراوي انجام شدهانمکمتحمل

ي صفراوي هانمکگذاري در شرایط ساعت گرم خانه2
ایزوله نیز بعد 5تعداد . نشان دادند107از جمعیتی بیش

ي صفراوي هاگذاري در شرایط نمکخانهگرمساعت 2از 
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ایزوله دیگر جمعیتی سه. نشان دادند107تا104جمعیت 
با توجه به موارد ذکر ).2نمودار(نشان دادند104کمتر از 

ي هانمکبر اساس میزان مقاومت به هاشده ایزوله
:صفراوي، در سه گروه قرار گرفتند

مقاوم107ي با جمعیت بیش از هاایزوله. 1
نیمه مقاوم104107ي با جمعیتهاایزوله. 2
نیمه حساس104ي با جمعیت کم تر از هاایزوله. 3

ي مقاوم، نیمه مقاوم و حساس هامقایسه تعداد لاکتوباسیل- 2نمودار
ي محلی رفسنجانهاي جدا شده از ماستي صفراوهابه نمک

ي هانمکبررسی مقاومت به اسید و،در مرحله بعد
ي صفراوي هاو نمکایزوله متحمل اسید9صفراوي روي 

گذاري خانهساعت گرم2ایزوله بعد از 2تعداد . انجام شد
ي صفراوي جمعیتی بیش از هاو نمکدر شرایط اسیدي 

ساعت گرم 2وله نیز بعد از ایز7تعداد . نشان دادند 107
ي صفراويهاو نمکگذاري در شرایط اسیديخانه

اي جمعیتی نشان دادند و هیچ ایزوله107تا104جمعیت 
،با توجه به موارد ذکر شده. نشان نداد104کمتر از 

ي هاو نمکبر اساس میزان مقاومت به اسیدهاایزوله
:)3نمودار(صفراوي، در سه گروه قرار گرفتند 

مقاوم107ي با جمعیت بیش از هاایزوله. 1

نیمه مقاوم107تا 104ي با جمعیت هاایزوله. 2
نیمه حساس104ي با جمعیت کم تر از هاایزوله. 3

ي مقاوم، نیمه مقاوم و نیمه هامقایسه تعداد لاکتوباسیل-3نمودار
ي محلیهاي صفراوي جدا شده از ماستهاحساس به اسید و نمک

رفسنجان
ي هاسویه مقاوم و نیمه مقاوم به اسید و نمک9در نهایت 
براي شناسایی بیوشیمیایی و بررسی ) پروبیوتیک(صفراوي 

ي پاتوژن انتخاب هاها علیه باکترياثر ضد میکروبی آن
.شدند

ي منطقه هادست آمده نمونه ماسته با توجه به نتایج ب
اسید و مقاوم به راویز بیشترین درصد ایزوله مقاوم به 

به خود را در بین مناطق دیگر مورد بررسیاملاح صفراوي 
ي هااختصاص دادند و کمترین درصد را نمونه ماست

.منطقه سرتخت به خود اختصاص دادند
، براي شناسایی هاسازي و جداسازي کلنیبعد از خالص

آمیزي گرم، تست کاتالاز، ي پروبیوتیکی از رنگهاگونه
از NH3یدتست اکسیداز، تخمیر قند و تولتست حرکت،

ي گرم هاابتدا باسیل). 2و1جداول(آرژنین استفاده شد 
مثبت، کاتالاز منفی و فاقد حرکت شناسایی شدند و بعد از 

مورد The Prokaryotesها طبق نتایج تخمیر قند، گونه آن
].23[تأیید قرار گرفتند
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هاي بیوشیمیایی و مرفولوژیکیکی بر اساس تستسویه هاي پروبیوتیشناسایی - 1جدول

کد ایزوله

هاتخمیر کربوهیدرات

رم
ش گ

اکن
و

کت
حر

N
H

3
ین

رژن
ز آ

لازا
کاتا

داز
سی

)درجه سلسیوس(رشد در دماي اک

وکز
گل

نوز
ما

توز
روک

ف

لوز
 ها

تره

توز
لاک

نوز
رابی

آ

روز
اکا

س

لوز
گزی

توز
لاک

گا

4515

YD14+++++-+-++ـ----+
YD16+++++++ـ++-----+
YR21+++ـ+--ـ-++ـ+ـ+ـ

YR25+++ـ+--ـ-+ــــ+ـ

YR26++++ـ+--+-+ــ+ــ
YR30+++++ـ--ـ-++ـ+ـ+
YC32++++++++++-+--+ـ

YC35+++++++ـ-++ـ--++

YC38+ـ--+-++++++ـ+ـ+
لاکتوباسیلوس 
اسیدوفیلوس

)PTCC(1643

+++++-+-++------

ي پروبیوتیکهاي لاکتوباسیلوسهامنبع سویه- 2جدول

شمارهکد ایزولهگونهمحل جداسازي
Lactobacillus caseiYD141داوران
Lactobacillus rhamnosusYD162داوران

Lactobacillus planetariumYR213راویز
Lactobacillus acidophilusYR254راویز
Lactobacillus bulgaricusYR265راویز
Lactobacillus delbrueckiiYR306راویز
Lactobacillus caseiYC327چنار
Lactobacillusچنار fermentumYC358
Lactobacillus brevisYC389چنار

ي پروبیوتیکی، هاپس ازجداسازي و شناسایی سویه
ها که از طریق فعالیت ضد میکروبی مایع رویی کشت آن

زا سویه بیماري4سانتریفیوژ جداسازي شده بود بر علیه 
به کمک روش دیسک و چاهک مورد بررسی قرار گرفت 

توانستند هار برداشت و تمام گونهکه اثر مثبتی د

زا را مهار کنند، توانایی مهارکنندگی ي بیماريهاباکتري
لاکتوباسیلوسمتر متغیر بود و میلی8- 15ها از آن

زا ي بیماريهابیشترین توانایی را در مهار باکتريپلانتاروم
. از خود نشان داد
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:(Well Diffusion Agar)نتایج حاصل از روش چاهک 
، نشان 4دست آمده در این روش در نموداره نتایج ب

طی . استهادهنده اثر مهاري مناسب این دسته از باکتري
لاکتوباسیلوس پلانتارومبیشترین اثر مهاري را ،این روش
متر از میلی15با مهار فیلوکوکوس ارئوساستابر علیه 

خود نشان داد و کمترین میزان مهارکنندگی نیز متعلق به 
با پروتئوس ولگاریسعلیهلاکتوباسیلوس بولگاریکوس

نیز با میانگین مهاري هامتر بود سایر باکتريمیلی9مهار 
زاي متر توانایی بالایی در مهار عوامل بیماريمیلی12-11

.باکتریایی از خود نشان دادند

ي پروبیوتیکی در مهار هامقایسه توانایی گونه-4نمودار
)روش چاهک(زا یماريي بهاباکتري

ه نتایج ب: (Disk Diffusion)نتایج حاصل از روش دیسک 
دهنده اثر ، نشان5دست آمده در این روش در نمودار 

طی این روش، . استهامهاري این دسته از باکتري
بر علیه لاکتوباسیلوس پلانتارومبیشترین اثر مهاري را 
تر از خود ممیلی33/13با مهار استافیلوکوکوس اورئوس

نشان داد و کمترین میزان مهارکنندگی متعلق به 
با استرپتوکوکوس پیوژنزعلیهلاکتوباسیلوس بولگاریکوس 

با میانگین مهاري هاسایر باکتري. متر بودمیلی8مهار 

زاي متر توانایی بالایی در مهار عوامل بیماريمیلی11-9
.باکتریایی از خود نشان دادند

ي هاي پروبیوتیکی در مهار باکتريهایسه توانایی گونهمقا- 5نمودار
)روش دیسک(زا بیماري

بحث 
تهیه شده در چهار ي سنتیهاماستازتحقیقایندر

با هايباکتري،رفسنجانشهرستانمنطقه روستایی
مراحل.گردیدجداسازيوشناساییپروبیوتیکیپتانسیل

با پتانسیلکتیکیلااسیدهايباکتريشناساییشاملاولیه
هاي پروبیوتیک،باکترييهاشاخصاز.بودپروبیوتیکی

صفراوييهانمکبرابردرمقاومتوشرایط اسیديتحمل
شدهایجاداختلافتوانمیهاویژگیاینتعیینکه بااست

،همچنین.نمودبررسیراپروبیوتیکيهاسویهدر بین
اهمیتکتیکلااسیدهايباکتريبقاءدرpHمحدوده 

هايتوان باکتريمیمتعددييهاروشازکهداردفراوانی
نمود که در این تحقیق از دو جداسازيرااسیدبهمقاوم

ي هامقاومت اسیدي بالا و مقاومت به نمک(آزمایش 
ي هاجهت تشخیص پتانسیل پروبیوتیکی سویه) صفراوي

ترین مزیرا این دو ویژگی جزو مه. ایزوله شده، استفاده شد
شود که میي پروبیوتیک محسوب هاخصوصیات باکتري
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این 2001و همکاران در سال Dunneمطابق با تحقیق 
.]24[ارزیابی صورت گرفت

در این بررسی در مرحله نخست به منظور حذف انواع 
غیر متحمل اسید از روش غربال انتخابی در شرایط 

اي تنوع ي لبنی دارهافرآوردهچون . اسیدي استفاده شد
از هاتک باکتريمیکروبی بسیار غنی بوده و جداسازي تک

اسیدي باروگیر است، از ایناین محصولات بسیار وقت
ي غیر پروبیوتیکی هاتا حدود زیادي سویهکردن محیط
از سوي دیگر به منظور کاهش احتمال از .حذف شدند

دست دادن انواع متحمل به اسید در طی مراحل مختلف از 
. نتریفوژ و نیز افزودن نیستاتین به محیط استفاده شدسا

در روش غربال انتخابی، تیمار اسیدي کردن محیط تا 
ي غیر پروبیوتیک را حذف کرد و امکان هاحدودي سویه
سازد، به طوري که میي بیشتري را فراهم هابررسی نمونه

متحمل لاکتوباسیلسویه 38نمونه ماست محلی 40از 
سویه مقاوم به شرایط 9ي و از این تعداد اسید جداساز

.نداسیدي و املاح صفراوي انتخاب شد
Oxgallجهت بررسی مقاومت به املاح صفراوي از

چون دستگاه گوارش انسان میانگین ،شداستفاده % 3/0
است و براي میحج/وزنی% 3/0ي صفراوي هاغلظت نمک
.]25[د شومیي مقاوم به صفرا، کافی تلقی هاغربال سویه

و Chateauتوسط میلادي 1994اي که در سال در مطالعه
ي صفراوي بر روي رشد هاثیر نمکأ، انجام شد، تهمکاران

سویه لاکتوباسیلوس استفاده شده به عنوان پروبیوتیک 38
ي مورد آزمایش را به هامورد آزمایش قرار دادند و سویه

ادند و قرار د%3/0ي صفراوي هاثیر نمکأتحت تمیآرا
ثیر قابل توجهی در مقایسه با کشت کنترل بدون أت

حاضري مطالعههایافته.ي صفراوي مشاهده کردندهانمک
ي هاي انتخاب شده نسبت به نمکهادر آزمایش سویه

ي موجود در مطالعه ایشان مطابقت هاصفراوي با یافته
.]26[داشت 

نشان داد تواناییهاشناسایی بیوشیمیایی این سویه
مقاومت و تحمل املاح صفراوي وابسته به گونه نیست و 

دامنه وسیع . ي یک گونه متفاوت استهادر بین سویه
میزان مقاومت به املاح صفراوي و گوناگونی در میزان 

ي مختلف که در این پژوهش مشاهده شد هامقاومت سویه
ي جداشده هااز بررسی لاکتوباسیلGoldinبا نتایجی که 

. ري ساردینا به دست آورده است منطبق استاز شیر تخمی
بر اساس نتایج حاصل از تحقیقات این پژوهشگر، 

اي لبنی سنتی نسبت به ي جدا شده از فرآوردههاسویه
مقاومت Reuflor ،Enterolactisپروبیوتیک تجاري 

بررسی مقاومت در برابر ،این نتایج اهمیت. بیشتري دارند
ي هادر انتخاب سویهشرایط اسیدي و املاح صفراوي،

.]27[کندمیپروبیوتیک را تأیید 
ي مختلف از جمله هاي پروبیوتیکی با مکانیزمهاباکتري

ي سلولی و تولید مواد هاسر گیرنده، رقابت برpHکاهش 
یک تولید اسیدهاي لاکتهاضد میکروبی نظیر باکتریوسین

استیل، استالدئید و و استیک، پراکسید هیدروژن، دي
یا تولید سموم توسط هانیاك قادرند متابولیسم باکتريآمو
و اثرات بازدارندگی روي ثیر قرار دهندأها را نیز تحت تآن

طی بررسی . داشته باشندهابسیاري از میکروارگانیسم
Borisي جداشده از لبنیات هاو همکاران، لاکتوباسیلوس

کلی، باسیلوس استافیلوکوکوس اورئوس، اشیرشیاد مانع رش
شدند که بیشترین اثر مهارکنندگی روي سابتلیس

،در این مطالعه. ]19[استافیلوکوکوس اورئوس بود
4ي جداشده از ماست توانستند در مقابل هالاکتوباسیلوس
کنندگی داشته باشند که در زا اثر ممانعتسویه بیماري
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این بین بیشترین اثر در مهار استافیلوکوکوس اورئوس 
.اهده شدمش

17و همکاران انجام دادند، Heidariاي که در مطالعه
ي لبنی براي هااز فرآوردهرا سویه باکتري اسید لاکتیک 

له عدم رشد هاآزمایش فعالیت ضد میکروبی جداسازي و
سویه پاتوژن میکروبی 10ي شناساگر که شامل هاباکتري

بود، ک به روش چاههادر برابر محلول رویی لاکتوباسیلوس
له عدم رشد روي هاترین قطربزرگ.بررسی کردند

متر و کمترین میلی20به اندازه استافیلوکوکوس اورئوس
1وباکتر آئروژنز به اندازه له عدم رشد روي انترهاقطر

در مطالعه اخیر نیز .]28[متر گزارش کردندمیلی
استافیلوکوکوس له عدم رشد روي هابزرگترین قطر

.متر بودمیلی15ه اندازه باورئوس
Ashari دریافتند که لاکتوباسیلوس همکارش و

ي محلی قم از رشد هادلبروکی جدا شده از نمونه ماست
8/9(استافیلوکوکوس اورئوس) مترمیلی2/10(کلی اشرشیا

.]29[نمایدمیجلوگیري ) مترمیلی
Pour Ahmad نیز فعالیت ضد میکروبی لاکتوباسیلوس

و استرپتوکوکوس ترموفیلوس جدا شده از اسیدوفیلوس
ي گلپایگان را با دو روش دیسک و چاهک بر علیه هاماست

3/11(استافیلوکوکوس اورئوس) مترمیلی9(اشرشیاکلی 
.]30[را نشان داد ) مترمیلی

و همکارانش فعالیت ضد Ogunbanwoدر مطالعه 
میکروبی و تولید باکتریوسین دو سویه پروبیوتیک 

را روي وباسیلوس پلانتاروم و لاکتوباسیلوس برویسلاکت
چند پاتوژن بررسی کردند که بیشترین اثر مهارکنندگی را 

8-12(استافیلوکوکوس اورئوسزا روي باکتري بیماري
نتایج دیگر شامل اثر مهارکنندگی . گزارش دادند) مترمیلی

که منطبق ]31[بود) مترمیلی8- 10(اشیرشیاکولیروي
.ایج مطالعه اخیر بودبر نت

کشت )لایه رویی(در مطالعه حاضر، سوپرناتانت
بیشترین توان ضد لاکتوباسیلوس پلانتارومي هاباکتري

له عدم رشد ایجاد شده هامیکروبی را از خود نشان داد که
متر میلی(استافیلوکوکوس اورئوستوسط این باکتري روي 

. ش چاهک بوددر رو) 13متر میلی(کولیاشیرشیاو ) 15
استرپتوکوکوس کمترین اثر مهاري در روش دیسک روي 

و در روش چاهک روي پروتئوس ولگاریس مشاهده پیوژنز
ي هانیز در بین سویهلاکتوباسیلوس بولگاریکوس. شد

کمترین فعالیت ضد میکروبی را از خود ،پروبیوتیکی دیگر
.نشان داد

تر يمهاري قوآنچه در نتایج این مطالعه بارزتر است اثر 
بر روي هر چهار پاتوژنلاکتوباسیلوس پلانتاروم 

استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکولی، استرپتوکوکوس 
در تحقیق انجام شده . باشدمیپیوژنز، پروتئوس ولگاریس

ي اسید هافعالیت ضد میکروبی باکتريSavadogoتوسط 
باسیلوس سرئوس،ي استاندارد هالاکتیک بر علیه سویه

کولاي و استافیلوکوکوس نتروکوکوس فکالیس، اشیرشیاا
تا 8ي عدم رشد از هالهها،محیط آزمایشگاهیدر اورئوس 

.]32[متر به وجود آوردمیلی12
مقایسه نتایج به دست آمده در این بررسی با نتایج 

ي اسید لاکتیک هادهد باکتريمیمطالعه مشابه نشان 
ي هاري علیه باکتريتداراي فعالیت ضد میکروبی وسیع

و همکارانش Ouwehandدر بررسی . باشندمیگرم مثبت 
ي هانشان داده شد که تأثیرات ضد میکروبی باکتري

ي گرم مثبت بیشتر از گرم هاپروبیوتیک روي باکتري
.]33[منفی است
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شود اولاً تحقیقاتی مشابه و با استفاده از پیشنهاد می
هاي سویههاي مولکولی براي شناساییروش
پروبیوتیکی بر روي محصولات لبنی دیگر مانند پنیر، بومی

ثانیاً نتایج حاصل از . نیز انجام شود... کشک، دوغ و 
مطالعات مشابه در صنایع تهیه و تولید مواد غذایی 

.به کار گرفته شوندپروبیوتیکمکملوپروبیوتیک

گیرينتیجه
نشان ي پروبیوتیکهابررسی مناطق جداسازي سویه

ي محلی مناطق راویز و چنار داراي هادهد ماستمی
پتانسیل پروبیوتیکی بیشتري نسبت به مناطق سرتخت و 

ي تکمیلی و هادر صورت انجام پژوهش.داوران هستند
ي پروبیوتیک در هنگام مصرف، هاتعیین تعداد باکتري

ي لبنی هافرآوردهعنوانبهتوان این محصولات رامی
،طی این بررسی. معرفی نمودفرآویژه سنتی

ي پروبیوتیک جداسازي شده با تولید مواد هالاکتوباسیلوس

ضد میکروبی اثر مهاري قابل توجهی را روي عوامل 
اکولی، استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیازا بیماري

در شرایط استرپتوکوکوس پیوژنز و پروتئوس ولگاریس
با توجه به . داز خود نشان دادن) محیط کشت(بیرونی بدن 

که شمار اندکی مطالعه در شرایط درونی بدن اثرات این
اند براي ی قرار دادهرا مورد بررسهامثبت این باکتري

در شرایط درونی هاتر اثر این دسته از باکترياثبات دقیق
. بدن انسان، به تحقیقات بیشتري نیاز است

تشکر و قدردانی
اه کنترل مواد غذایی آزمایشگکارشناسانبدینوسیله از 

نوه و مریم ها عصمت خدادادي، عذري حسینیرفسنجان خانم
سپاسگزاري راکمال دریغشان هاي بیدلیل همکاريه جلالی ب

.داریم
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Isolation of Probiotic Lactobacilli from Traditional Yogurts Produced in

Rural Areas of Rafsanjan and their Antimicrobial Effects, 2012

M. Farahbakhsh1, H. Hakimi2, R. Bahram Abadi3, M.R. Zolfaghari4, N. Doraki5
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Background and Objective: Probiotic bacteria are microbial food supplements with beneficial properties on

human health. The increase in the use of industrial dairy products instead of the traditional ones may enhance the

possibility of missing the probiotic bacteria. The aim of this study was to isolate lactobacilli from local yogurts

produced in rural areas of Rafsanjan and also to investigate their antibacterial effects against four common

pathogenic bacteria.

Materials and Methods: In this laboratory study, 40 samples of traditional yogurts from four separated rural

areas were collected. Probiotic lactobacilli were isolated using MRS medium, selective screening methods,

catalase test, and some relevant biochemical tests. Bactericidal effects of the isolated probiotics against S.Aureus,

E.cloi, S.pyogenes, and P.vulgaris were investigated using disk diffusion and well diffusion agar methods.

Results: Out of the 40 local yogurt samples, 33 isolates of acid-stable lactobacilli were selected at the first stage.

At the next stages, 9 isolates of acid-stable and bile-stable lactobacilli were isolated including; L .Casei (in two

places) L.rhamnosus L.plantarum L .acidophilus, L .Bulgaricus, L.delbrueckii, L.fermentum, and L.brevis. While

the growth of the 4 pathogenic bacteria was suppressed by all 8 lactobacilli, L .plantarum showed the strongest

bactericidal effects.

Conclusion: Traditional yogurts may possess probiotic bacteria with antibacterial properties. These probiotics

can be used for mass production of industrial dairy producs.
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