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 ایران 
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 27/05/1403: پذیرش تاریخ       02/05/1403: تاریخ دریافت

 چکیده

ای و درمانی ناشی از مصرف آنها کمک کند. هدف از مطالعه  تغذیهتواند در رسیدن به اهداف  های جدید پروبیوتیکی مییافتن سویه

لبنیات سنتی شهرستانحاضر جداسازی پروبیوتیک از  بوده است. باکتریها  لبنیاتی سنتی  های اصفهان  از منابع  های اسید لاکتیک 

جدایه  جداسازی پروبیوتیکی  خواص  باشدند.  آزمون  ها  نمکانجام  تحمل  فعالیت  های  بررسی  نیز  و  اسید  تحمل  های صفراوی، 

بر    پروبیوتیکهای  جدایهفعالیت ضد میکروبی  همولیتیک آنها ارزیابی شد. سپس، قابلیت چسبندگی و تشکیل بیوفیلم و همچنین  

با استفاده    PCRکلنی  ها،  جدایهسنجش شد. جهت شناسایی قطعی    استافیلوکوکوس اورئوسو    شیا کلاییاشرهای پاتوژن   علیه جدایه

  3ها در بانک جهانی ثبت شد. در مجموع  ی سویهژنهای  انجام شد و توالی  S rRNA16پرایمرهای عمومی طراحی شده در ژن  از  

و دارای قدرت    5/4و   pH  3قادر به رشد در سطوح    از محصولات لبنی جداسازی شدند که  ومی انتروکوکوس فاسسویه پروبیوتیک  

ها، بدون اختلاف ها قابلیت چسبندگی و تشکیل بیوفیلم نداشتند. تمامی سویهبودند. هیچ یک از سویه صفراوینمک % 3/0رشد در 

متری میلی  16تا   12های عدم رشد  با قطر هاله  سودوموناس آئروژینوزاو    کلای   شیا یاشرمعنی دار، دارای فعالیت ضدمیکروبی بر علیه  

ثبت شدند.   MZ902025و    MZ853942  ،MZ854204های دسترسی  با شماره  NCBIهای جداسازی شده در پایگاه داده  بودند. سویه

های غذایی و محصولات لبنی های بومی جداسازی شده، استفاده از آنها در تولید مکملبا توجه به تأیید خواص پروبیوتیکی سویه

 شود.پروبیوتیک توصیه می

وم ی انتروکوکوس فاسهای اسید لاکتیک، پروبیوتیک، لبنیات محلی، باکتری : ی کلیدیهاهواژ
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 مقدمه 
میکروفلور روده برای حفظ یکپارچگی سد روده و همچنین  

و در نتیجه آن،    ها کمک به جذب مواد مغذی و تولید ویتامین

حفظ عملکرد روده، وظایف مهمی برعهده دارد. عدم تعادل 

تواند شرایط التهابی مزمن و در میکروبیوتای طبیعی روده می

متابولیت سرطانتولید  که های  زمانی  دهد.  افزایش  را  زا 

روده و   میکروبیوتای  شروع  باعث  است  ممکن  کند  تغییر 

تغییرات  به  منجر  و  شده  مزمن  التهابی  مسیرهای  پیشرفت 

می که  شود  عمیقی  و  متفاوت  ژنتیکی  اپی  و  توانند ژنتیکی 

ها اختلالات گوارشی و سرطان را موجب شوند. پروبیوتیک

توانند با تنظیم میکروفلور روده در جلوگیری و درمان این  می

ایفا   را  مهمی  نقش  )مشکلات  تعادل 1کنند  حفظ   .)

است.   ضروری  امری  روده  تعداد میکروبیوتای  و  نوع 

های موجود در میکروبیوتای روده به عواملی میکروارگانیسم

های پانکراس، شرایط مجرای مانند سن، رژیم غذایی، آنزیم 

افراد  روده، استرس، مصرف برخی داروها و سبک زندگی 

 (.  3، 2بستگی دارد )

های پروبیوتیک غالباً از غذاهای تخمیری سنتی یا از باکتری

شده جدا  پروبیوتیکروده  یا اند.  و  لبنیات  در  که  زمانی  ها 

استفاده میمکمل دارویی  مواد تشکیل های  عنوان  به  شوند، 

ها شامل (. این باکتری4شوند )میکروبی نامیده می   دهنده زنده

از  گونه ، 3بیفیدوباکتریوم ،  2لاکتوباسیلوسهایی 
انتروکوکوس 5لاکتوکوکوس،  4لئوکونوستوک   ،6 ،

پدیوکوکوس 8کارنوباکتریوم   ،7باکتروئیدس   ،9 ،
تتراژنوکوکوس 10استرپتوکوکوس واگوکوکوس 11،   ،12 ،

 
2 Lactobacillus 
3 Bifidobacterium 
4 Leuconostoc 
5 Lactococcus 
6 Enterococcus 
7 Bacteroides 
8 Carnobacterium 
9 Pedicoccus 
10 Streptococcus 

-، فکالی16اوباکتریوم،  15، باسیلوس 14، ویسلا13اوئنوکوکوس
اکرمانسیا17باکتریوم از    باشندمی  19رززبوریا و    18،  برخی  که 

 (.  5اند )آنها به تازگی گزارش شده

معده   اسیدی  میکروبی  محتوی  ضد  خواص  های آنزیمو 

های پروبیوتیک پپسین از ورود و بقای باکتریگوارشی مانند  

می  به بقاروده جلوگیری  نتیجه،  در  در چنین شرایط   ءکند. 

های فیزیولوژیکی است که ترین چالشبحرانی یکی از مهم 

های پروبیوتیک باید در هنگام تجویز خوراکی تحمل کشت

پروبیوتیک این چالش،  با  مقابله  برای  را میکنند.  با ها  توان 

-میکروارگانیسم  اینسایر محصولات غذایی ترکیب کرد تا 

به زنده ماندن در طول فرآیند گوارش کند   یا هایی را قادر 

شرایط سویه در  مقاومت  بیشترین  با  پروبیوتیکی  جدید  های 

روده   pH . اگرچهاسیدی را از منابع مختلف به دست آورد

و   8تا    7بین  کوچک   بقای   است  توجهی  قابل  طور  به 

نمی  هاپروبیوتیک تهدید  نمکرا  و  پانکراتین  های کند، 

کوچک   روده  در  باکتری  توانندمیصفراوی  های رشد 

 . (6را در روده مهار کنند )پروبیوتیک 

ا دارند.  رشد باکتری های بیماری ز  بر  یمهار ها اثر  پروبیوتیک

تولید ها اثر ضدمیکروبی خود را از طریق  میکروارگانیسم  نای

باکتریوسین، تولید اسید لاکتیک، کاهش نفوذپذیری روده،  

و تحریک   های بیماری زا از طریق چسبندگیباکتری  بارقابت  

 (.7کنند )ایمنی مخاطی اعمال می

ها در پیشگیری و درمان  انواعی با توجه به نقش پروبیوتیک

بیماری منابع  از  از  آنها  جداسازی  اهمیت  و  گوارشی  های 

-محلی، مطالعه حاضر با هدف جداسازی و شناسایی باکتری

از  شهرهای  تهیه شده  لبنی محلی  منابع  از  پروبیوتیک  های 

 فریدن و گلپایگان انجام شد.  

 

 

 

11 Tetragenococcus 
12 Vagococcus 
13 Oenococcus 
14 Weisella 
15 Bacillus 
16 Eubacterium 
17 Faecalibacterium 
18 Akkermansia 
19 Roseburia 
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 رانیا یسنت یاز منابع لبن یکیوتیبا خواص پروب ومیانتروکوکوس فاس دیجد هایهیسو ییشناسا 

25 

 ها مواد و روش 

های پروبیوتیک از منابع لبنیاتی باکتری جداسازی  

به شناسایی  و   ماکروسکوپی،  هایروش  سنتی 

 میکروسکوپی و بیوشیمیایی

 نمونه برداری از منابع لبنیاتی 

محله از  محلی  پنیر  و  ماست  از  برداری  فریدننمونه   و  های 

فالکون در  ها  نمونه  و  شد  انجام  در گلپایگان  استریل  های 

جمع یخ  آزمایشگاه  مجاورت  به  شرایط  همان  در  و  آوری 

میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان ارسال 

 شد.

 اسید لاکتیکهای جداسازی باکتری

)انتقال  پنیر  و  ماست  نمونه  از  باکتریایی  تعلیق  تهیه  از  پس 

میلی لیتر آب 100گرم از نمونه ماست و پنیر در  10جداگانه 

های تهیه شده به صورت میلی لیتر از تعلیق10مقطر استریل(، 

MRSمیلی لیتر محیط کشت    200جداگانه به  
براث انتقال 20

ها به حداکثر مقدار خود برسند و در شرایط یافت تا باکتری

ساعت   24گراد به مدت  درجه سانتی  37کم هوازی در دمای  

نمونه  انکوبه  از  رقت  سری  تهیه  از  پس   100ها،  گردید. 

کشت آگار     MRSمیکرولیتر از هر رقت در محیط کشت  

ساعت در شرایط کم هوازی در دمای   72داده شد و به مدت  

سانتی  37 سازی درجه  خالص  جهت  گردید.  انکوبه  گراد 

 آگار   MRSهای تک در محیط کشت  کلنی مورد نظر،  کلنی

ساعت   24جدید به صورت خطی کشت داده شد و به مدت 

گراد در شرایط کم هوازی انکوبه درجه سانتی  37در دمای  

 (.  8گردید )

 های شناسایی  انجام آزمون

ابتدا کلنی ها  مورفولوژی جدایه  ایزوله   هایجهت شناسایی 

رنگ آمیزی گرم شد و در زیر میکروسکوپ نوری مشاهده  

گردید،  تست کاتالاز با استفاده از آب اکسیژنه جهت تأیید 

 (.9ها انجام شد )کاتالاز منفی بودن ایزوله

های تحمل نمک ها در آزمونارزیابی سویه

 صفراوی و تحمل اسید

 شده جدا  سویه های  ،برای تعیین توانایی بقا در شرایط اسیدی

.  ندآزمایش شد  3تا    5/1معادل    pHبا     MRSدر محیط های  

 
20 deMan, Rogosa and Sharpe 

نرمال  8، از اسید کلریدیک pHدر همه موارد جهت کاهش 

به عنوان شاهد   4/6برابر با    pHبا    MRSاستفاده شد و از محیط  

شد. نمک  استفاده  شرایط  در  بقا  توانایی  تعیین   هایبرای 

درصد   0/ 3حاوی    MRSمحیط     بهها  صفراوی، این باکتری

  42های کشت در دمای  . محیطندنمک صفراوی اضافه شد

  ساعت گرم خانه گذاری شدند.  72گراد به مدت  درجه سانتی

جدایه رشد  محیطتوانایی  در  مطالعه  مورد  با های  فوق  های 

  48  ،  24)به صورت چشمی( پس از    مشاهده تغییرات کدورت 

 (.10بررسی قرار گرفت )ساعت مورد  72و 

پروبیوتیک همولیتیک  فعالیت  های بررسی 

 جداسازی شده 

ارزیابی منظور  سویه   به  فعالیت ایمنی  شده،  جداسازی  های 

همولیتیک آن ها پس از کشت خطی بر روی محیط کشت 

حاوی   دار  خون  و   5آگار  گوسفند  دفیبرینه  خون  درصد 

مدت   به  گذاری  دمای    48گرمخانه  در  درجه   37ساعت 

همولیتیک سانتی فعالیت  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  گراد 

کلنیسویه اطراف  در  هاله  تشکیل  اساس  بر  مشخص ها  ها 

به   استافیلوکوکوس آرئوسگردید. در این آزمون از باکتری  

 (.12، 11عنوان کنترل مثبت استفاده شد )

میکروبی   ضد  فعالیت   هایپروبیوتیکبررسی 

 جداسازی شده 

پروبیوتیک  های  باکتری  فعالیت ضدباکتریایی  بررسی  برای 

پنیر سنتی از محیط مولر هینتون آگار  جدا شده از ماست و 

برای   انتشار از چاهک  استفاده شد. برای این منظور از روش

باکتریاثر  تعیین   مقابل مهارکنندگی  در  پروبیوتیک  های 

کلاییاشر  هایباکتریهای  جدایه استافیلوکوکوس و    شیا 
باکتری  اورئوس شد.  کشت  استفاده  محیط  در  پاتوژن  های 

لوله  با  و  داده شد  به روش چمنی کشت  هینتون آگار  مولر 

پاستورچاهک در آن ایجاد کرده و سوپرناتانت باکتری های 

به  و  هر چاهک ریخته شد  به طور جداگانه در  پروبیوتیک 

رار درجه سانتی گراد ق  37ساعت در انکوباتور  48تا    24مدت  

عدم رشد   هایهالهمیانگین  بعد از گذشت این زمان    .داده شد

پروبیوتیک جدایه های  باکتری  سوپرناتانت  مقابل  در  ها 

 (.10) گیری شداندازه
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 و همکاران  سید قلعه 

 26 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

پروبیوتیک  بررسی بیوفیلم  تشکیل  های توانایی 

 جداسازی شده 

پروبیوتیک  های  باکتری  فعالیت ضدباکتریایی  بررسی   برای 

سنتی پنیر  و  ماست  از  شده  ابتدا  جدا  کشت،  تازه  از  های 

کشت  باکتری محیط  در  با سوسپانسیون  MRSها  هایی 

  0/ 08کدورت معادل کدورت نیم مک فارلند با جذب نوری  

نانومتر تهیه گردید. پس از آن،    630در طول موج    13/0تا  

تکرار به   3های تهیه شده در  میکرولیتر از سوسپانسیون  250

ای استریل تلقیح گردید.  خانه  96های میکروتیتر پلیت  چاهک

به عنوان کنترل منفی و   MRSچاهک حاوی   بدون باکتری 

جدایه حاوی  چاهک  از  یک  ائروژینوزاای  با   سودوموناس 

کشت   محیط  در  بیوفیلم  تشکیل  عنوان    ،TSB21قابلیت  به 

درب   چاهک سپس  شد.  گرفته  نظر  در  مثبت  کنترل 

شد   گذاشته  مدت  میکروپلیت  به  در   48تا    24و  ساعت 

پس از طی این   .درجه سانتی گراد قرار داده شد 37انکوباتور

مدت، محلول رویی موجود در هر چاهک دور ریخته شد و 

میکرولیتر بافر فسفات نمکی   300هر چاهک با اضافه کردن  

سه بار شست و شو داده شد. بین هر مرحله میکروپلیت تکان  

سلول تا  شد  آن  داده  از  پس  جداشوند.  پلانکتونیک  های 

ل کاغذی میکروپلیت به صورت وارونه بر روی یک دستما

قرار گرفت تا کاملاً خشک شود. پس از خشک شدن به هر  

اضافه شد و به   96میکرولیتر اتانول %  200ها  یک از چاهک

ث  15مدت   مکان  در  بیوفیلمدقیقه  تا  گرفت  قرار  های ابتی 

آن   از  پس  شوند.  تثبیت  اتانول  مجاورت  در  شده  تشکیل 

مدت   به  و  تخلیه  چاهک  هر  دمای   24محتوی  در  ساعت 

هر   به  سپس،  شود.  خشک  کاملاً  تا  گرفت  قرار  آزمایشگاه 

%  200چاهک   ویوله  و    2میکرولیتر کریستال    15اضافه شد 

دقیقه در مکان ثابتی قرار گرفت. پس از آن میکروپلیت در 

آ به طوری که مسیر  داده شد  ب شهری کاملاً شست و شو 

این   در  باشد.  بیرنگ  کاملاً  چاهک  هر  از  شده  خارج  آب 

مرحله از نظر کیفی تشکیل بیوفیلم از لحاظ شدت رنگ قابل 

رؤیت بود. پس از آن میکروتیتر بر روی یک سطح جاذب 

بررسی تولید کمی قرار گرفت تا کاملاً خشک شود. به منظور  

 
21 Triptic soy broth 

%  200بیوفیلم   گلایسیال  استیک  اسید  هر    33میکرولیتر  به 

جذب   ELISAچاهک تلقیح گردید و در دستگاه خوانش  

نانومتر قرائت گردید و   630تا  492نوری آن در طول موج  

های کنترل منفی و کنترل مثبت مقایسه شد.  نتایج با چاهک

( ODها بر اساس جذب نوری )در نهایت دسته بندی باکتری

 (: 13بیوفیلم به صورت زیر محاسبه گردید )

  

  OD≤ ODcغیر چسبنده: 

  ODc<OD≤ 2ODcچسبندگی ضعیف: 

  2ODc<OD≤4ODcچسبندگی متوسط: 

 4ODc<OD (24.)چسبندگی قوی: 

(OD  و باکتری  یک  نوری  جذب  میانگین   ::ODc    میانگین

 های شاهد( جذب نوری چاهک

 PCR22-کلنیبا روش  شناسایی مولکولی 
ی توان از وجود قطعههایی که از طریق آن می یکی از روش  

کلنی انجام  شد،  مطمئن  باکتری  در  خاصی   PCR-ژنی 

باشد. در این مطالعه مقداری از کلنی خالص سازی شده،  می

استریل  میکرولیتر آب مقطر 10با استفاده از لوپ استریل در 

مورد استفاده قرار   PCRحل شد و به عنوان الگو برای واکنش  

کلنی انجام  جهت  لازم  مقادیر  جدول    PCR-گرفت.    1در 

با حجم   PCRمخلوط   نشان داده شده است.   مورد استفاده 

  5/1کلرید منیزیم )PCR  (X1  ،)  بافرمیکرولیتر شامل    25کلی  

لیتر(،  میلی بر  لیتر  مولمیکرو  dNTP  (200مول  پرایمر  (،  بر 

میکرومول بر لیتر( و آنزیم   0/ 4)هر کدام  پیشرو و معکوس  

Taq  مراز نهایی  1)   پلی  مخلوط  در  یک واحد  میزان  بود.   )

به    DNAنانوگرم   سپس   PCRمخلوط  الگو  و  شد  اضافه 

( ترموسایکلر  دستگاه  در  واکنش  ،  Eppendorfمخلوط 

قرار داده شد تا طبق برنامه مورد نظر تکثیر انجام شود.  آلمان(  

 Sدر این مطالعه از پرایمرهای عمومی طراحی شده در ژن  

rRNA16  ارائه شده   1استفاده شد که توالی آن ها در جدول

توسط  پرایمرها  این  ساخت  و  طراحی  مراحل  کلیه  است. 

برنامه دمایی و زمانی   شرکت تالی ژن پارس )ایران( انجام شد.

PCR    شود. پس از اتمام  مشاهده می  2در جدولPCR   ویال

22 Colony-Polymerase chain reaction   
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ها از دستگاه خارج شد و برای مراحل بعدی در فریزر با دمای 

˚C 20- .درجه سانتیگراد نگه داری شد 

 
 S rRNA16 (14)ژن برای تکثیر  : توالی پرایمرهای مورد استفاده2جدول 

 پرایمر  توالی  طول پرایمر

 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 8F 20 نوکلئوتید

 GTA TTA CCG CGG CTG CTG G 518R 19 نوکلئوتید

 
 S rRNA16قطعه مورد نظر در ژن   PCRانجامسیکل حرارتی استفاده شده جهت  :2جدول 

گراد( دما )سانتی واکنش  مرحله  زمان )ثانیه(  

اولیه   واسرشت 1  94 300 

 30 94 واسرشت  2

 40 55 اتصال پرایمر  3

 45 72 تکثیر  4

 300 72 تکثیر نهایی  5

تکرار انجام شد. 30با   4تا  2مراحل   

 

از     حاصل  محصول  تعیین    PCRارسال  جهت 

 توالی 

حاصل از تکثیر قطعه    PCRپس از بررسی کیفیت محصول  

از نظر تک باند   S rRNA16مورد نظر مربوط به ژن کدکننده  

محصول    25بودن،   همراه    PCRمیکرولیتر  میکرولیتر    20به 

معکوس  پرایمرهای   و  شرکت پیشرو  به  توالی  تعیین  جهت 

 تالی ژن پارس ارسال گردید.

توالی با  توالی  شباهت  جهانی بررسی  بانک  های 

NCBI23   و ثبت ژن 

بررسی و تصحیح شده    Chromas  1/2  نتایج توسط نرم افزار

مورد ارزیابی   BLASTبه کمک سرور    NCBIدر    و سپس

در نهایت بر اساس همولوژی بدست آمده گونه  .قرار گرفت

 مورد نظر مورد شناسایی اولیه قرار گرفت.

 نتایج

ماکروسکوپی میکروسکوپی،  و    خصوصیات 

 هابیوشیمیایی جدایه

جدایهویژگی لبنی های  محصولات  از  شده  شناسایی  های 

مطالعه جدول    مورد  است.  3در  رشد   آمده  توانایی  نتایج 

درسویه نمک  3/0و    pHمختلف    مقادیر  ها  و %  صفراوی 

آمده    4همچنین توانایی تشکیل بیوفیلم توسط آنها در جدول  

بودند.    5/4و    pH  3قادر به رشد در  مقادیر    هاجدایههمه    است.

جدایه داشتند.  همه  را  صفرا  تحمل  قدرت  های کلنیها 

جداسازی شده همگی کاتالاز منفی و همولیز منفی بودند و 

نمایی از کلنی  بیوفیلم نداشتند.  قدرت چسبندگی و تشکیل 

باکتری از  و تست یکی  اسید  پروبیوتیک، تست تحمل  های 

نمایی از   2شود. در شکل  مشاهده می  1همولیز آن در شکل  

جدایه پروبیوتیک، در مقایسه با  3عدم تشکیل بیوفیلم توسط 

 شود.کنترل مثبت و کنترل منفی مشاهده می

 
 

 

 

 

 
23  National Center for Biotechnology Information 
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 و همکاران  سید قلعه 

 28 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 شناسایی شده از محصولات لبنی مورد مطالعه  هایهای جدایهویژگی :3جدول 

 

 صفراوی و توانایی چسبندگی و تشکیل بیوفیلم توسط آنها % نمک 3/0و   pH مختلف مقادیر ها درجدایهنتایج توانایی رشد  :4جدول 

 
 پروبیوتیک  بررسی فعالیت همولیتیک باکتری  C.ها تست تحمل اسید توسط پروبیوتیک B.پروبیوتیک.  . کلنی حاصل ازخالص سازی باکتریA: 1شکل 

 

 
تا   10های تکرار. چاهک 3جدایه مورد بررسی در   3عدم تشکیل بیوفیلم توسط  9تا  1های . چاهکهای پروبیوتیکنتایج برررسی تشکیل بیوفیلم توسط جدایه: 2شکل 

 مثبت کنترل  12

 

میکروبی   ضد  روش  جدایهفعالیت  به  از ها  انتشار 

 چاهک

های پروبیوتیکی، فعالیت پس از  جداسازی و شناسایی سویه

ضد میکروبی مایع رویی کشت آنها که از طریق سانتریفیوژ 

سودوموناس   یزاسویه بیماری  دوبر علیه    ،جداسازی شده بود

بار   3به کمک روش چاهک با    کلای  شیایاشرو    آئروژینوزا

برداشت و  اثر مثبتی در  تکرار مورد بررسی قرار گرفت که 

قطر    .ندنزا را مهار کهای بیماریها توانستند باکتریتمام گونه

  16تا    12  نها ازآمهارکنندگی    های عدم رشد در آزمایشهاله

بود متغیر  متر  می  میلی  نشان  جدایهکه  همه  بدون  دهد  ها 

محل   و  منشا 

 جداسازی

 خصوصیات میکروسکوپی  خصوصیات ماکروسکوپی  نام جدایه 

 کوکسی، گرم مثبت، فاقد اسپور های ریز، گرد، موکوییدی، شیری رنگ کلنی 3 پنیر گلپایگان

 ، گرم مثبت، فاقد اسپورکوکسی های ریز، گرد، موکوییدی، شیری رنگ کلنی 8 ماست گلپایگان 

 کوکسی، گرم مثبت، فاقد اسپور های ریز، گرد، موکوییدی ، شیری رنگ کلنی 13 پنیر فریدن

هاجدایه  رشد در 

5/1   =  pH 

دررشد   

3   = pH 

 رشد در

5/4    = pH 

 رشد در

نمک صفراوی  % 3/0  

توانایی چسبندگی و تشکیل  

 بیوفیلم 

 غیر چسبنده  + + + - 3

 غیر چسبنده  + + + - 8

 غیر چسبنده  + + + - 13

عدم رشد -+ رشد،   
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معنی یکدیگر  اختلاف  از  مناسب دار  مهاری  روی اثر  بر  ی 

.  (3های پاتوژن مورد مطالعه داشتند )شکل باکتری

 

 
 استافیلوکوکوس اورئوس و  کلای اشرشیاهای جداسازی شده بر علیه فعالیت ضدمکیروبی سویه: 3 شکل

 

محصولات     هاشناسایی مولکولی سویه الکتروفورز  از  حاصل  جدایه   3در    PCRنتایج 

شکل   در   R518و   F8پرایمرهای یونیورسال باکتریایی با از 

 آورده شده است.   4

 
های دوم تا چهارم ژن  (، چاهکM) DNA%. چاهک اول مارکر اندازه 1در ژل آگارز  S rRNA16تکثیر بخشی از ژن  PCR:  بررسی محصولات 4شکل 

 ( است.NCجفت بازی، چاهک پنجم کنترل منفی ) 530با باند حدود  13و  8، 3های باکتریایی تکثیر شده در جدایه

 

باکتری گونه  شناسایی  که  نتایج  شده  جداسازی  در های 

NBCI    به کمک سرورBLAST   ،مورد ارزیابی قرار گرفت

جدول   است.    5در  بررسی   7تا    5  هایلشکآمده  نتیجه 

دندروگرام و  باکتریهمولوژی  از  یک  هر  مورد های  های 

توالی  طم هردو  مقایسه  از  بعد  را  و   برگشتو    رفتالعه 

 اصلاحات لازم نشان می دهد. 
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 و همکاران  سید قلعه 

 30 غذایی صنایع در کاربردی میکروبیولوژی  فصلنامه 

 های پروبیوتیک شناسایی شده در محصولات لبنی. سویه5جدول 

  

 

نشاندهنده  S rRNA16ژن . این دندروگرام از نظر توالی این بخش از 3در مورد نمونه باکتری  NCBI: درخت فیلوژنی به دست آمده از سایت 5شکل 

 باشد.واریانت جدیدی می

 

 
نشاندهنده   S rRNA16ژن . این دندروگرام از نظر توالی این بخش از 8در مورد نمونه باکتری  NCBI: درخت فیلوژنی به دست آمده از سایت 6شکل 

 باشد.واریانت جدیدی می

 

 

نشاندهنده  S rRNA16ژن . این دندروگرام از نظر توالی این بخش از 13در مورد نمونه باکتری  NCBI: درخت فیلوژنی بدست آمده از سایت 7شکل 

 باشد.جدیدی می واریانت

 بحث 

های گرم ، به خصوص پاتوژنزاهای بیماریباکتریمقابله با  

کاهش پاسخ  ها مانندمنفی، در کنار سایر خواص پروبیوتیک

روده و  15)  التهابی  آن (  جذب  طریق  از  کلسترول    کاهش 

میکروارگانیسم16) این  از  است  شده  موجب  در ها  ( 

محصولات  محصولات   خصوص  به  سطح لبنی  غذایی،  در 

پروبیوتیک شود.  استفاده  عوامل وسیعی  بر  را  خود  اثر  ها 

تولید طریق  از  میکروبی  پاتوژن  ضد  خنثی (17)  ترکیبات   ،

پاتوژنترکیبات    کردن مانند  مضر  ها، انتروتوکسینها 

سمی،   آمینواسیدهای  و  )  تقویتآمونیاک  افزایش ایمنی 

 شماره دسترسی بانک جهانی ژن  نام سویه ثبت شده در بانک جهانی ژن  نام گونه  منشا، جداسازی سویه  نام جدایه 

 SBAM-IAUF-1 MZ853942 انتروکوکوس فاسیوم  پنیر گلپایگان 3

 SBAM-IAUF-2 MZ854204 انتروکوکوس فاسیوم  ماست گلپایگان  8

 SBAM-IAUF-5 MZ902025 انتروکوکوس فاسیوم  پنیر فریدن 13
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( 18)  روده  به خصوص درها و ماکروفاژها(  فعالیت لنفوسیت

های پروبیوتیک جدید با خواص سویهکنند. یافتن  اعمال می

ارتقای سلامت جامعه ها در  در برابر پاتوژن بالا  آنتاگونیستی  

ها باید بتوانند در شرایط بدن  اهمیت دارد. این میکروارگانیسم

باید بتوانند مواد   نیزصرف کنندگان  انسان بقاء داشته باشند و م

.  را تحمل کنندآنها  های  سلولاز  تعداد زیادی    حاویغذایی  

-توان با انتخاب مناسب سویه را میها پروبیوتیکزنده ماندن 

 رو برای  این  از  .(19)    های مقاوم به اسید و صفرا بهبود بخشید

سویه پروبیوتیکی  پتانسیل  در   شده  جداسازیهای  تشخیص 

حاضر مقاومت  مطالعه  و  تحمل  شرایط آنه،  این  به  نسبت  ا 

گرفت. قرار  آزمایش  برای روش  مورد  نیز  دیگری  های 

شود که از جمله آنها ها استفاده میافزایش بقای پروبیوتیک

پوشانندهمی از  استفاده  به  نفوذ    هایتوان  قابل  به غیر   نسبت 

با  ترکیبکردن،    کپسولهاکسیژن،   مانند ریزمغذی  کردن  ها 

با غذاهای پپتیدها و اسیدهای آمینه و   از آنها همراه  استفاده 

سه در مطالعه حاضر  (.  8اشاره کرد )  مانند ماست  نگهدارنده

پروبیوتیک جداسازی، از    سویه  محلی  پنیرهای  و  ماست 

شدند.   خصوصیت  تعیین  و  سازی  ها سویه تمام  خالص 

ها . همه سویهندن زا را مهار ک های بیماریباکتریرشد  توانستند  

بودند. هیچکدام   5/4و    3اسیدی با مقادیر    pHقادر به رشد در  

سویه سه از  ندادند.  نشان  خود  از  بیوفیلم  تشکیل  توانایی  ها 

فاسسویه   پروبیوتیکی واریانت  ومی انتروکوکوس  های جدید 

در   مشابهی  مطالعبودند.  سویه  ه  فاسیومچهار   انتروکوکوس 

 زنده ماندند و در  طور کاملبه   pH =  4جداسازی شد که در  

3 = pH  مقداری زنده ماندن را از دست دادند، اما هیچ کدام

-(. مقاومت به اسید در سویه 20)  ماندندن زنده   pH =  2در   در

گونهه به  متعلق  مانند ای  پروبیوتیکی  دیگر  های 

، 25لاکتوباسیلوس پلانتاروم (،  21)  24لاکتوکوکوس لاکتیس 

فرمنتوملیموسی باسیلوس  پلانتیلاکتی،  26لاکتوباسیلوس 
گونه  27پلانتاروم  مشاهده     28باسیوس استیلاکتیهای  و  نیز 

 (.22شده است )

 
24Lactococcus lactis   
25 Lactiplantibacillus plantarum 
26 Limosilactobacillus fermentum 

های اسید لاکتیک های پروبیوتیک در گروه باکتریباکتری

باکتری این  دارند.  اسید موجب کاهش  قرار  تولید  با   pHها 

پیرامون خود می از این خاصیت میمحیط  برای شوند.  توان 

بیماری برخی  و کنترل عوارض  مانند عفونت  های گوارشی 

افرادی که سرطان روده  استفاده کرد.  دارند   سرطان  بزرگ 

سالم،   افراد  با  مقایسه  در  است  کولونی   pHممکن  داخل 

در کولون این افراد را   pHبیشتری داشته باشند. مقادیر بالاتر  

توان به مقادیر کم اسیدهای آلی و اسیدهای چرب زنجیر  می

این اسیدها را  افراد نسبت داد.  این  کوتاه موجود در مدفوع 

پروبیوتیکمی متابولیکی  فعالیت  از  کرد.  توان  تولید  ها 

مدفوع به عنوان نشانگر غیر مستقیم حضور و   pHبنابراین از  

است. میکروارگانیسم  فعالیت  شده  استفاده  پروبیوتیک  های 

های داخل کولونی همچنین، از فعالیت آنزیم  pHمقادیر پایین  

کند باکتریایی مسئول تولید ترکیبات سرطان زا جلوگیری می

های گوارشی نقش داشته تواند در پیشگیری از سرطانو می

( پروبیوتیک23باشد  ضدمیکروبی  اثرات  کنترل   ها(.  برای 

شده  پاتوژن داده  نشان  مختلف  مطالعات  در  گوارشی  های 

ترکیب  که  است  داده  نشان  مطالعه  یک  نتایج  است. 

دستهباکتری پروبیوتیک  و   لاکتیس  بیفیدوباکتریوم  های 

به تعدیل ترکیب میکروبیوتای روده   لاکتوباسیلوس پلانتاروم

می امرکمک  این  و  نسبی   کند  فراوانی  افزایش  با 

های بیماری و کاهش برخی باکتریدر روده    لاکتوباسیلوس

شده است. این ترکیب همچنین در کنترل زا بالقوه مشخص  

بوده   مؤثر  آزمایشگاهی  حیوانات  در  روده  گلیومای  تومور 

گزارش شده است (. همچنین، در مطالعه دیگری  24است )

باکتری  11که   از  پروبیوتیکسویه  اشریشیا  چسبندگی    های 
(. در یک  25اند )کردهمهار   229-کاکو  هایسلولا به  ر  یکلا

پلانتاروممطالعه   روی    لاکتوباسیلوس  مهاری  های اثر  گونه 

، سودوموناس،  لاکتوباسیلوس،  انتروکوکوسمختلف جنس  

 کارایی نشان داد  لیستریاو    وساستافیلوکوک،  وساسترپتوکوک

قادر به مهار لاکتیس    بیفیدوباکتریوم  در مطالعه مشابه،(.  26)

هایی از سویه(.  27بود )  شیا کلاییاشرو    لیستریا منوسایتوژنز

27 Lactiplantibacillus plantarum 
28Lacticaseibacillus   
29 Caco-2  
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ف لبنی   سیوماانتروکوکوس  منابع  از  نیز  دیگر  مطالعات  در 

شده مطرح جداسازی  پروبیوتیک  باکتری  عنوان  به  و  اند 

)شده سویه(.  29،  28اند  حاضر،  مطالعه  جدید در  های 

ف فعالیت   سیوماانتروکوکوس  برابر  دارای  در  ضدمیکروبی 

توان  بودند و می  شیا کلاییاشرو    استافیلوکوکوس اورئوس

در مطالعات بعدی از آنها به تنهایی یا به صورت کنسرسیوم 

های جداسازی شده در مطالعات ترکیبی با سایر پروبیوتیک

با توجه به  ضد میکروبی و ضد سرطان استفاده کرد. همچنین

های پروبیوتیک یکی از سویه  کردنتوانایی اسیدی    این که 

این  استهای آنها در محصولات لبنی  ویژگیمهمترین   از   ،

میسویه در  ها  و مکمل  تولیدآوری  فن توان  غذایی  های 

آغازگر  کشت کردهای  استفاده  پروبیوتیک  زیرا  حاوی  با ، 

 pH کاهشتوانند با  عبور از شرایط اسیدی معده و صفرا، می

هایی زا و/یا میکروارگانیسمهای بیماریمیکروارگانیسم  رشد

مسئول   کن  هستند  فسادکه  مهار  محصولات خواص  و  د  ن را 

(.  30)  دنخشبیشتری بب بهبود  ها  از طریق کنترل پاتوژنرا    لبنی

های جداسازی باکتریهای عمل  برای درک کامل مکانیسم

-توصیه می  in vivo های آزمایش نها،یید ایمنی آأو ت شده

 .ودش

 گیری نتیجه

مطالعه   این  استان    6در  محلی  لبنیات  از  پروبیوتیکی  سویه 

ها قادر به تحمل شرایط اصفهان جداسازی شدند. همه سویه

های اسیدی و صفرا بودند و خاصیت ضدمیکروبی علیه سویه

کلاییاشرپاتوژن   اورئوسو    شیا  داشتند.    استافیلوکوکوس 

های توانایی تشکیل بیوفیلم نداشتند. سویه  ها هیچ یک از سویه

-جداسازی شده، واریانت   ومی انتروکوکوس فاسپروبیوتیکی  

ای کاربرد بالقوهها  این باکتری  های جدید پروبیوتیکی بودند.

برای ها  با سایر پروبیوتیکیا همزمان    که در کشت تکدارند  

 ای مورد استفاده قرار گیرند. ی رودهها پاتوژن مهار
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Abstract 

Finding new probiotic strains can help in achieving nutritional and therapeutic goals due to their consumption. 

The purpose of this study was to isolate probiotics from traditional dairy products of cities in Isfahan. Lactic acid 

bacteria were isolated from traditional dairy sources. Probiotic characteristics of the isolates was evaluated by 

carrying out bile salt tolerance tests, acid tolerance tests and checking their hemolytic activity. The ability of 

adhesion and biofilm formation as well as the antimicrobial activity of probiotic isolates was determined against 

pathogenic isolates of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. In order to definitively identify the isolates, 

colony PCR was performed using general primers designed in the 16S rRNA gene, and the gene sequences of the 

strains were registered in the world bank. Three strains of Enterococcus faecium were isolated and identified from 

the dairy products that were able to grow in the pH values of 3 and 4.5 as well as the ability to grow in 0.3% bile 

salt. None of the strains had the ability of adhesion and biofilm formation. All the strains had antimicrobial activity 

against pathogenic isolates, without any significant differences, with inhibition zones diameters of 12 to 16 mm. 

The isolated strains were registered in NCBI  database with the accession numbers MZ853942, MZ854204, and 

MZ902025. Considering the confirmation of the probiotic properties of the local isolated strains, it is 

recommended to use them in the production of food complements and probiotic starter cultures. 

 

Key words: lactic acid bacteria, probiotics, local dairy products, Enterococcus faecium 
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