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 چکیده

این مطالعه با هدف بررسی توانایی . باشند ها می هاي شیري محلی زیادي وجود دارد که حاوي لاکتوباسیلوس در ایران فراورده :سابقه و هدف
  .آوري شده از مناطق روستایی مازندران انجام شد نمونه پنیر جمع 5 لاکتوباسیلوسهاي  پروبیوتیکی سویه

هاي پروبیوتیکی شامل مقاومت به شرایط مشابه  لاکتوباسیلوس جداسازي گردید و سپس ویژگیسویه  300در این پژوهش  :هامواد و روش
  .ها مورد آزمون قرار گرفت بیوتیک زا و تحمل آنتی هاي بیماري هاي صفراوي، ممانعت از رشد میکروارگانیسم دستگاه گوارش، مقاومت به نمک

سویه شرایط اسیدي و نمک صفراي را تحمل  19. سویه لاکتوباسیلوس شناسایی گردید 300هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی  توسط آزمون :هایافته
 1( لاکتوباسیلوس پنتسوس، )سویه 2( لاکتوباسیلوس فرمنتوم، )سویه 4(لاکتوباسیلوس پلانتارم سویه منتخب  8سویه ،  19از بین این . نمودند
لاکتوباسیلوس و  (MT.ZH293)لاکتوباسیلوس پلانتارم . توانایی پروبیوتیک خوبی را نشان دادند) سویه 1( سیلوس کازئیلاکتوباو ) سویه

به تمام MT.ZH893 لاکتوباسیلوس فرمنتوم. هاي صفراوي مقاوم بودند هاي مختلف نمک نسبت به غلظت) MT.ZH993و  MT.ZH893(فرمنتوم 
هاي  از رشد میکروارگانیسم MT.ZH993و  MT.ZH193  ،MT.ZH393  ،MT.ZH593  ،MT.ZH893سویه  5 .ها مقاومت نشان داد بیوتیک آنتی

  .زا جلوگیري نمودند بیماري
بیشتر   in vivoو in vitroهاي  هاي جدا شده از پنیر محلی استان مازندران توانایی پروبیوتیکی خوبی دارند و با انجام آزمون سویه :گیري نتیجه

  .هاي بومی پروبیوتیک در فرمولاسیون مواد غذایی فراسودمند استفاده کرد توان از سویه می
به شرایط مشابه دستگاه گوارش، پنیر  بیوتیک، مقاومت زا، مقاومت آنتی هاي بیماري هاي پروبیوتیکی، میکروارگانیسم ویژگی :واژگان کلیدي
    محلی مازندران

  مقدمه 
هـاي غـذایی انسـان و     مکمـل  )Probiotics(هـا   پروبیوتیک

حیوان هستند که سلامت مصرف کننـده را تحـت تـأثیر قـرار     
هـا   واژه پروبیوتیک گستره وسیعی از میکروارگانیسـم . دهند می
ایـن  . شـود  ها و همچنین مخمرها را شـامل مـی   ویژه باکتري به

ها قادر هستند تا به دیواره اپیتلیوم روده متصل  میکروارگانیسم
اثـرات  . شده اثـرات سـلامت بخشـی در میزبـان ایجـاد کننـد      

ــک   ــی پروبیوتی ــلامت بخش ــید    س ــد اس ــا تولی ــا ب ــا ه ها و ی
هـاي   ، رقابت با میکروارگانیسـم )Bacteriocins(ها  باکتریوسین

  . )1(شود  زا و تقویت سیستم ایمنی بدن حاصل می بیماري

جمعیت پروبیوتیک داراي اثرات درمانی و حـداقلِ قابلیـت   
ها بستگی به سویه مورد استفاده دارد، اما  مانی پروبیوتیک زنده

پرگنه در گرم محصول مصـرف روزانـه هـر     106-107جمعیت 
یکـی از مشــکلات بــه کــارگیري  . )2(فـرد قابــل قبــول اســت  

هــاي شـیري عـدم تحمـل شــرایط     هـا در فـراورده   پروبیوتیـک 
هـاي مـذکور    اکولوژیک محصول و از بین رفتن آنها در فراورده

ــت ــط      . اس ــامطلوب توس ــم ن ــر و طع ــاد عط ــین ایج همچن
ز مشکلات دیگـري اسـت کـه    هاي پروبیوتیک ا میکروارگانیسم

از ایـن  . هاي شیري با آن مواجه هستند تولیدکنندگان فراورده
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هـاي شـیري    هاي پروبیوتیـک از فـراورده   رو جداسازي باکتري
هـاي پروبیوتیـک بـا     محلی نه تنها منجـر بـه کشـف بـاکتري    

تواند دیدگاه مناسـبی بـراي    شود، بلکه می خصوصیات ویژه می
هـاي   شیري جدیـد بـا میکروارگانیسـم    هاي تولید انبوه فراورده

  . بومی شود
هاي شیري تخمیري منبع مناسبی براي جداسازي  فراورده

انتخـاب  . )3(باشـد   ها با توانایی پروبیوتیک می میکروارگانیسم
ــوان   میکروارگانیســم ــه عن ــراي اســتفاده ب هــاي پروبیوتیــک ب

هاي شیري در دو دسته اصلی بـا   هاي آغازگر در فراورده کشت
 in انـواع . گیرنـد  قرار می in vitroو  in vivoوان کاربردهايعن

vivo هاي پروبیوتیک  شامل ایمنی و اثربخشی عملکردي سلول
بــا خصوصــیات تکنولــوژیکی  in vitroدر بــدن بــوده و انــواع 

هاي  جنبه. باشد هاي غذایی مرتبط می ها در فراورده پروبیوتیک
تواند در سه دسـته   یهاي پروبیوتیک نیز م تکنولوژیکی فراورده

هـاي در   هاي پروبیوتیکی در فراورده شامل بقاء میکروارگانیسم
قیمـت  (هاي اقتصادي  خواص حسی و نیز ویژگی ،زمان مصرف

در حقیقـت انتخـاب بهتـرین    . خلاصـه شـود  ) نهایی محصـول 
بـر   مـؤثر هاي مهم  میکروارگانیسم پروبیوتیک بستگی به جنبه

  .)4-6(هاي تخمیري دارد  کیفیت و اثربخشی فراورده
پنیرهاي محلی تهیه شده از شیر خام تنوع ژنتیکی بـالایی  

هـاي شـیري اکوسیسـتم     داشته و در مقایسه با سـایر فـراورده  
از سـوي دیگـر ایـران سـابقه     . )7(میکروبی پیچیـده اي دارنـد  

ذا مطالعه ل. طولانی در تولید پنیرهاي محلی مانند لیقوان دارد
هـا   هـا در ایـن فـراورده    تنوع میکروبی به ویـژه لاکتوباسـیلوس  

تواند کمک بزرگی به صنعتی شدن انواع پنیرهاي محلـی و   می
  . )8(توسعه صنعت پنیرسازي در ایران شود

هاي جدید پروبیوتیک باید نسبت بـه شـرایط سـخت     سویه
دستگاه گوارش انسان که شرایط فیزیولوژي سازگار با توانـایی  

ــاوم باشــند   ــد مق ــوتیکی دارن ــق  . )9(پروبی ــن تحقی ــذا در ای ل
نمونـه پنیـر    5هاي جـدا شـده از    سویهبر  in vitroهاي  آزمون

هـاي   یهمحلی مورد ارزیابی قرار گرفت و شناسایی ملکولی سـو 
 .برتر انجام شد

  هامواد و روش  
گلیکوکولیـک   : ها و محـیط کشـت   مواد شیمیایی، معرف

، گلیکو داکسی کولیـک اسـید   )Glycocholic acid: GC(اسید 
)Glicodeoxycholic acid:GDC( تاروکولیـــــک اســـــید ،
)Taurocholic acid: TC (  ــید ــک اس ــی کولی  و تاروداکس

Taurodeoxycholic acid: TDC)(  از شرکت مرك آلمان تهیه
، اتیـدیوم  )Oxgall(پپسین، تریپسین، نمـک صـفراوي   . گردید

از شرکت سیگما آمریکا خریـداري   RNaseبرماید، ژل آگارز و 

گلیسرول، نمـک طعـام، بـافر سـدیم فسـفات، سـدیم       . گردید
تیوگلیکــولات و هیــدروکربن هگــزان از شــرکت مــرك آلمــان 

ــداري شــد یکســن، کلرامفنیکــل، آموکسیســیلین، سفتار. خری
اریترومایسین، جنتامایسـین، استرپتومایسـین، تتراسـایکلین و    
ونکومایسین از موسسه تحقیقـات سـرم و واکسـن رازي تهیـه     

ــت . شـــد ــیط کشـ ــان و  MRSمحـ ــرك آلمـ ــرکت مـ   از شـ
ــیط  ــاي  مح   BHI agar و) MHA )Muller Hinton Agarه
 (Brain Heart Infusion Soft Agar)   از شرکت سیگما آمریکا

  .تهیه شد
نمونه پنیـر محلـی بـه     5در این تحقیق : ها آوري نمونه جمع

طور تصادفی از مناطق روستایی استان مازنـدران شـامل بابـل    
)B( چرات ،)CH( آلاشت ،)A( شیرگاه ،)SH (  و فیروزکـوه)F (

ها تحت شـرایط سـرد بـه آزمایشـگاه      نمونه. آوري گردید جمع
درجـه   -80ها در دماي  تا شروع زمان آزمایش منتقل گردید و

  . گراد نگهداري شد سانتی
 30: هاي لاکتوباسیلوس از پنیـر محلـی   جداسازي سویه

تلقیح گردیـد و در   MRS Brothلیتر  میلی 300گرم نمونه در 
ساعت گرمخانه  24به مدت  C ° 37هوازي در دماي شرایط بی

 20از مایع به مدت  لیتر میلی 25در مرحله بعد . گذاري گردید
ــه و  ــلول در    g1000دقیق ــوده س ــد و ت ــانتریفیوژ گردی  10س

 M HCl5توسـط  ( =pH 5/2لیتر محلول فسفات بـافر بـا    میلی
گرمخانـه   C ° 37 سـاعت در دمـاي   2بـه مـدت   ) تنظیم شـد 
توده سلولی دو بار توسط محلول رینگر شسته شد . گذاري شد

بـه   C °37در دمـاي  MRS agarو به صورت خطی در محـیط  
 ).10(هـوازي کشـت گردیـد     صـورت بـی   سـاعت بـه   48مدت 
از اي، گرم مثبت و کاتـالاز منفـی    هاي کاملاً مجزاي میله کلنی

به طور تصادفی انتخاب شـده و جهـت    MRSهر پلیت محیط 
سـپس  . قـرار گرفتنـد  کشت مجدد مورد بار  سهخالص سازي 

اضـافه  هـا   یهبه سـو گلیسرول % 15همراه با محیط کشت تازه 
داري  نگـه   -C °80آزمایشـات، در دمـاي  انجام تا زمان شده و 

  . شدند
و  Leiteروش  :هاي صـفراوي  گیري مقاومت به نمک اندازه

با کمـی تغییـر بـراي تعیـین توانـایی رشـد       ) 2015(همکاران 
، GCهـاي صـفراوي شـامل     هاي لاکتوباسیلوس در نمک سویه

GDC ،TC  وTDC هاي منفرد رشـد کـرده    کلنی. استفاده شد
%  85/0لیتر محلول نمک  میلی 2-5در  MRS agarدر محیط 

بـه صـورت    1سترون با دانسیته معـادل مـک فارلنـد شـماره     
از سوسپانسیون  µL10 در مرحله بعد . سوسپانسیون تهیه شد

هاي صـفراوي بـه صـورت     هاي حاوي نمک تهیه شده در پلیت
تحـت شـرایط    C37°هـا در دمـاي    پلیـت  .اي تلقیح شـد  نقطه
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 48تـا   24ها بعد از  هوازي گرمخانه گذاري شد و رشد کلنی بی
  . ساعت ثبت گردید

هـا در   با کشـت سـویه  ) oxgall(مقاومت به نمک صفراوي 
) 2009(و همکـاران   Guoمحیط آگار و مایع بـر اسـاس روش   

بـا و   MRS brothهـا در محـیط    سرعت رشد سـویه . انجام شد
 . گیري شد اندازه oxgall%  3/0ن بدو

ه آنتـی    هـاي   تحمـل سـویه  : هـا  بیوتیـک  تعیین تحمـل بـ
. زیر انجام شـد  بیوتیک بر اساس روش  لاکتوباسیلوس به آنتی
سلو ل از هر کدام   )CFU/ml)108-107توسط سوآب سترون 

کشـت   MHAهاي میکروبـی بـر روي محـیط     از سوسپانسیون
بیوتیـک بـر روي    هـاي مختلـف آنتـی    سپس دیسـک . داده شد

 ºC37ساعت در دمـاي   24محیط کشت قرار گرفت و به مدت 
گیـري   انـدازه  )mm(قطر هاله عدم رشـد  . گرمخانه گذاري شد

، نیمــه ≥)mm)  15گردیـد و نتــایج بـه صــورت سـویه مقــاوم   
گـزارش شـد     ≤ )21  (mmو حسـاس ) mm)20-16 حسـاس  

)13.(   
 Ripomontiروش آگار نقطه بر اساس : ت ضد میکروبیفعالی

بـه منظـور تعیـین توانـایی      با کمی اصلاح )2011(و همکاران 
هـاي بیمـاریزا بـا     ها براي ممانعت از رشد میکروارگانیسم سویه

، )Salmonella enterica(سالمونلا انتریکامنشاء غذایی از قبیل 
 ( ، استافیلوکوکوس ارئوس )Escherichia coli ( اشریشیا کلی

Staphylococcus aureus(ســـودوموناس آیروژینـــوزا ، ( 

Pseudomonas aeruginosa)  ا ، انتروکوکــوس هیــر ( 

Enetrococcus hirea) استفاده شد .µL2  سـاعته   24از کشت
فاقـد  ( MRSاي در سطح محیط کشت  ها به صورت نقطه سویه

هوازي در دمـاي   یبه صورت ب) سیترات آمونیم و استات سدیم
ºC 37    ســاعت گرمخانـه گــذاري شـد و ســپس    24بـه مـدت

. دقیقـه غیرفعـال شـدند    30ها توسط کلروفرم به مـدت   سلول
mL10  ــیط ــا %)  BHI agar )7/0محــــ از  µL100بــــ

زا فعال شده مخلوط شده و بر روي  هاي بیماري میکروارگانیسم
 24ها به مـدت   محیط. پخش گردید MRS agarسطح محیط 

. در شرایط هوازي گرمخانه گذاري شـد  ºC37ت در دماي ساع
به صـورت   > mm 1ممانعت و عدم تشکیل هاله واضح یا هاله 

متـر   میلـی  5و  2، هالـه بـین   )+(به صورت  <mm 1، هاله (±)
  .مشخص گردید) –(و عدم تشکیل هاله  (++)
شـیره  : ها در شیره مشـابه معـده و روده   مانی سویه زنده

براي تهیـه شـیره   . مشابه معده و روده به طور تازه تهیه گردید
سـیترات  -را با بافر فسـفات ) 1:3000(پپسین  mg/mL3معده 
از سـلول   mL 1. مخلوط شد 5/2برابر  pHمیلی مولار با  100

را که دو مرتبه با محلول رینگر سترون شستشو شده بود اضافه 

 2رش سـلولی بعـد از   ها بر اسـاس شـما   مقاومت سویه. گردید
سپس . آید به دست می ºC37 ساعت گرمخانه گذاري در دماي

آوري گردیده و در داخل شیره مشابه روده که با  ها جمع سلول
 میلـی مـولار   100تریپسین به بافر قلیـایی   mg/mL 1افزودن 
pH =8  )Na2HPO4  وNaH2PO4  (هـا بـه    نمونـه . تهیه گردید
گرمخانــه گــذاري گردیــد و  ºC37ســاعت در دمــاي  6مــدت 

  ). 12(هاي زنده انجام شد  شمارش سلول
  

مانی زنده  (%) =୪୭  ଵ
୪୭

×100% 

N1 :هاي زنده پروبیوتیک بعد از انجام تیمار  تعداد کل سلول
 شرایط دستگاه گوارش

N0  :اولیه هاي زنده پروبیوتیک تعداد کل سلول 
  

از روش هاي اسید لاکتیک با اسـتفاده  شناسایی باکتري
یابی و براي توالی: 16S rRNA تعیین ردیف ناحیه مولکولی

 16Sهـا بـه روش مولکـولی، تکثیـر ژن     شناسایی دقیق سویه

rRNA    ي ایـن ژن عمـل  که بر اساس نـواحی محافظـت شـده  
ــام شـــدمـــی  ــام واکـــنش . کنـــد، انجـ ــراي انجـ   از  PCRبـ

ــر ــیش رو   پرایمـ ــومی پرایمـــر پـ ــاي عمـ ــوالی  : هـ ــا تـ   بـ
)5′-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3′ ( ــر و پرایمـــــــ

) GGTTACCTTGTTACGACTT-3′-′5(بـا تـوالی   : معکـوس 
)Biotez, Berlin, Germany ( ــد ــتفاده ش ــیکل  ).15(اس س

واکـنش زنجیـرة   : ریـزي شـد   حرارتی بـه صـورت زیـر برنامـه    
درجـه   94واسرشـته سـازي اولیـه در     هاي پلیمرازي با چرخه

چرخه با مرحلـه واسرشـته    25دقیقه،  10گراد به مدت  سانتی
دقیقه، مرحله اتصال  1گراد به مدت  درجه سانتی 94سازي در 

دقیقه، بسـط   2گراد به مدت  درجه سانتی 61آغازگر در دماي 
یک چرخـه   دقیقه و نهایتاً 5گراد به مدت  درجه سانتی 72در 

دقیقه انجـام   10گراد به مدت  درجه سانتی 72بسط نهایی در 
  . شد

جهت تعیین تـوالی بـه صـورت     PCRهاي واکنش  فراورده 
 . کره ارسال شدند Macrogenخوانش یک طرفه به شرکت 

در ایـن تحقیـق از روش آمـاري     :هـا  تحلیـل داده  و  تجزیه
multiattribute decision-making    بــراي مشــخص کــردن

بـراي   Excel 2007افـزار   از نـرم . هاي برتر استفاده گردید سویه
  .استفاده شدرسم نمودار 

 هایافته  
ه نمـک   اندازه مقاومـت  : هـاي صـفراوي   گیري مقاومت بـ

هـاي   هـاي مختلـف نمـک    ها نسـبت بـه غلظـت    لاکتوباسیوس
] زمـان   1جدول . مورد آزمون قرار گرفت%)  2تا  3/0(صفراوي 
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 ٩٢

بـا   B29سـویه  . دهـد  را نمـایش مـی   65/2تا  11/0تأخیر بین 
بـا زمـان    F12یه ساعت کوتـاه تـرین و سـو    11/0زمان تأخیر 

. تـرین زمـان تـأخیر را نشـان داد     ساعت طـولانی  65/2تأخیر 
قـادر   MRS+0.3% bileدر محیط کشـت   B29بنابراین سویه 

رشد نماید و سازگاري بـالایی   MRSهست مانند محیط کشت 
همچنـین   B29سـویه   1با توجه بـه جـدول   . دهد را نشان می

. باشد اوم میهاي صفراوي مق هاي مختلف نمک نسبت به غلظت
 3/0سویه قابلیت رشد در غلظت  19،  1بر اساس نتایج جدول 

% 2سـویه در غلظــت   3، % 3و  1سـویه در غلظــت   6، %5/0و 
قابلیـت   B17و  SH10 ،B29سه سویه . نمک صفراوي را دارند

بـا وجـود زمـان     SH16سـویه  . ها را دارند رشد در تمام غلظت
هـاي   هاي بالا نمـک  ولی در غلظت) ساعت 13/0(تأخیر پایین 

  .باشد صفراوي قادر به رشد نمی

قابلیـت تحمـل    2جـدول  : ها بیوتیک تعیین تحمل به آنتی
هاي لاکتوباسیلوس جدا شده از پنیـر محلـی نسـبت بـه      سویه
همان . دهد ها به روش انتشار دیسک را نمایش می بیوتیک آنتی
ها نسبت به  شود تمام سویه که در این جدول مشاهده میطور 

 F4تنهـا سـویه   . ونکومایسین و استرپتومایسین مقاوم هسـتند 
ها مقاوم  نسبت به جنتامایسین نیمه حساس است و بقیه سویه

 نسـبت بـه آموکسـی    H25و  B22 ،F12هـاي   سویه. باشند می

لــذا ایــن ). 2جــدول (ســیلین و سفتاریکســن مقــاوم هســتند 
توانند به مصرف بیمارانی که تحت درمان با این دو  ها می یهسو

به تمام  H25و  F12هاي  سویه. بیوتیک هستند قرار بگیرد آنتی
 12. هاي استفاده شده در این تحقیـق مقـاوم انـد    بیوتیک آنتی

  . سویه نسبت به کلرامفنیکل حساس هستند

  
  هاي صفراوي جدا شده از پنیر محلی مازندران سویه لاکتوباسیلوس به نمک 19مقاومت  .1جدول

  هسوی گیري مقاومت به صفرا اندازه
   نمک صفراوي%  3/0، )ساعت(زمان تأخیر   * )نمک صفراوي(% رشد در پلیت 

2 1  5/0  3/0     
– – + + 07/0±72/0 A22 

– – + + 03/0±43/0 A21 

– – + + 08/0±50/1 A10 

– + + + 12/0±61/0 SH17 

– – + + 05/0±13/0 SH16 

– + + + 04/0±90/0 SH11 

– – + + 09/0±07/1 SH18 

+ + + + 01/0±50/0 SH10 

– – + + 04/0±09/1 B22 

+ + + + 02/0±11/0 B29 

–  + + + 11/0±15/1 B7 

– – + + 02/0±20/0 B25 

– – + + 12/0±20/1 B9 

+ + + + 02/0±38/0 B17 

– – + + 15/0±50/1 F4 

– – + + 26/0±16/2  F8 

– – + + 39/0±35/2 F3 

– – + + 09/0±65/2 F12 

– – + + 08/0±30/0   H25 

  رشد مثبت+ = و  عدم رشد=  –  *         
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  به روش انتشار دیسک *ها بیوتیک سویه لاکتوباسیلوس جدا شده از پنیر محلی مازندران نسبت به آنتی 19مقاومت  .2جدول

V30 S10 GM10 T30 CRO30 Ch30 AMX25 E15 ها سویه  
 A22  نیمه حساس حساس حساس حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 A21 مقاوم حساس حساس حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 A10 حساس حساس حساس حساس حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 SH17 حساس حساس حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 SH16 نیمه حساس حساس حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 SH11 حساس حساس حساس حساس حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 SH18 نیمه حساس حساس حساس مقاوم نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 SH10 مقاوم مقاوم حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 B22 نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 B29 مقاوم نیمه حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 B7 نیمه حساس حساسنیمه  حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 B25 مقاوم نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 B9 حساس حساس حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم
 B17 حساس حساس حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 F4 نیمه حساس حساس حساس نیمه حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم
 F8 مقاوم نیمه حساس مقاوم حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 F3 نیمه حساس نیمه حساس نیمه حساس نیمه حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 F12 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 H25 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم

اـیکلین  = gµ30( ،T30(سفتریکسـن  = CRO30، )gµ30(کلرامفنیکـل  = Ch30، )gµ25(آموکسـی سـیلین   = AMX25، )gµ 10(اریترومایسین = E15: ها بیوتیک آنتی* = gµ30( ،GM10(تتراس
  ).gµ30(ونکومایسین = V30، )gµ10(استرپتومایسین = S10، )gµ10(جنتامایسین 

  
دهـد کـه تمـام     نشـان مـی   3جـدول  : فعالیت ضد میکروبی

قادرنـد   F12و  B22 ،B9 ،F3هاي لاکتوباسیلوس به جزء  سویه
ــا  ــودموناس آئروژینوس ــد  س ــار نماین ــویه . را مه ــا  B22س تنه

نماید و  را کنترل می انترکوکوس هیرازا  میکروارگانیسم بیماري
سـویه  . کنـد  را مهار میسودموناس آئروژینوسا تنها  B17سویه 

B9 زا اثـري   هـاي بیمـاري   کدام از میکروارگانیسـم  یچبر روي ه
ــدارد ــام  B7و  SH11 ،H25 ،F4 ،B29 ،B25 ،A21. نـــ تمـــ

  . اند زا را مهار نموده هاي بیماري میکروارگانیسم
 1نمـودار  : ها در شیره مشابه معده و روده مانی سویه زنده

هاي لاکتوباسـیلوس جـدا شـده از پنیـر محلـی       مقاومت سویه
مـانی   زنـده . دهـد  دستگاه گوارش نمایش مـی نسبت به شرایط 

متغیر %  9/94تا  8/68ها در شرایط دستگاه گوارش بین  سویه
بالاترین مقاومت به شرایط دستگاه گـوارش مربـوط بـه    . است

کـه از پنیـر محلــی بابـل جداسـازي شـده بــود و       B22سـویه  
که از پنیر محلـی چـرات بـه     CH25کمترین مقاومت را سویه 

هاي جدا شده از پنیر محلی شیرگاه مقاومـت   سویه. دست آمد
  .بالاتري نسبت به شرایط دستگاه گوارش نشان دادند

  
  

هاي اسید لاکتیک با اسـتفاده از روش  شناسایی باکتري
 in vitroهـاي  با توجه به نتایجی که توسط آزمایش: مولکولی

-(جدایــــــه  8بــــــه دســــــت آمــــــد، در مجمــــــوع 
F4،B17،B7،SH11،B29،SH10 ،F3  وSH17 ( انتخاب و مورد

هاي مورد نظـر اسـتخراج   جدایه DNAابتدا . آزمون قرار گرفت
و  27FYMهـاي عمـومی   ي بعد با کمک پرایمردر مرحله. شد

1492R  16تکثیر ژنS rRNA   انجـام گرفـت .DNA   در همـۀ
جفـت   1500ها به صورت تک نوار و بـا انـدازة تقریبـی     نمونه

هـا بـا بانـک     مقایسـه تـوالی سـویه   . مشاهده گردید نوکلئوتید
هـاي   سـویه % 97نشان داد که با تشابه بـالاي   NCBIاطلاعات 

F4 ،B17 ،B7  وSH11  هـاي   سـویه پلانتارم ، متعلق به جنس
B29  وSH10 فرمنتــوم، ســویه  جــنسF3 پنتســوس،  جــنس

سویه ها بر اسـاس اسـامی   . باشد کازئی می جنس SH17سویه 
و سال انجام آزمون ) د توکلی و زهره حمیدییمحمو(محققین 

  :به طور قراردادي به صورت زیر نام گذاري شد) 1393(
 L. plantarum (MT.ZH193, MT.ZH293, MT.ZH393 

and MT.ZH593), L. casei (MT.ZH493), L. petntosus 
(MT.ZH693), and L. fermentum (MT.ZH893 and 
MT.ZH993)  
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 ٩٤

 هاي لاکتوباسیلوس جدا شده از پنیر محلی مازندران توسط سویه ضد میکروبیهاي  ویژگی. 3 جدول

  ها سویه  *زا هاي بیماري ممانعت از رشد میکروارگانیسم 
V IV III II I   
++ – ++ – –  A22 
++ ++ ++ ++ ++ A21 
++ ++ – –  + A10 
++ – – ++ ++ SH17 
++ ++ –  ++ – SH16 
++ ++ ++ ++ ++ SH11 
++ ++ ++ ++ – SH18 
++ ++ ++ – ++ SH10 
– – ++ – – B22 
++ ++ ++ ++ ++ B29 
++ ++ ++ ++ ++ B7 
++ ++ ++ ++ ++ B25 
– – – – – B9 
++ – – – – B17 
++ ++ ++ ++ ++ F4 
++ ++ – ++ ++ F8 
– ++ ++ ++ ++ F3 
– – – ++ ++ F12 
++ ++ ++ ++ ++ H25 

ممانعت و عدم تشکیل هاله واضح یا : فعالیت   .سودوموناس آیروژینوزا =  Vاستافیلوکوکوس ارئوس،  =  VIانترکوکوس هیرا، =  IIIسالمونلا انتریکا، =  IIاشرشیاکلی ، =  I: زا هاي بیماري میکروارگانیسم*
  )–(تشکیل هاله  و عدم (++)متر  میلی 5و  2، هاله بین )+(به صورت  mm 1<، هاله (±)به صورت  mm 1>هاله  

 

  
 

  هاي جدا شده از پنیر محلی مازندران تأثیر شیره مشابه دستگاه گوارش بر روي سویه .1نمودار 
  
  بحث    

سویه لاکتوباسـیلوس از پـنج    300در این تحقیق در ابتدا 
ســویه  19. نمونــه پنیــر اســتان مازنــدران جداســازي گردیــد 

 2بــه مــدت  5/2برابــر  pHلاکتوباســیلوس توانســتند شــرایط 
  هـاي  آزمـون . را تحمـل نماینـد  %  3/0ساعت و نمک صفراوي 

 in vitro در آخر به کمک روش آماري . بر روي آنها انجام شد

multi-attribute decision making 8   ــاب ــر انتخ ــویه برت س
بــر روي آنهــا  16s rDNAو شناســایی ملکــولی ) 16(گردیــد 

  . صورت پذیرفت
هاي  هاي لاکتوباسیلوس به نمک مقاومت سویه 1در جدول 

هـاي مـورد    نتایج نشان داد که سـویه . صفراوي نشان داده شد

٠

٢

۴

۶

٨

١٠

١٢

A22 SH11 SH17 SH16 B25 B22 B29 H25 B7 A21 F4 A10 SH10 F8 F3 F12 SH18 B9 B17

ت 
معی

ج
(lo

g 
CF

U
/M

L)

سویه هاي لاکتوباسیلوس

جمعیت اولیه
شیره مشابه معده
شیره مشابه روده
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هـاي صـفراوي    استفاده در این آزمون مقاومت خوبی به نمـک 
هاي محلی قادرنـد   هاي جدا شده از پنیر دارند و لاکتوباسیلوس
نتـایج بـه   . هاي صفراوي را تحمل نمایند دامنه وسیعی از نمک

دست آمده در این تحقیق با نتایج سایر محققین در این زمینه 
  .قابل مقایسه است

Vizoso-Pinto  15/0هـاي   غلظت) 2006(و همکاران سال 
% 3/0غلظـت  ) 2008(و همکـاران سـال    Matharaو %  5/0تا 

نتایج مشابهی بر . هاي صفراوي را مورد مطالعه قرار دادند نمک
هـاي صـفراوي    ها نسبت بـه نمـک   روي مقاومت لاکتوباسیوس

  ).18، 19(توسط سایر محققین گزارش شده است 
ها با توانـایی پروبیوتیـک نسـبت بـه      تعیین مقاومت سویه

آوري و  هـاي صـفراوي از لحـاظ فـن     هـاي بـالاي نمـک    غلظت
فیزیولوژي حائز اهمیت است چرا که نه تنها یک روش انتخاب 

هاي پروبیوتیکی است بلکه در مورد یک سـوش معـین    ویژگی
هاي صفراوي از طریـق بـه هـم     نمک ).18(فرد است  منحصربه

هـا   ریختن ساختمان دیواره سلولی باعث مرگ میکروارگانیسم
هـاي صـفراوي یکـی از     اومـت بـه نمـک   مقگـردد بنـابراین    می

مـانی و   باشـد کـه زنـده    ها مـی  ترین ویژگی پروبیوتیک ضروري
ها با  پروبیوتیک. نماید فعالیت آنها را در روده کوچک حفظ می

هاي صفراوي اثرات آنها را  هاي آبکافت کننده نمک تولید آنزیم
خنثی کرده و سطح کلسترول سرم خون بیماران کلسترول بالا 

 روي شـده  انجـام  مطالعـات  بیشـتر ). 19(آورنـد   ایین مـی را پ
 صفراويهاي  نمک مقابل در لاکتوباسیلوسهاي  سویه مقاومت

 صفراويهاي  نمک حاوي در محیط کشت ها  آن تأخیربا  رشد
که با نتایج بـه دسـت آمـده در ایـن تحقیـق       دهد می را نشان

 ). 18، 19(مشابه بود 
هـاي   نتایج مطالعه حاضر نشان داد که قابلیت تحمل سویه

هـاي   بیوتیـک  لاکتوباسیلوس جدا شده از پنیر محلی بـه آنتـی  
هـا   نتایج نشـان داد کـه تمـام سـویه    . باشد مختلف متفاوت می

به جزء (نسبت به استرپتومایسین، ونکومایسین و جنتامایسین 
F4( ــد ــاران   Zhou. مقاومن ــت بـ ـ) 2005(و همک الاي مقاوم

. ها نسـبت بـه استرپتومایسـین را نشـان دادنـد      لاکتوباسیلوس
Kirtzalidou  هاي  نشان دادند برخی سویه) 2011(و همکاران

ــل   ــیلوس از قبی  .L. rhamnosus, L. casei, Lلاکتوباس

plantarum, L. fermentum, L. brevis   وL. curvatus    بـه
قاومـت بـه   م .ذاتی نسبت به ونکومایسین مقـاوم هسـتند   طور

ــه   ــی گونـ ــین در برخـ ــین و استرپتومایسـ ــاي  ونکومایسـ هـ
شود بنابراین قابل انتقـال   لاکتوباسیلوس در کروموزوم بیان می

باشد و از لحـاظ سـلامتی    زا نمی هاي بیماري به میکروارگانیسم
هـاي   مقاومت به ونکومایسین توسط سـویه . نگرانی وجود ندارد

ــه حضــور دي لاکتــات لایــه -يد -آلانــین -لاکتوباســیلوس ب
آلانــین متــداول  -دي -آلانــین -پپتیــدوگلیکان بــه جــاي دي

بیوتیک  ها به جنتامایسین که یک آنتی مقاومت سویه. باشد می
آمینوگلیکوزیدي است به دلیل فقدان ناقل الکترونی وابسته به 

همچنین برخی ). 22(باشد  ها می سیتوکروم در لاکتوباسیلوس
هاي جـدا شـده از    لاکتوباسیلوس دهد که از مطالعات نشان می

پنیر نسبت به اریترومایسین، تتراسایکلین و کلرامفنیکل مقاوم 
اســاس ژنتیکــی و مکانیســم مقاومــت     ). 23، 24(هســتند  

ها هنوز به طـور کامـل    بیوتیک ها به برخی آنتی لاکتوباسیلوس
استفاده از . مشخص نیست و تحقیقات در این زمینه ادامه دارد

ها در زمان بیماري فلور طبیعی روده دچار تغییـر   بیوتیک آنتی
بیوتیـک مقـاوم باشـند فلـور      ها نسبت به آنتی شده و اگر سویه

همچنـین در اسـتفاده همزمـان    . شـود  طبیعی روده حفظ مـی 
بیوتیـک خـاص    بیوتیک و پروبیوتیـک مقاومـت بـه آنتـی     آنتی
تحمــل . دهــد مــانی پروبیوتیــک در روده را افــزایش مــی زنــده
هاي مورد  بیوتیک ي پنیر محلی مازندران نسبت به آنتیها سویه

ــه      ــت ب ــال ژن مقاوم ــال انتق ــه احتم ــان داد ک ــایش نش آزم
زا ناشی از مواد غذایی و یا در داخل  هاي بیماري میکروارگانیسم

توان نتیجه گرفـت کـه ایـن     بنابراین می. روده بسیار کم است
هـایی کـه    بیوتیـک  ها ژن مقاومت را حداقل در مورد آنتی سویه

  .دهند نسبت به آنها حساس هستند انتقال نمی
هـاي لاکتوباسـیلوس تحقیـق     نشان داد که سویه 3جدول 

. داردزا  هاي بیماري حاضر قابلیت خوبی در مهار میکروارگانیسم
ــیلوس  ــی لاکتوباس ــد میکروب ــی ض ــح   ویژگ ــی از ترش ــا ناش ه

هایی از قبیل اسـیدهاي آلـی، پراکسـید هیـدروژن و      متابولیت
ــا مــی باکتریوســین در ســال  Tejero-Sarinena). 25(باشــد  ه

ویژگی تعدادي سویه پروبیوتیـک لاکتوباسـیلوس بـر    ) 2012(
 .St. aureus, Sزا از قبیـل  هـاي بیمـاري   روي میکروارگانیسـم 

typhimurium, E. coli   و E. faecalis ــد . گــزارش نمودن
در  pHهاي وابسته بـه   دهد مکانیسم تحقیقات زیادي نشان می

دو . هــا نقــش دارد   اثــرات ضــد میکروبــی لاکتوباســیلوس   
به طور تجاري در حـال   Aباکتریوسین نیسین و کارنوسیکلین 

ها  وتیکپروبی توسط که میکروبی ضد مواد). 11(استفاده است 
 بـر  کشندگی اثر شود می تولید ترکیبی و یا جداگانه صورت به

 تـأثیر  با میکروبی ضد ترکیبات این. داردها  ریزسازه سایر روي
ــر ــت روي ب ــابع رقاب ــرژي من ــات و ان  تکثیــر شــیمیایی ترکیب

 ایـن . دهنـد  مـی  قـرار  تـأثیر  تحـت  را زا بیمـاري هـاي   ریزسازه
 آلـی،  اسـیدهاي  چـرب،  اسیدهاي شامل ضدمیکروبی ترکیبات
است ها  باکتریوسین و استوئین استیل، دي هیدروژن، پراکسید

)25 ،11.(  
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 ٩٦

مـانی   نشان داده شده است زنده 1طور که در نمودار  همان
هاي لاکتوباسیلوس در شرایط دسـتگاه گـوارش متفـاوت     سویه

 در معدههاي  سلول توسط معده شیره لیتر 2 از بیش. باشد می
هـاي   سـویه  بـر  منفی تأثیر معده اسید. شود می ترشح روز طی

 معـده  pH دارد گـوارش  دسـتگاه  از عبور ضمن لاکتوباسیلوس
 3 مـدت  بـه  کـه  غـذا  هضـم  زمـان  و غذاییهاي  وعده به بسته

 هـر  بنابراین. است متغیر 5/4 تا 5/1 بین کشد می طول ساعت
 گـوارش  دسـتگاه  از عبور طی مانی زنده براي پروبیوتیک سویه
 تعیــین بــراي متــداول روش در. باشــد اســید بــه مقــاوم بایــد
 معـرض  در بافر حضور در راها  آن منتخبهاي  سویه مانی زنده

 در و دهنـد  مـی  قـرار  معین زمان مدت در پایین pH با محلول
برکـات و  . نماینـد  می شمارش را زندههاي  سلول تعداد آن طی

ها باکتريگزارش دادند مقاومت بالاي بعضی ) 2011(همکاران 
تواند به علـت تولیـد ترکیبـاتی ماننـد      پایین می pHنسبت به 

ها باشد که مانع از اثر اسید بر روي غشاي سـلولی  ساکاریدپلی
  .شودها میآن

Prasad  گـزارش نمودنـد تنهـا تعـداد     ) 1998(و همکاران
ها و بیفیدوباکترها به طور ذاتی نسـبت   کمی از لاکتوباسیلوس

نتـایج مشـابه اي در   . گوارش مقاوم هسـتند به شرایط دستگاه 
رابطه با مقاومت وابسته به سـویه نسـبت بـه شـرایط دسـتگاه      

جـدا شـده از پنیـر    لاکتوباسیلوس پلانتـاروم  گوارش در سویه 
مقاومت به . به دست آمد) 30(، پنیر بلغاري )29(فیوره ساردو 

شرایط اسیدي بستگی به جنس و سویه دارد و بیفیـدوباکترها  

هـاي   مقاومت به اسـید در میکروارگانیسـم  ). 31(ترند  حساس
 ).32(مرتبط است  H+-ATPaseلاکتیک اسید با فعالیت آنزیم 

بنابراین تفاوت در مقاومت به شرایط دسـتگاه گـوارش ممکـن    
هـا   است به دلیل تفاوت در فعالیت ایـن آنـزیم در پروبیوتیـک   

ه غـذاهاي  ها به همـرا  به طور کلی استفاده از پروبیوتیک. باشد
هاي پروبیوتیک را در  پرچرب و حاوي پروتئین، میکروارگانیسم
 را تکنیـک  کنـد ایـن   عبور از دسـتگاه گـوارش محافظـت مـی    

 از عبـور  حـین هـا   پروبیوتیـک  مـانی  زنده افزایش براي توان می
  ). 29( .کرد استفاده گوارش دستگاه

از قبیـل مقاومـت بـه     in vitroهـاي   در این تحقیق آزمون
هاي صفراوي و شرایط دسـتگاه گـوارش، قابلیـت تحمـل      نمک
 5هاي جـدا شـده از    بیوتیک و فعالیت ضد میکروبی سویه آنتی

نمونه پنیر محلی مورد ارزیابی قرار گرفت و شناسایی ملکـولی  
سویه توانایی  8نتایج نشان داد که . هاي برتر انجام گرفت سویه

  و in vivoهــاي  البتــه آزمــون. داشــتندپروبیــوتیکی بــالاتري 
 in vitro ها بر کلسترول و قنـد خـون    بیشتر از قبیل اثر سویه

هاي اپیتلیـال روده،   هاي آزمایشگاهی، چسبیدن به سلول موش
هـاي   توانایی تولید باکتریوسین، پر اکسـید هیـدروژن و آنـزیم   

ــده نمــک ــراي شــناخت ســایر   آبکافــت کنن ــاي صــفراوي ب ه
هاي حاضر باید صورت پـذیرد تـا    وبیوتیک سویههاي پر ویژگی

هاي پروبیوتیک سلامت  ها در تولید فراورده بتوانیم از این سویه
  .بخش استفاده نماییم
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Background and Objectives: In Iran, there are many traditional dairy products containing Lactobacillus. 
This study investigates the probiotic potential of Lactobacillus strains obtained from 5 samples of cheese 
collected from the rural areas of Mazandran Province. 

Materials and Methods: Three hundred Lactobacillus strains were isolated and assessed for probiotic 
potential properties including ability to survive in simulated gastrointestinal condition, tolerance to bile salts, 
inhibition of pathogenic bacteria, and susceptibility of antibiotic discs. 

Results: Totally, 300 strains were identified as Lactobacillus by phenotypical and biochemical testes. 
Nineteen strains survived in acidic and bile conditions. Among these 19 strains, 8 Lactobacillus strains 
including L. plantarum (4 strains), L. casei, L. petntosus, and L. fermentum (2 strains) showed good probiotic 
potential. L. plantarum (MT.ZH293) and L. fermentum (MT.ZH893 and MT.ZH993) were resistant to all the 
used bile concentrations. L. fermentum MT.ZH893 had strong resistance to all the antibiotics tested. Five 
lactic strains of MT.ZH193, MT.ZH393, MT.ZH593, MT.ZH893 and MT.ZH993 prevented the growth of all 
foodborne pathogens.   

Conclusion: These Lactobacillus strains with probiotic potential may be useful for formulation of functional 
foods, but further in vitro and in vivo studies on these strains are still required.  

Keywords: Probiotic properties, Pathogenic bacteria l, Antibiotic resistance, Simulated gastrointestinal 
resistance, Mazandaran local cheese  
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