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 30/1/1400تاریخ پذیرش:                                                                                                27/10/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

 هایسمارگانمیکرو ین. اهای لبنی وجود دارندخصوص فراوردهو به یعتدر طب ایگستردهطور هب لاکتوباسیلوسجنس  هاییباکتر و هدف: سابقه

 ینهدف از ا .باشندکنند که دارای فعالیت ضدمیکروبی میمی یدتول یوسینو باکتری آل اسیدهای مانند ترکیباتی مختلفی یر،تخمفرایند در طول 

 یاز ماست محل یلوسلاکتوباسشده  یزولها یهایهتوسط سو یدیتول یوسینباکتر یکروبیضدم یتفعال یینو تع ییشناسا ی،پژوهش جداساز

 شهرستان بهبهان بود.

اثر  شناسایی و سپس 16S rRNAماست محلی شهرستان بهبهان توسط روش آنالیز ژن  لاکتوباسیلهای جدایه پژوهشدر این  ها:مواد و روش

قرار  بررسی مورد دیسک چاهک وانتشار در آگار به کمک های روش به باکتری شاخص غذازاد سویه 5باکتریوسین تولیدی علیه ضدمیکروبی 

 نیز بررسی شد. یوسلاکتوباس یهایهسوبر فعالیت و پایداری باکتریوسین  pHهای پروتئولیتیک، حرارت و گرفت. اثر آنزیم

استافیلوکوکوس ، شیگلا دیسانتریهای نشان داد که بیشترین اثر مهارکنندگی روی باکتری و دیسک حاصل از روش چاهکنتایج  :هايافته
، پلانتاروم لاکتوباسیلوس هایجدایهترتیب مربوط به به لیستریا مونوسیتوژنزو  میکروکوکوس لوتئوس، ینوزا آئروژسودوموناس ، اورئوس

سودوموناس ترین و حساس میکروکوس لوتئوسبود. جدایه  لاکتوباسیلوس بوشنریو  وباسیلوس کازئیلاکت، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
های پروتئولیتیک میکروبی تولید شده توسط آنزیمزا در برابر اثر ترکیبات باکتریوسینی بودند. ترکیبات ضدترین باکتری بیماریمقاوم آئروژینوزا

 پایداری خود را حفظ کردند. pHغیر فعال شدند اگر چه در برابر حرات و 

موجود در  های شاخص غذازادقادر به مهار طیف وسیعی از میکروارگانیسم ی بومی،هالاکتوباسیلتوسط باکتریوسین تولید شده  گیري: نتیجه

 خطر استفاده شود.زیستی سالم و بیهای د به عنوان نگهدارندهنتوانباشند و میمواد غذایی می

  میکروبی، باکتریوسین، فعالیت ضدمحصولات لبنی سنتی، لاکتوباسیلوس واژگان كلیدي:

  مقدمه 

 مثبت، هایی هستند گرمهای اسید لاکتیک باکتریباکتری

 سریتوکروم  منفری و  نیتررات  احیای منفی، کاتالاز اسپور، بدون

 انردول  تولیرد  و ژلاترین  ذوب فاقرد توانرایی   که منفی اکسیداز

 تخمیرری  متابولیسرمی  لاکتیرک  اسرید  هرای براکتری . هستند

محصرول نهرایی    لاکتیک اسید و هستند داشته، ساکارولیتیک

 اسرید  هایباکتریاست. خانواده  کربوهیدرات تخمیر از حاصل

 بره  کره  باشرد مری  متعرددی  هرای گونه و جنس شامل لاکتیک

مفیرد هسرتند. بره صرورت      غرذا  صرنعت  برای مشخص صورت

 کراهش  ستی جهتبه عنوان افزودنی زی هاتاریخی، این باکتری

 مانردگاری  زمران  افرزایش  و غرذایی  فسراد  و باکتریایی آلودگی

 از مشرخص  هرای گونه برخی. شدندمی اضافه غذا به محصولات

-به مثال طور به. دارند خاص صنعتی هایاستفاده این خانواده،

  هایفراورده در جمله از صنعتی تخمیرهای برای  آغازگر عنوان

(. 1شرروند  مرری اسررتفاده هرراسرربزی غررلات و ، گوشررتی،لبنرری

خررانواده اسررید  مهررم هرای   از برراکتری یکرری  هررا لاکتوباسریلوس 

باریک و بلنرد   های  متنوع باسیل هایشکلبه  بوده که لاکتیک

گونره و   100وجود دارند و دارای بریش از   تا کوکوباسیل کوتاه

طبیعری در دهران،   صرورت  بره  ها این باکتری. زیرگونه هستند
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و همچنرین  ، گوشرت  هرا فراورده های آن، سربزی شیر و  روده،

 لاکتوباسیلوسهای شود. باکتریهای تخمیری یافت میفراورده

درصررد  5 برروده و هرروازی اختیرراری یررا میکروآئروفیررل  برری 

شرود.   هرا مری   اکسیدکربن در محیط باعث تحریک رشد آن دی

 گرراد سرانتی درجره   40ترا   30ها برین   آن فعالیتدمای بهینه 

اسرت   8/5ترا   5/5ها در حدود  هینه برای رشد آنب pHو  است

هرا   این براکتری . نیز قادر به رشد هستند 5کمتر از  pH در اما 

هرای  مختلرف دارای نقرش   غذایی های  در محصولات و فرآورده 

-مری لاکتیرک   به علت تولید اسیدمتفاوتی است. به طور مثال 

های ابولیتعلت تولید متداشته باشد یا بهنقش نگهدارنده تواند 

عنوان سویه مفید و پتانسیل تنظیم و تقویت سیستم ایمنی، به

ایجراد    . همچنرین، بره علرت   مکمل در محصولات استفاده شود

ترکیبرات مذرذی بره عنروان      و بافت مناسب، مختلف های  طعم

، تخمیر غرذاهای  محصولات لبنیاستارتر برای انواع مختلفی از 

هرای  براکتری (. 2، 3دارنرد   و نان نقش  گیاهی، تخمیر گوشت

دارای طیررف وسرریعی از فعالیررت ضرردمیکروبی  لاکتوباسرریلوس

باشرد. از جملره تولیرد    هستند که دارای دلایرل مختلفری مری   

اسرید اسرتیک، اسرید    از قبیرل   آلری  اسیدهای ترکیباتی مانند

 ،هرا باکتریوسرین  پراکسید هیردروژن،  لاکتیک و اسید فرمیک،

 قرارچی، هرای ضرد  و پرروتئین  موزن مولکرولی کر   پپتیدهایی با

فنیرل   های چربی، اسیدهای آمینه و اسیدهای چرب،متابولیت

ترکیبرات   لاکتیک اسید و هیدروکسی فنیل لاکتیرک اسرید و  

دیگر ماننرد دی اسرتیل، آمونیراا، اتانرل، دی آمیناسرتوئین،      

. اثرررر آنتاگونیسرررتی بررراکتری  (4، 5  اسرررتالدئید، بنرررزوات 

زای مهرم  هرای بیمراری  از باکتریعلیه بسیاری  لاکتوباسیلوس

، اشرشریا کلری  ، لیستریا مونوسرایتوژنز انسانی و غذایی از قبیل 

و  کلسرتریدیوم بوتولونیروم   ،فلکسنری شیگلاو  سالمونلا انتریکا

واژه (. 6-9بره اثبرات رسریده اسرت       استافیلوکوکوس اورئوس

هرا یرا   پرروتئین  باکتریوسین شرامل گرروه برزر  و وسریعی از    

که اثرر   باشدسلولی می ضدمیکروبی ریبوزومی خارجپپتیدهای 

علیرره معمررولا یررا باکتریواسررتاتیکی دارنررد و و  کشررییبرراکتر

هایی که از نظر ژنتیکی قرابت بیشتری برا خرود دارنرد،    باکتری

-ارگانیسرم  توسرط  که هاییباکتریوسین میان کنند. ازعمل می

 طشوند، باکتریوسرین تولیردی توسر   می تولید مثبت گرم های

 تاکنون انواع (.10  دارند تجاری بالایی ارزش هاسلاکتوباسیلو

 (،Nisinنایسررین   هررا ماننررد باکتریوسررین از مختلفرری

، (Bulgarican  بولگاریکرران ،(Diplococcin  دیپلوکوکسررین

 مختلف انواع ( وLactacinلاکتاسین   ،(Helviticin  هلوتیسین

انررد. شررده خصوصرریت تعیررین و شناسررایی هرراپلانتاراسررین

و  گرذارد تاثیر میسیتوپلاسمیک  بر غشا ها معمولاباکتریوسین

در غشرا   حرکتی پروتون باعرث تشرکیل حفرره    با ایجاد نیروی

و همکراران   Wang(. 11شرود   شده و مر  سلول را باعث می

لاکتوباسرریلوس را از برراکتری  LPL-1(، باکتریوسررین 2018 
جداسررازی نمرروده و بیرران داشررتند ایررن     LPL-1 پلانترراروم

های مطلوبی جهت استفاده به عنوان باکتریوسین دارای ویژگی

و همکرراران  Bromberg(. 12باشررد  نگهدارنررده غررذایی مرری 

های اسید لاکتیک تولید کننده باکتریوسرین  (، باکتری2004 

را از گوشت و محصولات گوشتی جداسرازی نمروده و گرزارش    

ها به واسطه تولیرد ترکیبرات باکتریوسرینی    کردند این باکتری

زا های عامل فساد و بیمراری توانند از رشد و فعالیت باکتریمی

(، از براکتری  2019و همکراران    Jawan(. 13جلوگیری کنند  

، لاکتوباسیلوس فارسیمینیسو  اسیدی لاکتیسیپدیوکوکوس 

مورد ها را های آنترکیبات باکتریوسینی را جدا نموده و ویژگی

(، باکتریوسرین  2020و همکاران   Pei(. 14بررسی قرار دادند  

جداسررازی و  لاکتوباسرریلوس پلانتررارومجدیرردی را از برراکتری 

-تخلیص نمودند و گزارش کردند این باکتریوسین علیه باکتری

-های گرم مثبت و گرم منفی فعالیت ضد میکروبی دارد و مری 

تافیلوکوکوس اسررتوانررد از تشررکیل بیرروفیلم توسررط برراکتری  
 هرای جدایره با توجه بره اهمیرت   (. 15جلوگیری کند   اورئوس

هرای مختلرف   فرراورده ها در استفاده از آنی و بومی پروبیوتیک

 و شناسرایی  جداسرازی  ،پرژوهش ، هردف از انجرام ایرن    غذایی

شهرسرتان   هرای محلری  از ماسرت  لاکتوباسریلوس  هرای جدایه

و  تولیرد باکتریوسرین   هرا در پتانسیل آن بود. همچنینبهبهان 

-آنبه منظور نوع عملکرد ضردمیکروبی  های آن ارزیابی ویژگی

 مورد بررسی قرار گرفت. ،ها

  هامواد و روش 

با روش تکثیرر   هالاکتوباسیلوسجداسازی و شناسایی  

 لاکتوباسریل هرای  به منظور جداسازی جدایره : 16S Rrna ژن

نمونره ماسرت محلری از منراطت مختلرف شهرسرتان        7بومی، 

از  mL 90لیتر از هر نمونه ماست با میلی 10بهبهان تهیه شد. 

سیترات سدیم مخلوط و بعد از همگن شدن توسط اسرتومیکر  

آگررار  MRS اینترسرراینس، فرانسرره(، روی محرریط اختصاصرری 

گذاری به مدت  مرا، آلمان( کشت داده شد و سپس گرمخانه

h 36  در دمای°C 37   هرای کره از نظرر    انجام پذیرفت. کلنری

رنگ، اندازه و حاشیه با هم تفاوت داشتند از محیط کشت جدا 

ها صورت پرذیرفت و  آمیزی گرم و تست کاتالاز روی آنو رنگ

-شناسی مشاهده شدند. جدایره زیر میکروسکوپ از نظر ریخت

بودنرد، برا   ای شکل که گرم مثبرت و کاترالاز منفری    های میله

-های بیوشیمیایی و تخمیر کربوهدرات گرروه استفاده از آزمون

بندی شدند. برای شناسایی مولکولی از هرر گرروه یرک سرویه     
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 DNAها انجام پرذیرفت. ابتردا   ها بر آنانتخاب و ادامه آزمایش

هرای گررم   بررای براکتری   DNAژنومی توسط کیت اسرتخراج  

ای واکرنش زنجیرره   مثبت  بایونیر، کرره جنروبی( اسرتخراج و   

PCR  5با پرایمرهای'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-

با شررایط زیرر   ، 'GGTTACCTTGTTACGACTT-3-'5و  '3

سریکل   30؛ C 95 ،min 5°دناتوراسیون اولیه در انجام گرفت: 

ثانیرره  C 5/55 ،s 30°  دناتوراسرریون(، C 94 ،s 30°شررامل 

ترش ثانیرره  گسررترش( و گسرر C 72 ،s 30°  اتصررال پرایمررر(،

هرایی کره بعرد از انجرام     . سپس جدایره C 72° نهایی در دمای

PCR  یابی بره  جفت باز داشتند برای توالی 1500باندی حدود

 (.  16شرکت ماکروژن ارسال شدند  

جهرت بررسری تولیرد باکتریوسرین     : جداسازی باکتریوسین

بررا  در   MRSهرای انتخرابی، ابتردا در محریط     توسط جدایره 

کشرت داده شرد. سرپس جهرت      h 48به مردت   C 37°دمای 

 minها، محیط کشت به مردت  جداسازی سوپرناتانت و باکتری

سانتریفیوژ شده و محلول رویی جدا شد. بررای   g2000در  15

 pHاستفاده شد و  N 4خنثی کردن اثر اسیدهای آلی، از سود 

تنظریم شرد. درمرحلره بعرد سروپرناتانت       5/6سوپرناتانت روی 

ستریل منتقل و سپس به ظروف حاوی یخ های اسلولی به ارلن

درصد از حجم  50های مذناطیسی انتقال داده شد. روی همزن

موجود در هر ارلن، سولفات آمونیوم اضافه شد. به منظور حرل  

سراعت در   h 18ها به مردت  شدن بهتر سولفات آمونیوم، نمونه

های اسرتریل  ها به لولهقرار گرفتند. محتویات ارلن C 4°دمای 

سرانتریفیوژ   min 40به مردت   g2500ید منتقل شده و در جد

 mL 1شدند. مایع رویی دورریخته شرده و رسروب حاصرله در    

حرل شرد. بررای     7برابرر   pHو  M 05/0بافر فسفات پتاسریم  

خنثرری کررردن اثررر پراکسررید برره آن آنررزیم کاتررالاز بررا غلظررت 

mg/mL2       اضررافه شررد. محلررول حاصررل شررده برره عنرروان

 (.17خالص مورد بررسی قرار گرفت  باکتریوسین نیمه 

هرای  در این پژوهش از باکتری: تعیین فعالیت باکتریوسینی

 اسرتافیلوکوکوس اورئروس  ،  PTCC 1188 شریگلا دیسرانتری  

25923 ATCC  ، 1707 سررودوموناس آئروژینرروزا PTCC ،

 لیسررتریا اینوکرروا و  PTCC 1110 میکروکوکرروس لوتئرروس 

33090 ATCC   میکروبررری اسرررتفاده شرررد. فعالیرررت ضرررد

های جدا شده با روش انتشرار در آگرار بره کمرک     باکتریوسین

نفروذ مراده ضردمیکروبی از    چاهک و دیسرک بررسری گردیرد.    

در روش اسراس کرار   طریت حفره ایجاد شده در آگار به اطراف 

هرا روی  کره غلظرت آن   زاهای بیماریسویه از باشد. چاهک می

 یطمحر  یرو µl 10 میرزان  فارلند تنظیم شده بود، بره نیم مک

-پلیتدر  .یدپخش گرد یال شکل به خوب یلهکشت به کمک م

به وسیله انتهای پیپت استریل  mm 8/6 هایی با قطرچاهکها 

 هرا سروپرناتانت هرر جدایره بره چاهرک     از  µl 110شد و ایجاد 

 در دمرای   h 24گرذاری بره مردت    گرمخانره  . بعرد از شداضافه 

°C 37 ،  قطر هاله عدم رشد در اطراف هر چاهک اندازه گیری

هرای  در روش انتشار در آگار بره کمرک دیسرک، دیسرک     .شد

در سروپرناتانت   min 15را بره مردت    mm 8/6کاغذی با قطرر  

ور کرده و روی محیط مولر هینتون اگار کشت داده شده غوطه

قرررار داده شررد و بعررد از  غررذازاد یزایمرراریب یهررایبرراکتربررا 

شرده و برر حسرب    گذاری هاله عدم رشد اندازه گیری رمخانهگ

آگرار    MRSهای . در هر دو روش از پلیتمتر گزارش شدیلیم

برای رشد سویه لیوفیلیزه شده به عنوان کنترل مثبت استفاده 

    (.18، 19شد  

بررر فعالیررت  pHهررا، ارررارت و بررسرری ا ررر منررزیم 

تولید شده از  جهت بررسی مقاومت باکتریوسین: باکتریوسین

با  )pH=7و تریپسین   K(، پروتئیناز pH=3های پپسین  آنزیم

بره طرور    روش یرن در ااسرتفاده شرد.    mg/mL 1غلظت نهایی 

از سوپرناتانت حاوی باکتریوسین متعلت به  µl 200خلاصه، به 

در  h 2از آنرزیم اضرافه و سرپس بره مردت       µl 20هر جدایه، 

-هت غیرفعال کردن آنزیمگذاری شد. جگرمخانه C 37°دمای 

 C 100°در معرر  دمرای    min 3ها، محلول حاصل به مدت 

قرار گرفت. میزان فعالیت ضدمیکروبی هر محلرول بره صرورت    

جداگانه مورد بررسی قررار گرفرت. بررای بررسری اثرر دمرا برر        

هرا، سروپرناتانت خنثری شرده در معرر       فعالیت باکتریوسرین 

(، 45و  min 20 ،30 گرراد  بره مردت   درجه سانتی 60دماهای 

°C 100  min 10  و در نهایرت از دمررای )°C 121  برره مرردت 

min 15   بررای بررسری اثرر    20( قرار گرفرت .)pH  ابتردا ،pH 

و  M 4سررروپرناتانت محررریط کشرررت برررا اسرررتفاده از سرررود 

 h 2هرا  تنظریم شرد. نمونره    2-9بین  M 5 هیدروکلریک اسید

هرا  ساعت در دمای اتاق قرار داده شردند و سرپس فعالیرت آن   

ها کره تحرت   (. سوپرناتانت جدایه21مورد ارزیابی قرار گرفت  

هیچ تیمار آنزیمی، اسیدی و دمایی قررار نگرفتنرد بره عنروان     

درصد در نظرر گرفتره شرده و نترایج در      100شاهد با فعالیت 

 ها بیان گردید.  مقایسه با آن

در پژوهش حاضر نمونره بررداری برا    : لیل مماریتجزیه و تح

و  یهسه تکرار انجام شد. تجز در یطرح کاملاً تصادف از استفاده

و  درصررد 5احتمررال  در سررط  ( ANOVA یررانس وار یررلتحل

برا   هرا یرانگین مین وجرود اخرتلاف بر    ییدبرای تأ دانکنآزمون 

 انجام گرفت.   18نسخه  SPSSاستفاده از نرم افزار آماری 
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 هايافته 
 16Sهرا برا روش تکثیرر ژن    لاکتوباسریلوس شناسایی 

rRNA :ای کاربردهر  یناز مهرم ترر   یکری  هرا یی باکتریشناسا

 16Sهسرت. پرس از تکثیرر ژن     16S rRNAروش آنرالیز ژن  

rRNA  با استفاده از واکنشPCR   نتایج برر روی ژل مشراهده ،
هرا برا کیرت اسرتخراج از ژل     شده و پس از تخلیص آمپلیکرون 

شرکت بایونیر جهت خوانش توالی به شرکت مراکروژن ارسرال   
هرا برا تروالی    های به دست آمده از جدایره گردید. مقایسه توالی

 مرکرز ملری اطلاعرات زیسرت فنراوری     هرای موجرود در   جدایه
 NCBIبراکتری   4های انتخاب شده متعلت به ( نشان داد توالی

، لاکتوباسررریلوس اسررریدوفیلوس ، لاکتوباسررریلوس کرررازئی 
 است.  لاکتوباسیلوس بوشنریو  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

: لاکتوباسریلوس های جدایهفعالیت ضدمیکروبی ارزیابی 
علیرره  لاکتوباسرریلوسهررای جدایررهمیکروبرری  فعالیررت ضررد 

انتشرار در آگرار بره کمرک     های به روشزا های بیماری باکتری
نشان داد هالره   دیسک مورد بررسی قرار گرفت. نتایج چاهک و

-بازدارندگی ایجاد شده توسط باکتریوسین تولید شرده جدایره  

 60/22ترا   mm 0برین   روش چاهرک  در لاکتوباسریلوس های 
-متفاوت است. بیشترین میزان مهار کنندگی مربوط به جدایره 

 لاکتوباسررریلوسو سرررپس  لاکتوباسررریلوس پلانترررارومهرررای 
سربت بره اثرر    زا نترین سویه بیماریبود. حساس اسیدوفیلوس

طوری کره  بود به میکروکوکوس لوتئوسها، باکتریوسین جدایه
و  mm 60/22ای برره قطررر  هالرره لاکتوباسرریلوس پلانترراروم 
در سرط    mm 19ای به قطر هاله لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

تررین  (. مقراوم 1محیط رشد این باکتری ایجاد نمودند  جدول 
مربروط بره   جدایه در برابر فعالیت ضدمیکروبی باکتریوسرینی،  

طرروری برود؛ بره   سررودوموناس آئروژینروزا  یگررم منفر   یبراکتر 
هیچ اثرر مهرار    لاکتوباسیلوس بوشنریو  لاکتوباسیلوس کازئی

کنندگی روی آن نداشتند. بیشترین اثر ضدمیکروبی بر جدایره  
ای با هالره  نتاروملاکتوباسیلوس پلامربوط به  شیگلا دیسانتری

مترر و کمتررین فعالیرت مربروط بره      میلی mm 60/14به قطر 
قطرر هالره برود. در     mm 2/8با  لاکتوباسیلوس بوشنریجدایه 

، بیشررترین فعالیررت اسررتافیلوکوکوس اورئرروسمررورد جدایرره 
 mm لاکتوباسرریلوس اسرریدوفیلوس ضرردمیکروبی مربرروط برره 

لاکتوباسریلوس  ( و کمترین اثر ضدمیکروبی متعلرت بره   80/17
 لاکتوباسیلوس پلانتراروم ( بود. همچنین mm 20/11بوشنری  

 سرودوموناس آئروژینروزا  بیشترین هاله ممانعت از رشد را روی 
 mm 50/11 لیستریا اینوکوا( و  mm 30/15 ایجاد نمود. در  )

بررسی فعالیت ضدمیکروبی به روش انتشار در آگار بره کمرک   
  mmهای ایجاد شده برین  لهدیسک  دیسک دیفیوژن(، قطر ها

و  لاکتوباسریلوس اسریدوفیلوس  طروری کره   بود. به 5/18 – 0
میکروبری  دارای بیشترین فعالیت ضرد  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

شریگلا  (. بیشترین اثر ضدمیکروبی برر جدایره   2بودند  جدول 
هرای بره قطرر    با هاله کازئی لاکتوکوکوسمتعلت به  دیسانتری

mm 6/12   میکروبری باکتریوسرینی بره    بود و کمترین اثرر ضرد
تعلررت داشررت. در مررورد برراکتری    بوشررنری لاکتوباسرریلوس

-بیشرترین و کمترری فعالیرت ضرد     استافیلوکوکوس اورئروس 

( و mm 15   لاکتوباسررریلوس اسررریدوفیلوسمیکروبررری بررره 
( متعلررررت بررررود. mm 20/11  لاکتوباسرررریلوس بوشررررنری
ترین خاصیت مهارکننردگی را  بیش لاکتوباسلوس اسیدوفیلوس

کره   حرالی  ( داشرت در mm 11  سودوموناس آئروژینروزا روی 
و  لاکتوباسریلوس کرازئی  هرای  باکتریوسین متعلرت بره جدایره   

هیچ فعالیرت ضردمیکروبی علیره ایرن      لاکتوباسیلوس بوشنری
زا در برابر فعالیرت  ترین باکتری بیماریپاتوژن نداشت. حساس

، لاکتوباسرریلوسهررای دایررهمیکروبرری باکتریوسررینی ج ضررد
لاکتوباسررلوس ای کرره بررود برره گونرره میکروکوکرروس لوتئرروس

برا   لاکتوباسیلوس بوشنریهاله شفاف و  mm 5/18با  پلانتاروم
-بیشترین و کمتررین فعالیرت ضرد    mm 2/10ای به قطر هاله

از خود نشان دادند. در  میکروکوکوس لوتئوسمیکروبی را علیه 
و  لاکتوباسریلوس پلانتراروم  نیرز   اینوکروا لیستریا مورد باکتری 

 mm( و کمتررین   mm 15بیشرترین     لاکتوباسریلوس کرازئی  
( فعالیت ضدمیکروبی داشتند. نتایج آزمون چاهرک آگرار و   12

ثیر ضردمیکروبی  أروش دیسک دیفیوژن نشران داد بهتررین تر   
 بود. لاکتوباسیلوس پلانتاروممربوط به باکتری 

 چاهک آگارروش  به شاخص غذازاد یزایماریهای بدر مهار باکتری لاکتوباسیلوسهای جدایه( mm  ناحیه بازداری .1جدول 

 لاکتوباسیلهای سویه
 زاهای بیماریباکتری 

 شیگلا دیسانتری 
استافیلوکوکوس 
 اورئوس

سودوموناس 
 آئروژینوزا

میکروکوکوس 
 لوتئوس

 لیستریا اینوکوا

 c32/60±0/12 b10/50±0/13 - a15/10±0/15 c37/00±0/12  لاکتوباسیلوس کازئی
 d32/00±0/11 b25/00±0/15 d25/00±0/11 a23/40±0/17 c25/70±0/13  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
 c20/50±0/10 b54/00±0/14 c18/50±0/10 a26/50±0/18 b48/00±0/15  لاکتوباسیلوس پلانتاروم
 b14/20±0/11 - c11/20±0/10 a16/20±0/12 -  لاکتوباسیلوس بوشنری

 طرفه، آزمون دانکن( است.درصد  آنالیز واریانس یک 5داری دهنده تفاوت در سط  معنیحروف غیر مشابه در یک سطر نشان 

  -.هاله عدم رشد مشاهده نشد ) 
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 دیسک دیفیوژنروش  به شاخص غذازاد یزایماریهای بدر مهار باکتری لاکتوباسیلوسهای جدایه( mm  ناحیه بازداری. 2جدول 

 لاکتوباسیلهای سویه

 زاهای بیماریباکتری 

 شیگلا دیسانتری 
استافیلوکوکوس 
 اورئوس

سودوموناس 
 آئروژینوزا

میکروکوکوس 
 لوتئوس

 لیستریا اینوکوا

 d32/50±0/10 b30/50±0/15 - a18/50±0/16 c19/80±0/11  لاکتوباسیلوس کازئی

 d25/50±0/12 b27/80±0/17 e18/50±0/8 a28/00±0/19 c32/40±0/14  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 d05/60±0/14 b19/00±0/17 e23/50±0/11 a19/60±0/22 c08/30±0/15  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 d10/20±0/8 b15/20±0/11 - a34/20±0/14 c07/20±0/9  لاکتوباسیلوس بوشنری

 طرفه، آزمون دانکن( است.درصد  آنالیز واریانس یک 5داری دهنده تفاوت در سط  معنیحروف غیر مشابه در یک سطر نشان 

  -.هاله عدم رشد مشاهده نشد ) 

(، Kها )پپسین، تریپسین و پروتئینراز  بررسی ا ر منزیم

منظرور بررسری   بره  : بر فعالیت باکتریوسرین  pHارارت و 

در شررایط   عامل ضدمیکروبی استخراج شدهو مقاومت ماهیت 

که نتایج  لاکتوباسیلوس پلانتاروممختلف، از سوپرناتانت جدایه 

هرا داشرت، اسرتفاده شرد. نتیجره      بهتری نسبت به باقی جدایه

نشران   Kهای پپسین، تریپسین و پروتئینراز  آزمون تاثیر آنزیم

هرای  داد بعد از تیمار کردن سوپرناتانت خنثی شرده برا آنرزیم   

گونره فعالیرت ضردمیکروبی مشراهده نشرد کره       پروتئازی، هیچ

(. این 3کند  جدول ماهیت پروتئینی این ترکیبات را اثبات می

ترکیبات ضدمیکروبی دارای مقاومت بالایی نسبت بره دماهرای   

درصردی   7را برا کراهش    طوری که شرایط اتوکلاوبالا بودند به

(. 3در میزان فعالیت خود، بره خروبی تحمرل کردنرد  جردول      

همچنین نسبت به شرایط اسیدی و بازی نیز مقاومرت برالایی   

 داشتند. 

  بحث 
نمونه از ماسرت محلری شهرسرتان     7در این پژوهش، ابتدا 

هرای  اسرتفاده از روش بهبهان جمرع آوری گردیرد، سرپس برا     

هرای میکروبری جداسرازی شردند و در     مبتنی بر کشت سرویه 

مشرخص   لاکتوباسریلوس سرویه   4نهایت با تکنیرک مولکرولی   

، لاکتوباسیلوس کرازئی باکتری شناسایی شده شامل   4گردید. 

و  لاکتوباسرریلوس پلانترراروم ، لاکتوباسرریلوس اسرریدوفیلوس 

(، فلرور  2016ان  و همکرار   Wangبود. لاکتوباسیلوس بوشنری

لاکتیکرری محصررولات تخمیررری لبنرری سررنتی میانرره غربرری   

مذولستان را مورد بررسی و شناسایی قرار دادند. نتای  حاصرل  

 لاکتوباسرریلوس پلانترراروم از شناسررایی مولکررولی نشرران داد  

(.22تررین گونره لاکتوباسریل در ایرن محصرولات برود         غالب

 علیه  لاکتوباسیلوس پلانتارومبر فعالیت باکتریوسین تولیدی توسط  pHهای پروتئازی، حرارت و بررسی اثر آنزیم .3جدول 
 استافیلوکوکوس اورئوس 

 تیمار
 فعالیت )درصد( نوع تیمار

 100 شاهد

 0 پپسین های پروتئولیتیکاثر آنزیم

 0 تریپسین

 K 0پروتئیناز 

 C 60 ،min 20   96° اثر حرارت

°C 60 ،min 30   92 

°C 60 ،min 45   88 

°C 100 ،min 10   95 

°C 121 ،min 15   93 

 pH 2 100اثر 

5 100 

7 94 

9 94 
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Amirbozorgi   فلررررور لاکتیکرررری 2016و همکرررراران ،)

هرای اسرید   محصولات لبنی سنتی ایران را از نظر وجود جدایه

مطالعه قرار دادند. نتایج به دست آمده نشان داد لاکتیک مورد 

 لاکتوباسرریلوسهررا متعلررت برره دو زیرگررروه جررنس    برراکتری

( هسرتند  لاکتوباسیلوس برویسو  لاکتوباسیلوس هلویتیکوس 

درصررد جمعیررت،   79/76بررا  لاکتوباسرریلوس هلویتیکرروس و 

(. 23ترین گونه در این محصرولات در نظرر گرفتره شرد       غالب

هرای مولکرولی بررای بررسری فلرور و       تکنیرک قبل از گسترش 

های مبتنی بر کشرت  ترکیب باکتریایی یک نمونه غذایی، روش

بیشترین استفاده را جهت شناسایی باکتریایی داشتند کره بره   

هرا مربروط   خصوصیات فیزیولوژیکی و یا فنوتیپی این ارگانیسم

 محیطی شرایط تاثیر تحت تواندمی فنوتیپی هایپاسخشد. می

 قابرل  و پایردار  شناسرایی  هرای روش طراحری  جهت. گیرد رقرا

(. 24رود   کرار  بره  هرای مبتنری برر ژنروم    آزمرون  باید اعتماد،

-بیان داشتند شناسایی باکتری ،(1390ن  اطباطبایی و همکار

 تذییررات  علت به فنوتیپی هایویژگی اساس بر گونه حد در ها

 لرذا  اسرت،  دشوار( تخمیر الگوی  بیوشیمیایی خصوصیات زیاد

روش مناسربی جهرت مقایسره     rDNA ژن هرای تروالی  مقایسه

بره  (. 25شرود   ها محسروب مری  و شناسایی باکتری فیلوژنیکی

 گیرفیزیولوژیکی بسیار وقت و بیوشیمیایی هایروش گیریکار

و  گاسررری لاکتوباسرریلوسمثررال  برررای. اسررت آمیررز ابهررام و

هرر دو دارای زیسرتگاه یکسران و     لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

مشابهی هستند و از نظر خصوصیات فنوتیپی از یکردیگر قابرل   

در اصرل تقویرت آنزیمری یرک      PCR .(26  تشخیص نیسرتند 

اسرررت کررره توسرررط دو آغرررازگر یعنررری     DNAبخرررش از 

 تروالی  یرک  مخرالف  هرای رشته که کوتاهی هایالیگونوکلئوتید

 تروالی  اولیره  تزسرن  سپس و شده احاطه کرده، هیبرید را هدف

DNA  مکمل را باDNA در این شرایط  .دهندپلیمراز انجام می

جدایره هردف را، در حرد     DNAتواند مقادیر بسریار پرایین   می

نانوگرم، تکثیر کند و فرایند شناسایی را برا دقرت انجرام دهرد.     

Faghfoori   پراکنررررردگی جرررررنس  2017و همکررررراران )

را در محصولات سنتی لبنی آذربایجران شررقی    لاکتوباسیلوس

-مورد مطالعه قرار دادند. نتایج به دست آمده نشان داد جدایره 

لاکتوباسریلوس  در این محصولات متعلرت بره    لاکتوباسیلهای 
و  پاراکرازئی  لاکتوباسریلوس ، لاکتوباسریلوس کرازئی  ، پلانتاروم

 (. 27بود   لاکتوباسیلوس رامنسوس

در مرواد  کره بره طرور معمرول      یرک تلاک یداس هاییباکتر

کراربرد  شروند و  یافرت مری   غذایی تخمیرری برر پایره لبنیرات    

 هرای یکرروب م یشو افرزا  میکروبی تعادل یجاددر ا ایگسترده

توانند شررایط  می هایباکتر این دارند. ید با خاصیت درمانیمف

صرفراوی،  سخت دستگاه گروارش ماننرد اسریدیته برالا، نمرک     

شرریره معررده و روده ماننررد پپسررین و  هررای موجررود در آنررزیم

تریپسین را تحمل کنند و بره نقراط هردف در بردن رسریده و      

هرا  همچنین این باکتری (.28تاثیرات مثبت خود را ایفا کنند  

 یژن،اکسر  کمبرود  سخت مثل نمک، یطشراتوانند نسبت به می

مقاوم باشند کره ایرن موضروع قابلیرت برالایی در      و ...  یدیتهاس

-های اسید لاکتیک ایجاد مری ی غذایی برای باکتریهااستفاده

 ضدمیکروبی ترکیبات تولید با های اسید لاکتیکباکتری. نماید

 ییتوانا هاطور باکتریوسین از قبیل اسیدهای ارگانیک و همین

هسرتند. امرروزه برا    را دارا  ی غذایی و انسانیهامقابله با پاتوژن

 شیمیایی بررای افرزای  رویه از ترکیبرات شر  توجه به استفاده بی

-ماندگاری محصرولات غرذایی و همچنرین مقاومرت بره آنتری      

شروند،  های رایج درمانی که با مقرادیر برالا تجرویز مری    بیوتیک

هرای مفیرد کره بتواننرد برا تولیرد ترکیبرات        توجه به براکتری 

ضدمیکروبی زمان ماندگاری محصرولات غرذایی را بره صرورت     

(. امرروزه نایسرین   29ت  طبیعی بهبود دهند، رو به افزایش اس

عنوان اولین ترکیب ضردمیکروبی کره دارای مجوزهرای لازم    به

-بره  Nisaplinکشور جهان با نام تجراری   50است در بیش از 

 (.  30شود  عنوان افزودنی غذایی استفاده می

براکتری   5برر   لاکتوباسریل جدایه  4در پژوهش حاضر، اثر 

زای انسانی مورد برسی قررار  شاخص غذازاد و بیماری زایماریب

گرفت. نتایج نشان دادند بیشترین اثر ضدمیکروبی مربروط بره   

سرروپرناتانت خنثرری شررده  غیرفعررال کررردن اثررر ضرردمیکروبی 

برود   لاکتوباسیلوس پلانتراروم اسیدهای آلی تولید شده( جدایه 

کرره بیشررترین اثرررات ضرردمیکروبی خررود را در فرراز ابترردایی   

 لوتئروس  میکروکوکروس د. همچنین لگاریتمی از خود نشان دا

ترین باکتری پاتوژن بوده و بیشرترین قطرر هالره عردم     حساس

رشد در تیمارهای مختلف مربوط به این جدایه بود. تحقیقرات  

 را بررر لاکتوباسرریلهررای جدایررهاثررر ضرردمیکروبی   بسرریاری

مورد بررسی در طی سالیان طولانی  ی پاتوژنهامیکروارگانیسم

نمونه های  ه است کهنشان داد یج این مطالعاتنتا. اندقرار داده

اختصاصی  های کشت انتخابی یامحیط زمانیکه در لاکتوباسیل

لیت بضدمیکروبی با قا کشت داده شوند، قادر به تولید ترکیبات

(. خنرافخری  31-34کشی یا باکتریواستاتیکی هستند  باکتری

 هرای جدایهها توسط توان تولید لاکتوسین( 1388و همکاران  

اراا، سرررعین،  هررای محلرری پروبیرروتیکی در نمونرره ماسررت 

 21را مورد بررسی قررار دادنرد. محققرین     شاهاندشت و دماوند

جدایه اسید لاکتیک از محصولات فوق جداسازی نموده و بیان 

هرای  بر براکتری  لاکتوباسیلنمودند اثر ضدمیکروبی دو جدایه 

ترکیبررات تررر اسررت کرره بعررد از آنررالیز ایررن پرراتوژن محسرروس
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 57تررا  48هررا وزن مولکررولی آن SDS-PAGEپروتئینرری بررا  

 (. 35کیلودالتون تخمین زده شد  

 ها در فرم خرام، ترکیبراتی غیرر قابرل دیرالیز،     باکتریوسین

و آنزیم هرای پروتئولیتیرک    حرارت، حساس بهو  pHمقاوم به 

همچنرین  و  . این ترکیباتکاتالاز هستند به نسبتغیر حساس 

باکتریوسین، مستقیماً به صورت پلی پپتید  شبیهمولکول های 

 هرا بره  و اثرر ضردمیکروبی آن   شرده پلی پپتید ساخته  یا پیش

 هایمتابولیتجزء ها باکتریوسینشرایط محیطی بستگی دارد. 

لگراریتمی   در فراز هرا  حداکثر تولید آنو  بندی شدهطبقهاولیه 

اده نشران د از تحقیقرات  شود؛ اگر چه برخری  می مشاهدهرشد 

بره  هرا وجرود دارد.   امکران تولیرد آن  که در اوایل فاز رکود نیز 

کلسرررتریدیوم تولیرررد باکتریوسرررین توسرررط عنررروان مثرررال، 
(. 36گیررد   فقرط در فراز رکرود انجرام مری      1105  پرفرنژنس

ترو   هاییوسینباکتر  یاتخصوص( 1397خالدزاده و همکاران  

برومی   پلانتراروم  یلوسلاکتوباسر  یره شرده توسرط دو سرو     یدل

قررار دادنرد. نترایج نشران داد      یبررسآذربایجان شرقی را مورد 

 یتمرام نسبت بره   جدایههر دو  ید شده توسطتولباکتریوسین 

 یعیمهراری وسر   یرف فعرال بروده و ط   مورد مطالعههای پاتوژن

 هایی باکتریوسیندما یمارهایبعد از اعمال ت ینهمچن .داشتند

مشراهده شرد    گرچره ا خود را حفظ کردند بودن همچنان فعال

 Kینراز  پروتئ یمبره آنرز  یردی نسربت   هرای تول یوسینکه باکتر

هرای گررم   براکتری و جلروگیری از رشرد   مهار حساس هستند. 

یرک   لاکتوباسریلوس  هرای براکتری  یوسرین توسرط باکتر  یمنف

منجررر برره گسررترش باشررد کرره یمنحصررر برره فرررد مرر یژگرریو

میردامرادی  . (37شود  کاربردهای دارویی این ترکیبات نیز می

از  تخلریص شرده   لاکتوباسریل  های( جدایه1390و تنگستانی  

ن یتولیرد باکتریوسر   را از نظرهای شیری سنتی ایرانی فرآورده

گررم مثبرت، گررم منفری و      پراتوژن  استانداردهای جدایهعلیه 

هرای  جدایره نترایج نشران داد   مورد آزمون قررار دادنرد.    مخمر

 بروده و باکتریوسرینی   کیباتتربومی قادر به تولید  لاکتوباسیل

استافیلوکوکوس   ،لوتئوس میکروکوکوس بر هاین اثر آنبیشتر
لیسرتریا   و به میرزان کمترری  باسیلوس سرئوس  ،اپیدرمیدیس

ترین جدایه مقاوم کنسیآلبکاندیدا بود. همچنین مونوسیتوژنز 

در برابر اثرات ضدمیکروبی باکتریوسرینی در نظرر گرفتره شرد     

 38.)Abanoz  وKunduhoglu   2018  باکتریوسین تولیردی )

های مهم و همینطور را علیه پاتوژن انترکوکوس فکالیستوسط 

بیوتیک مورد ارزیرابی قررار   های مقاوم به آنتیبرخی از باکتری

در مقابرل انرواع    KT11 یوسرین نشران داد کره باکتر   یجنتاداد. 

 هرای ی، از جملره براکتر  یگرم مثبت و گررم منفر   هاییباکتر

 مرثثر اسرت.   یلینسر یو  مت یسینونکومابیوتیک آنتیمقاوم به 

 یهایمبا آنز تیمارپس از  KT11 یوسینباکتر یتفعالهمچنین 

و  ینراز ، پروتئ یموتریپسرین ک -K  ،α ینراز  پروتئ یتیکپروتئول

 یرت رفت که نشران دهنرده ماه   ین( به طور کامل از بیپسینتر

 یوسرین ، باکتر یرن ااست. علاوه برر   یوسینباکتر ینا ینیپروتئ

KT11 یردر مقررراد pH 2  121در  تررروکلاوو بعرررد از ا 11ترررا 

 .(39  ماندباقی  یدارپا دقیقه 30 مدت به گرادسانتی

موجرود در فلرور    لاکتوباسریل های در مطالعه حاضر، جدایه

 16S rRNAلاکتیکی ماست محلی بهبهان برا روش آنرالیز ژن   

شناسایی و سپس پتانسیل ضدمیکروبی ترکیبات باکتریوسینی 

مرورد   غرذازاد  صشراخ براکتری   5ها بر روی تولیدی توسط آن

مبنری برر   به دسرت آمرده    یجبا توجه به نتاارزیابی قرار گرفت. 

ی، اسریدی و  حرارت فعالیت ضدمیکروبی این ترکیبات، پایداری

-یوسرین اکتربتوسرط   های پروتئازییمبه آنز یتو حساس بازی

گرفت با توجره   یجهتوان نتی، مپژوهش ینشده در ا تولید های

و  مصرنوعی ضردمیکروبی   یبرات از مصررف ترک  یناش عوار به

تواننرد بره عنروان    یمر  ترکیبرات ضردمیکروبی   یرن ا یمیایی،ش

یری  و دارو ییکراربرد غرذا   یعری طب میکروبیضرد  هایمتابولیت

 داشته باشند. وسیعی

مستخرج از طرح پژوهشری برا کرد    مقاله حاضر سپاسگزاری: 

داننرد  نویسندگان مقاله بر خود لازم مری باشد، لذا می 16/991

و فناوری دانشگاه علوم کشراورزی و منرابع   از معاونت پژوهشی 

هررای مررادی و معنرروی طبیعرری خوزسررتان برره دلیررل حمایررت

 د.تشکر و قدردانی نماین صمیمانه
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Background and Objectives: Lactobacillus spp. are widely distributed in environment as well as dairy products. 

During the fermentation process, these microorganisms produce various compounds such as organic acids and 

bacteriocins with antimicrobial activities. The aims of this study were to isolate and identify lactobacilli from local 

yogurts of Behbahan, Iran, and assessment of antimicrobial activity of the bacteriocins produced by these lactobacilli.  

 Materials & Methods: In this study, the lactobacilli isolates were identified using 16S rRNA gene analysis. 

Antimicrobial effects of the bacteriocins were studied against five pathogenic bacteria using well diffusion and disk 

diffusion methods. Effects of proteolytic enzymes, heat and pH on these compounds were investigated as well. 

Results: Results of the well diffusion and disk diffusion methods showed that the most inhibitory effects on Shigella 

dysenteriae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus and Listeria innocua belonged to 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei and Lactobacillus buchneri respectively. 

Micrococcus luteus was the most susceptible and Pseudomonas aeruginosa was the most resistant pathogens to effects 

of the bactericidal compounds. Antimicrobial compounds were inactivated by the proteolytic enzymes; however, the 

compounds preserved their resistance to heat and pH. 

Conclusion: Bacteriocins produced by native lactobacilli are able to inhibit activity of various pathogenic 

microorganisms in foods and can be used as safe, harmless biological preservatives. 

Keywords: Lactobacillus, Traditional dairy products, Bacteriocin, Antimicrobial activity 
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