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 يوسيني شبه باكتريبات تركيكروبي ضد ميت فعالتعيينو  S rRNA 16 ژن يرتكث
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 چكيده

هـا  تخميري، و سپس بررسي فعاليت ضد ميكروبـي برخـي از سـويه         - به عنوان يك ماده غذايي سنتي      آش كارده هدف از اين پژوهش شناسايي فلور لاكتيكي        

 نوع 10(هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي و تخمير كربوهيدرات       ها، آزمون   بندي آن   براي گروه  و كاتالاز منفي انتخاب و        جدايه گرم مثبت   140در مجموع   . بود

- آن16SrRNA انتخاب و ژن ناحيـه  جدايهاز هر گروه چند . بندي شدند گروه تقسيم9 به جدايه140 بر اساس نتايج به دست آمده      ،انجام پذيرفت ) متفاوت

، )00/30 (%فرمنتـوم لاكتوباسـيلوس   : شـامل  آش كـارده  هـاي اسـيد لاكتيـك       تنوع بـاكتري  .  تكثير داده شد   PCRبا تكنيك   و  هاي عمومي   مرها به كمك پراي   

لوكونوسـتوك  ، )14/7 (%فكـاليس  و انتروكوكـوس فاسـيوم  ، )57/8 (%ويـسلا سـيباريا  ،  )00/15 (%برويس، لاكتوباسيلوس   )57/28 (%پلانتاروملاكتوباسيلوس  

فعاليت بازدارندگي بيست جدايه باكتري اسـيد لاكتيـك          . بود )28/4 (%پديوكوكوس پنتوزاسئوس و  ) 42/6 (%مزنتروئيدوس زيرگونه   مزنتروئيدوس و   سيترئوم

  جدايـه در روش 14شـانزده جدايـه در روش نقطـه گـذاري و     . زا مورد بررسي قرار گرفتخص بيماريهاي شا در مقابل باكتريآش كاردهبه دست آمده از  

 انتروكوكـوس فاسـيوم  هـاي  پنج جدايه كه شامل گونـه    . هاي شاخص خاصيت بازدارندگي از خود نشان دادند       نفوذ در چاهك در برابر حداقل يكي از باكتري        

 ليـستريا اينوكـوآ   بيشترين اثر آنتاگونستي را بر باكتري شاخص        ) 2 (لاكتوباسيلوس پلانتاروم و   )1( پديوكوكوس پنتوزاسئوس ،  )1 (انتروكوكوس فكاليس ،  )1(

 و  انتروكوكوس فاسيوم دايه  جهمچنين دو   .  داراي بالاترين مقاومت حرارتي بود     لاكتوباسيلوس پلانتاروم دايه  جفعاليت ضد ميكروبي سوپرناتانت     . نشان دادند 

 قـرار نگرفـت،    Kير آنـزيم پروتئينـاز  تحـت تـاث   اي كـه  سوپرناتانت تنها سويهفعاليت ضد ميكروبي.  خنثي حفظ كرده بودندpH فعاليت خود را در فكاليس

 دارنـده طبيعـي   توان به عنوان يك نگه    هاي مورد آزمون قرار گرفته مي     دهند از سوپرناتانت برخي جدايه    نتايج نشان مي  . بودلاكتوباسيلوس پلانتاروم   مربوط به   

  .در محصولات غذايي استفاده نمود

  

   بازدارندگي، باكتريوسيناثر، 16S rRNAهاي اسيد لاكتيك، ، باكتريآش كارده:  واژگانكليد
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   مقدمه-1

به صورت سنتي غذاهاي تخميري براي افزايش زمـان مانـدگاري          

امرزه طيف وسيعي از غذاهاي تخميري در سراسر . شوندتوليد مي

شود كه خصوصيت آنها بستگي بـه مـواد         دنيا توليد و مصرف مي    

همانند بـسياري   . ]1[اوليه، نوع افزودني ها و شرايط تخمير دارد         

از كشورهاي خاورميانه، ايران سابقه طـولاني در توليـد غـذاهاي            

. شودتخميري دارد كه اغلب به صورت فصلي تهيه و مصرف مي          

هـاي ايرانـي اسـت كـه در محـدوده              از انواع آش   يكي كارده   آش

هاي  مناطق مختلف روش و در شود خته ميپ زاگرسجنوب غربي 

بـه ايـن     در خوزسـتان   آش كـارده  طرز تهيه    .پخت متفاوتي دارد  

گياه محلي كه در تهيـه ايـن غـذا     (، كاردين   ابتداصورت است كه    

كوبند، سپس بـا اضـافه    را همراه با آرد گندم مي   ) استفاده مي شود  

به . كنند   محيطي گرم نگه داري مي      روز در  دوكردن دوغ به مدت     

كنند و در انتها پياز سرخ شده را بـه            اضافه مي  پخته شده    برنجآن  

خود بـه   و   به صورت سنتي     آش كارده فرايند توليد   . افزايندميآن  

شـود كـه    ارگانيسم هايي آغاز مي   باشد كه توسط ميكرو   خودي مي 

به صورت اتفاقي در اجزاي اوليه وجود دارند و عمدتا مربوط بـه           

هاي متعلق به   باكتري. باشندباكتري هاي خانواده اسيد لاكتيك مي     

مقاوم به اسيد،   اين خانواده گرم مثبت، كاتالاز منفي، غير اسپورزا،         

اسيد لاكتيـك  به شكل كوكسي يا باسيل كه       و  بي هوازي اختياري    

ها توليـد   را به عنوان محصول نهايي و اصلي تخمير كربوهيدرات        

باكتري هاي اسيد لاكتيك، احتمالاً فراوان تـرين گـروه از           .كنندمي

خاستگاه ذاتي اين باكتري . ]2[ باكتري هاي مرتبط با انسان هستند

ها سطوح موكوسي، به خصوص لوله و دسـتگاه گـوارش انـسان             

ميوه ها، سبزي هـا و دانـه        (يي مرتبط با گياهان     ين مواد غذا  همچن

كاربرد از آنجايي كه    . ]3[ و شير و گوشت مي باشند     ) هاي غلات 

گير و طولاني ها بسيار وقتهاي فنوتيپي در شناسايي باكتريروش

باشـد و   است و نتايج حاصل عموما از دقت بالايي برخوردار نمي         

 را در سطح گونه تفكيك    هاتواند به طور كامل و دقيق باكتري      نمي

هـاي  هـا از روش نمايد، لذا بهتر اسـت جهـت شناسـايي بـاكتري        

هـاي مولكـولي و     امروزه اسـتفاده از روش    . مولكولي استفاده شود  

  در جداســازي و  16S rRNAمخــصوصا روش آنــاليز ژن   

بـاكتري  . ]4[ شناسايي ميكروبي گسترش زيادي پيدا كرده اسـت       

ليد تركيبات بازدارنده از جمله اسـيد       هاي اسيد لاكتيك توانايي تو    

لاكتيك، دي استيل، استالدهيد، هيدروژن پراكسيد و باكتريوسـين         

ها، پپتيدهايي با خاصيت ضدميكروبي باكتريوسين. باشنديرا دارا م

ها عوامل تاثير گذار بر سيستم ايمنـي بـوده          اين مولكول . باشندمي

ا غشا سـلول زنـده و      كه عمدتاً تاثير خود را از طريق برهمكنش ب        

اين پپتيـدها از    .در نتيجه نابودي سلول ميكروبي اعمال مي نمايند       

 بـر اسـاس     باكتريوسـين هـا   . ]5[گردنـد   طريق ريبوزوم سنتز مي   

 طبقه گروه اصلي در سه هاي ژنتيكيخواص بيوشيميايي و ويژگي

 B و  A كـه خـود بـه دو نـوع     1هـا لانتي بيوتيك: شوندبندي مي

- مولكـول  Bهاي خطي و نوع      مولكول Aكه نوع   شود  تقسيم مي 

هاي پپتيدي و مقاوم به گرما كه سه  باكتريوسينهاي كروي دارند،    

هاي پروتئيني باكتريوسينو گروه سوم كه باشند،  ميc و a، bنوع 

هدف از انجام ايـن پـژوهش جداسـازي و شناسـايي     . ]6[هستند  

 روش هاي مبتني     با استفاده از   آش كارده هاي اسيدلاكتيك   باكتري

بـر كــشت و مولكــولي، بررســي تـاثير تركيبــات ضــد ميكروبــي   

 ها بر روي باكتري هايشبه باكتريوسيني اين سويهباكتريوسيني يا 

 پــاتوژن و در نهايــت بررســي اثــر برخــي فاكتورهــاي  شــاخص

فيزيكوشيميايي مانند درجه حرارت هاي مختلف، سطوح مختلف    

pH        و اثر آنـزيم پروتئينـاز K    ايـن تركيبـات   روي مقاومـت     بـر        

  .باشدمي مي

  

 مواد و روش -2

ــايي    -2-1 ــدي و شناس ــه بن ــازي، طبق   جداس

  هاي اسيد لاكتيكباكتري
، در دانشكدهكشاورزي،   1393اين پژوهش آزمايشگاهي در سال      

 15ابتـدا   در ايـن مطالعـه      . دانشگاه فردوسي مشهد انجام پذيرفت    

با رعايـت شـرايط     ( تهيه شد     از استان خوزستان   آش كارده نمونه  

% 1/0 ميلـي ليتـر از آب پپتـون       90ده گرم از نمونه به      ). استاندارد

، Seawardمدل  (و پس از هموژنيزه كردن      ) مرك، آلمان (منتقل  

هاي مختلف بر روي محـيط كـشت    ت سطحي از رقت كش )آلمان

MRS Agar به اين ترتيب كه روي هر .انجام شد در دو تكرار 

در دو دمـاي  . وليتر از هر رقّت ريخته و پخش شد      ميكر100پليت  

 سـاعت در شـرايط بـي        48 درجه سانتي گراد به مـدت        45 و   30

                                                           
1. Lantibiotic 
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هوازي گرمخانه گذاري شد تا شرايط بـراي رشـد بـاكتري هـاي              

هـاي داراي بـالاترين رقـّت،         از پليـت  . نامطلوب سخت تر گـردد    

 ي كلني، رنگ و سـاير       هايي كه از نظر شكل ظاهري، حاشيه        كلني

هاي مورفولوژيكي متفاوت بودند، انتخاب شـده و سـپس            ويژگي

هر كدام در پليت جداگانه كشت خطي داده شدند و پس از چنـد              

 بـراي   .دسـت آمـد     به جدايههاي تك از هر       بار كشت خطي كلني   

 MRS broth ها در جدايه ها به مدت طولاني، جدايهنگهداري 

نتي گـراد    درجـه سـا    80- دردماي   (V/V)% 15حاوي گليسرول   

هاي مرفولوژيكي شامل رنـگ آميـزي       تست .]7[نگهداري شدند   

هاي بيوشيميايي شامل تست كاتالاز، رشد در دمـاي        گرم و آزمون  

در 6/9 و   4/4هـاي    pH، زنده ماني در     C°45 و     C°10مختلف  

جهت بررسي   لوله دورهامآزمايش ،MRS broth كشت محيط

غلظـت نمـك   رشـد در محيط و هم چنين     در اين   CO2توليد گاز   

هاي اسيد لاكتيك با    بندي باكتري گروه.  درصد انجام پذيرفت   5/6

گلــوكز، ســاكارز، گــالاكتوز، (اســتفاده از ده نــوع قنــد متفــاوت 

و ) بيوزفروكتوز، لاكتوز، مالتوز، سوربيتول، رافينوز، مانيتول و ملي

سـديم  + كـازئين پپتـون  (با استفاده از محيط كشت فنل رد بـراث         

بعد از فعـال    . ]8[انجام پذيرفت   ) كيولب، كانادا ) ( فنل رد  +كلريد

 با اسـتفاده از كيـت اسـتخراج         DNAاستخراج  ،   جدايه ها  سازي

Genomic DNA isolation VI)  و ) دنا زيست آسيا، ايـران

از پرايمرهاي عمومي زير . مطابق دستورالعمل كيت انجام پذيرفت

  : استفاده گرديد16S rRNAتكثير ژن براي 

 Forward :(GAG AGT TTG ATC(ايمــر پيــشرو پر

CTG GCT CAG  
 Reverse :(GAA AGG AGG TGA(پرايمـر معكـوس   

TCC AGC CG  
 را  PCRهـاي   دهنـده  ميكروليتر از واكنش   25ميكروتيوب حاوي   

قـرار داده  Sensquest (Germany)داخل دستگاه ترموسايكلر 

گاه بـه ايـن     هاي داده شده به دست    ي دمايي و تعداد سيكل    و برنامه 

 دقيقـه، يـك   5 بـه مـدت    C 95°فعال سازي در دمـاي    : گونه بود 

ــازي  ــته س ــيكل؛ واسرش ــاي : س ــدت C 94°دم ــه م ــه 30 ب  ثاني

 ثانيـه،   30 بـه مـدت      C 54°دماي  : ، اتصال پرايمر  )دناتوراسيون(

:  سيكل؛ توسعه نهـايي   33 دقيقه،   2 به مدت    C 72°دماي  : توسعه

جهت الكتروفورز از . كل دقيقه، يك سي   10 به مدت    C 72°دماي  

پس از ارزيابي صـحت انجـام واكـنش         . استفاده شد % 1ژل آگارز   

PCR      1500ي بانـد در موقعيـت          توسط الكتروفـورز و مـشاهده 

 جهـت تعيـين تـوالي بـه         PCRجفت بازي محصولات واكـنش      

ــر     ــه از پرايم ــك طرف ــوانش ي ــورت خ ــركت  27Fص ــه ش ، ب

Macrogenمــده بــا هــاي بدســت آ تــوالي.  كــره ارســال شــدند

شـده  NCBI( ، BLAST(هاي موجود در بانك اطلاعاتي  توالي

  .ي موردنظر تعيين گرديدترين سويه به جدايه  و مشابه

  

 بررسي خواص ضد ميكروبي -2-2

 نقـش  آش كاردههايي كه در تخمير  جدايه از جنس و گونه   بيست

هـا انجـام    هـاي ذيـل در ارتبـاط بـا آن         داشتند انتخـاب و آزمـون     

  .پذيرفت

  نقطه گذاريروش -2-2-1

ابتدا جدايه هاي باكتري هاي اسيد لاكتيك در محيط هاي كـشت            

 درصـد گلـوكز كـشت    2/0اختصاصي مايع با قندي برابر حداكثر    

 پس از گذشت يك شب و قرار گرفتن باكتري هـا در             .شدندداده  

 ميكروليتر برداشته و روي سطح پليت هايي 5حدود فاز لگاريتمي 

 BHIاصي باكتري هاي اسيد لاكتيك مانند با محيط كشت اختص

agar    بعد از آن محيط هاي كشت به مـدت    شدند و  نقطه گذاري 

 درجـه سـانتي گـراد گرمخانـه گــذاري     30 سـاعت در دمـاي   24

پس از گذشت زمان در نظر گرفته شده بـراي گرمخانـه         . گرديدند

گذاري و رشد مناسب جدايه ها، سطح محيط هاي كشت توسـط            

 درصـد بـا ميكروارگانيـسم    25/0 نرم كه بـه ميـزان      يك لايه آگار  

هـا  در ادامـه پليـت    . تلقيح شده، پوشانده شد   ) 1جدول  (شاخص  

ي رشـد ميكروارگانيـسم شـاخص، گرمخانـه         تحت شرايط بهينـه   

 سـاعت خـواص ضـد       24 الـي    8گذاري گرديدنـد و در نهايـت        

  .]9[ گرديدباكتريايي آنها مشاهده 
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  اخصميكروارگانيسم هاي ش1جدول 

  شناسه  ميكروارگانيسم  شماره

1  staphylococcus aureus ATCC  25923 

2  Listeria inoccua  ATCC  33090  

3  Escherichia coli  ATCC 25922  

4  Salmonella typhi  PTCC  1609 

5  Bacillus cereus PTCC  1015  

6 Bacillus subtilis PTCC 1720  
  

  نفوذ در چاهكروش -2-2-2

روش باكتري هايي كه در رو نقطه گذاري با ايجـاد هالـه             در اين   

روشن، خاصيت ضد باكتريايي نشان داده بودنـد، مـورد آزمـايش        

 دقيقه  10محيط هاي كشت مايع تلقيح شده به مدت         . قرار گرفتند 

.  درجه سانتي گراد سانتريفوژ شدند4 در دماي  RCF  =8000با 

رناتانت خنثـي شـده و      ميكروليتر از سوپ   50بعد از ايجاد چاهك،     

هـا   داخل ايـن چاهـك     BHIاستريل شده توسط فيلتر غشايي در       

 ساعت قبـل از گرمخانـه گـذاري         8پليت ها به مدت     . ريخته شد 

 درجـه  4 (جهت جذب كامل مـاده بازدارنـده، در دمـاي يخچـال         

در ادامـه پليـت هـا تحـت شـرايط           .  نگهداري شدند  )سانتي گراد 

خص، گرمخانه گذاري گرديدند و     ي رشد ميكروارگانيسم شا   بهينه

 سـاعت بـا توجـه بـه سـرعت رشـد             24 الي   8  پس از  در نهايت 

 ؛، خواص ضد باكتريايي آنها مشاهده شد      كروارگانيسم شاخص مي

به اين صورت كه وجود هاله ي شـفاف در اطـراف چاهـك هـا                

  . ]9 [نشان دهنده ي عدم رشد ميكروارگانيزم شاخص بود

 د ميكروبيبررسي طبيعت تركيبات ض -2-3

تاثير دماهاي مختلف بـر عـصاره فاقـد سـلول            -2-2-3

  باكتريايي

، مايع عاري از سلول  به گرماجهت بررسي مقاومت ماده بازدارنده

باكتري هايي كه در روش چاهك با ايجاد هاله روشـن خاصـيت             

ضدباكتريايي ناشـي از مـواد شـبه باكتريوسـين نـشان دادنـد، در               

سـانتي گـراد قـرار گرفـت و بـه        درجـه    100و   65 ،   30حرارت  

ها در    دقيقه خاصيت بازدارندگي آن    15 و   30 ،   90ترتيب پس از    

مقابل باكتري شاخص به روش چاهك مورد بررسي قرار گرفـت           

]10[.  

 بر عصاره فاقد سلول     pHتاثير سطوح مختلف     -2-2-4

  باكتريايي

 با استفاده   ي بر فعاليت مواد شبه باكتريوسين     pHجهت بررسي اثر    

 مــولار، از مــايع عــاري از ســلول 1 اســتريل NaOH و HClز ا

محيط كشت  .  تهيه شد  11 تا   3 هاي   pHباكتري مورد نظرمان در     

 تنظيم شده در محـدوده مـذكور        pHبرين هارت اينفوژن مايع با      

 4نمونه ها در دمـاي      . به عنوان شاهد در اين آزمايش استفاده شد       

سـپس  . اري شـدند   ساعت نگهد  24درجه سانتي گراد براي مدت      

  .]11[فعاليت هر نمونه با روش چاهك مورد بررسي قرار گرفت 

 بر عصاره فاقـد سـلول       Kتاثير آنزيم پروتئيناز     -2-2-5

  سلول باكتريايي

به منظور بررسي حساسيت آنزيمي تركيبـات شـبه باكتريوسـيني           

بـه   Kهاي اسيد لاكتيك، آنزيم پروتئيناز توليد شده توسط باكتري   

 ميلي گرم بر ميلي ليتـر       1ت فاقد سلول با غلظت نهايي       سوپرناتان

هـاي شـاهد شـامل محـيط اسـتريل و آنـزيم و              نمونه. افزوده شد 

تمـامي  . بودنـد  وپرناتانت عاري از سـلول    ي س محلول تيمار نشده  

 سـاعت گرمخانـه     1 درجه سانتي گراد براي      37ها در دماي    نمونه

 درجـه  100گذاري شدند سپس آنزيم توسـط حـرارت در دمـاي     

خاصـيت بازدارنـدگي     .فعال شـدند   دقيقه غير  15سانتي گراد طي    

پالوده كشت با روش نفوذ در چاهك نيز در برابر باكتري شاخص       

   .]12[ت مورد بررسي قرار گرف
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 روش آماري -2-4

طرح آماري به كار رفته، طرح كاملا تصادفي با آزمون فاكتوريـل             

ها با استفاده داده. ام پذيرفتآزمايشات تماما در دو تكرار انج    . بود

  . آناليز شدندMinitab 17 و Excelاز نرم افزارهاي 

  

 نتايج و بحث -3

ــايي    -3-1 ــدي و شناس ــه بن ــازي، طبق   جداس

 هاي اسيد لاكتيكباكتري

 جداسـازي شـد، كـه بـا         آش كارده هاي   ايزوله از نمونه   225ابتدا  

در . كـاهش يافـت   هاي گـرم و كاتـالاز ايـن تعـداد           كمك آزمون 

هـاي    كه شكل كلنـي   آش كارده   هاي   از نمونه  جدايه 140مجموع  

-خواني داشت، از نظر ويژگي هاي اسيد لاكتيك هم ها با باكتري آن

 كه با توجه به نتايج به       بيوشيميايي مورد بررسي قرار گرفتند     هاي

 جـنس لاكتوباسـيلوس، ويـسلا،       5 متعلق به    هادست آمده، جدايه  

 آن دسـته از  . و انتروكوكـوس بودنـد     انتروكوكوس، پـديوكوكوس  

اي شكل بودند در گروه      كه در زير ميكروسكوپ ميله     هاييجدايه

هـاي كوتـاه گـرم        باسـيل -كوكـو . بندي شدند لاكتوباسيلوس طبقه 

  C°45 وC°10مثبت، كاتالاز منفي و هتروفرمنتاتيو كه در دماهاي 

ن بـه عنـوا    رشـد نكردنـد،  =6/9pHقادر به رشد بودنـد، امـا در         

بـه صـورت     كه   هاييجدايهآن دسته از    . ويسلا شناسايي گرديدند  

هاي كوكسي  تتراد بودند به عنوان پديوكوكوس، و همچنين جدايه       

 . در نظر گرفته شدندلوكونوستوكو هتروفرمانتتيو به عنوان جنس 

قادر به توليد گاز    هاي كوكسي شكل فقط يك جدايه     از بين جدايه  

هـاي متعلـق بـه     جدايـه . بودكونوستوك  لوبود كه متعلق به جنس      

 رشـد كردنـد، در حاليكـه بقيـه      =6/9pHدر  انتروكوكوسجنس

سـپس بـا    . هاي كوكسي شكل رشدي از خود نشان ندادنـد        جدايه

بندي  گروه طبقه  9 جدايه به    140استفاده از آزمون تخمير قند اين       

ــاب  مبنــاي انتخــاب و مقايــسه (شــدند ي قنــدها جلــد ســوم كت

Bergey's Manual of Systematicنتـايج مربـوط بـه    .)بود 

، 2در جـدول    و تخمير قنـد      فيزيولوژيكي   ،هاي بيوشميايي آزمون

  . آورده شده است

آش كاردههاي اسيد لاكتيك ايزوله شده از هاي باكتريهاي فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و تخمير قند مربوط به جدايه نتايج مربوط به آزمون2جدول   

  9  8  7  6  5  4  3  2  1 هشماره گرو

  4  6  3  6  6  12  21  40  42 هاتعداد جدايه

 + + + + – + + + – C 10˚رشد در 
 + – – + C 45˚رشد در 

*2  – – + + 
 + + pH=4/4  – + + 4 + 2 1رشد در
 + + – – – – pH=6/9 31 12 13رشد در

 + + – 3 + 9 7 31 –  نمك5/6رشد در غلظت 
 – – + + – + + 10 +  از گلوكزCO2توليد گاز

 + + + + + 8 + + + گلوكز
 + – + + + + + + + ساكارز
 + + – + + + 20 + + گالاكتوز
 + + 2 + + 3 + + + فروكتوز
 + + – + 4 + + + + لاكتوز
 + – + + + + + + + مالتوز

 – – – + – + + + 35 سوربيوتول
 – – – – – + – + + رافينوز
 + 4 1 5 – + – + 15 مانيتول

 – – – – – – + 12 + بيوزملي

  هايي كه به آزمون مربوطه جواب مثبت دادندتعداد جدايه *
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هاي مبتني بـر كـشت بـه    بندي كه توسط آزمايشبا توجه به گروه 

دست آمد، از هر گروه چند جدايه انتخاب و مـورد آزمـون قـرار               

در . هـاي مـورد نظـر اسـتخراج شـد         جدايـه DNAابتـدا   . گرفت

 16S rRNAهاي عمومي تكثير ژن ي بعد با كمك پرايمرمرحله

 1500هاي ايجاد شده از نظـر انـدازه در مكـان            باند. انجام گرفت 

  ).1شكل (جفت بازي بودند 

: 16S rRNA .NC حاصل از تكثير ژن bp1500باندهاي  1شكل 

  كنترل منفي

يـابي نـشان داد كـه گونـه غالـب متعلـق بـه جـنس                 نتايج تـوالي  

ــ ــهلاكتوباس ــاي يلوس و گون ــومفره ــارومو  )00/30 (%منت  پلانت

هـا متعلـق    بقيه بـاكتري  . باشدمي) 00/15 (%برويس و   )%28/57(

 انتروكوكوس فاسيوم ،  )57/8 (%ويسلا سيباريا هاي  بودند به جنس  

ــاليسو  ــيترئوم، )14/7 (%فك ــتوك س ــدوس و لوكونوس  مزنتروئي

 ســئوسپــديوكوكوس پنتوزاو ) 42/6 (%مزنتروئيــدوسزيرگونــه 

 مختلف  جغرافيايي مناطقمتعلق بهمحصولات تخميري  ).28/4(%

فلور لاكتيكي به وسـيله     . داراي خصوصيات منحصربفردي هستند   

شرايط آب و هوايي خاص منطقه اي كه در آن ماده غذايي توليـد     

 84/58%در اين مطالعـه،     . ]13[گيرد  شود، تحت تاثير قرار مي    مي

 درجـه سـانتي گـراد را دارا         45دماي  ها توانايي رشد در     از جدايه 

 درجه سـانتي    45 در دماي    لاكتوباسيلوس فرمنتوم مقاومت  . بودند

هـا بـا توجـه بـه آب و     گراد بيانگر اين مسئله است كه چگونه آن  

آش توانند به عنوان فلور غالب در       هواي گرم استان خوزستان مي    

اهاي  در غـذ   لاكتوباسيلوس پلانتـاروم   وجود   .شناخته شوند  كارده

به علت استفده از گياه     . متعدد تخميري گياهي گزارش شده است     

كارده در فرمولاسيون اين غذاي تخميري انتظار وجود اين گونـه           

). 15 و 14(وجود داشت آش كارده   در بين اعضاي فلور لاكتيكي      

اي در طبيعت پراكنـده       هاي جنس ويسلا نيز به طور گسترده        سويه

هاي اسـيد لاكتيـك      خانواده باكتري  ويسلا اولين جنس از   . هستند

بنـدي  اي طبقـه  تواند در هر دو گروه كروي و ميله       باشد كه مي  مي

خميـر  ،2كاساوا(در غذاهاي تخميري بسياري     ويسلا سيباريا . گردد

ــي الكــي شــوچو  ــيدني ژاپن ــرش و نوش ــت شــده اســت ) 3ت              ياف

ــر . ]16 -18[  ويــسلا و لوكونوســتوك در مراحــل ابتــدايي تخمي

 .توانند در فرايند توليد اسيد نقش داشته باشـند        حضور دارند و مي   

توانايي رقابت بسيار كم اعـضاي جـنس لوكونوسـتوك بـا سـاير              

عـدم توانـايي رشـد در    هـاي اسـيد لاكتيـك و همچنـين     بـاكتري 

pH            هاي پايين از جمله دلايل درصد پايين حضور  اين جنس در

ــالاي م. ]19[باشــدمــواد غــذايي تخميــري ســنتي مــي قاومــت ب

ها نسبت به دماي بـالا توجيـه كننـده حـضور ايـن              انتروكوكوسي

تا مدت زمان بسيار طولاني حضور      . باشدميآش كارده   جنس در   

جنس انتروكوكوس در مواد غذايي به عنوان عـدم ايجـاد شـرايط             

بهداشتي مناسب در طول فرايند آماده سازي و توليد محـصول در         

انتروكوكوس هايي مانند   زه حضور گونه  اما امرو . شدنظر گرفته مي  

 در محصولات غذايي صرفا به عنـوان آلـودگي          فاسيوم و   فكاليس

تواننـد بـه    هـا مـي   بنابراين انتروكوكـسي  . شونددر نظر گرفته نمي   

عنوان بخش طبيعي از فلور ميكروبي يـك مـاده غـذايي در نظـر               

سايي آرايش تتراد به عنوان يك نكته مهم در شنا. ]1[گرفته شوند  

در پــديوكوكوس پنتوزاســئوس. جــنس پــديوكوكوس نقــش دارد

نيز آش كارده بسياري از تخميرهاي گياهي نقش دارد و در تخمير 

توان آن را به تحمل غلظـت زيـاد نمـك و              حضور داشت، كه مي   

. ]20[داد قدرت تطبيق بالاي اين سويه با شرايط اسـيدي نـسبت            

 و همچنـين روش     هاي مبتني بر كـشت    در اين پژوهش، از روش    

آش كـارده   براي شناسايي فلور لاكتيكـي  16S rRNAآناليز ژن

. هر روش مزايا و معايـب خـاص خـود را داراسـت            . استفاده شد 

                                                           
2. Cassava 
3. Shochu 
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هاي شناسايي سنتي مبتني بـر خـصوصيات مورفولـوژيكي،       روش

هـا  هاي بيوشـيميايي و تخميـر كربوهيـدرات       فيزيولوژيكي، تست 

يـابي  همينطور، توالي . باشندميگير و نه چندان دقيق و موثق        وقت

باشـد اگـر چـه    روش سريع و قابل اعتمادي مي16S rRNAژن

ممكن است نتايج حاصل از اين روش گيج كننده باشند كه علـت   

هـاي   در بانـك   هـاي ژنـي   تـوالي آن، اطلاعات وسـيع مـرتبط بـا         

فازيك براي  هاي پلي بنابراين، استفاده از روش   . باشداطلاعاتي مي 

  .رسدر سويه ضروري به نظر ميشناسايي ه

هـاي  بررسي خواص ضد باكتريايي جدايه     -3-2

  آش كارده

در باشد كه گر اين موضوع مينتايج حاصل از اين پژوهش نشان

 16 سويه مورد آزمون قرار گرفته، 20از ميان آزمون نقطه گذاري 

 بوده استهاي شاخص موثر سوبه حداقل بر يكي از باكتري

جدايه، 6 توسط S. aureusيبارتي ديگر، باكتربه ع. )3جدول (

 7توسط L. inoccua جدايه، باكتري 9 توسط E. coliباكتري 

 B. cereus جدايه، باكتري 4توسط S. typhiجدايه، باكتري 

 جدايه ممانعت 3سط توB. subtilis جدايه و باكتري 7توسط 

هاي همانگونه كه از نتايج مشخص است در بين باكتري.گرديدند

 بيشتر از بقيه تحت تاثير قرار E.coliشاخص بيماريزا، باكتري 

 Lb. Plantarum و Ent. Faecium جدايهدو .گرفته است

نشان  L. inoccua بيشترين اثر بازدارنگي را بر روي باكتري

زا و عامل طيف بازدارندگي وسيعي كه باكتري هاي بيماري. دادند

گيرد، اشاره به عمومي فساد ناشي از مواد غذايي را در بر مي 

 مي 4بودن خاصيت بازدارندگي كه جزئي از عوامل وابسته به كلني

 از باكتريوسين يا تركيبات به غير ازاين مواد بازدارنده . باشد، دارد

توانند توليد اسيد و يا هيدروژن پراكسيد را در شبه باكتريوسين مي

  . ]21[بر گيرند 

  

  

  

                                                           
4. Colony- associated metabolic compounds 

نايي زيادي در توليد تركيباتي هاي جنس انتروكوكوس تواباكتري

بسياري از اين . باشندبا فعاليت ضدميكروبي بالا را دارا مي

ها گروه ناهمگن و متفاوتي از پپتيد هاي ضد ميكروبي كه باكتري

نوعي باكتريوسين است توليد مي كنند كه عموما به اين مواد 

انتروسين ها داراي طيف متفاوتي از . انتروسين اطلاق مي شود

. فعاليت بازدارندگي، ساختار و مكانيسم توليد و ترشح مي باشند

در اصل، انتروسين ها پپتيد هايي كوچك، آبگريز، مقاوم به 

فعاليت . حرارت و داراي پتانسيل تكنولوژيكي جالب هستند

و برخي  Listeria monocytogenesانتروسين در مقابل 

د ارزيابي قرار انتروكوكسي هاي توليد كننده ي باكتريوسين مور

گرفته و امروزه از آن به عنوان يك نگهدارنده  طبيعي در فرآورده 

در مواد pHكاهش . هاي تخميري، لبني و گوشتي استفاده شود

-هاي اسيد لاكتيك انجام ميغذايي تخميري كه به وسيله باكتري

پذيرد، يك عامل مهم و اساسي در ايمني مواد غذايي محسوب 

هاي  اين عامل مي تواند منجر به حذف باكترياز اينرو،. شودمي

اين موضوع از آنجايي حائز . ها شودناخواسته و حتي پاتوژن

هايي با هاي اسيدلاكتيك در زيستگاهاهميت شده است كه باكتري

 و مغذي (aw)هاي مطلوب همانند بالا بودن فعاليت آبي ويژگي

ي تكثير ساير باشند، اين چنين محيطي برابودن قادر به بقا مي

هاي به هر حال، توانايي باكتري. باشدها نيز مطلوب ميباكتري

ها به طور موثر تنها ناشي از توانايي اسيد لاكتيك در مهار گونه

هاي آلي كه باشد بلكه به طبيعت اسيد نميpHآنها براي كاهش 

  .نمايند نيز بستگي داردآنها توليد مي

هاي اكسيژن زا انند متابوليتهمچنين، ديگر مواد ضدميكروبي م

، باكتريوسين ها، دي استيل، )به عنوان مثال هيدروژن پراكسيد(

توانند باعث افزايش هاي اسيد هاي آمينه مياستالدهيد و ايزومر

  .]22[هاي اسيد لاكتيك گردند فعاليت بازدارندگي باكتري
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 Agar spot قطر هاله بازدارندگي حاصل از آزمون 3جدول 

 S. aureus E. coli  L. inoccua  S. typhi  B. cereus  B. subtilis  نام باكتري  شماره

1  Ent. faecium  +*  –  +++  +  –  –  

2  Lb. fermentum  +  +  –  –  +  +  

3  Ent. faecium  –  +  –  –  –  –  

4  Lb. plantarum  +  +  ++++  ++  +  –  

5  Ent. faecalis  –  –  –  –  –  –  

6  P. pentosaceus  –  +  +  +  –  –  

7  Ent. faecium  –  +  –  –  +  +  

8  Lb. fermentum  +  –  –  –  –  –  

9  Lb. brevis  –  –  +  –  –  –  

10  Ent. faecalis  –  –  –  –  +  –  

11  P. pentosaceus  +  –  +  ++  +  +  

12  Lb. fermentum  +  +  –  –  +  –  

13  Lb. plantarum  –  –  +  –  ++  –  

14  Ent. faecalis  –  +  –  –  –  –  

15  P. pentosaceus  –  +  –  –  –  –  

16  Ent. faecium  –  +  +  –  –  –  

 عدم ايجاد هاله شفاف: علامت منفي. باشدهاي مثبت بيانگر قطر هاله بزرگتر و در نتيجه مبين قطر هاله بزرگتر ميتعداد علامت*

  هاي شاخص تاثير بازدارندگي نداشتند در جدول فوق آورده نشده اندهايي كه بر هيچ يك از باكترياز جدايه

 

ارندگي ممكن اسـت    همانگونه كه ذكر شد ايجاد هاله شفاف بازد       

به دلايلي بغير از توليد باكتريوسين مربوط باشد بنابراين با اسـتناد    

توان به طور قطعـي  و    به نتايج حاصل از آزمون نقطه گذاري نمي       

هايي كه با روش قبل نتيجه      لذا تمام جدايه  . نهايي اظهار نظر نمود   

مثبت از خود نشان دادند، در قالب آزمون چاهك مـورد بررسـي             

هـا از نظـر     در اين آزمون عصاره فاقد سلول بـاكتري       . رار گرفتند ق

 نتايج حاصل   4جدول  . توليد هاله شفاف مورد آزمون قرار گرفتند      

 جدايه بـاكتري اسـيد لاكتيـك نـشان          16از آزمون چاهك را براي    

 . دهدمي
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   قطر هاله بازدارندگي حاصل از آزمون نفوذ در چاهك4جدول 

 S. aureus E. coli  L. inoccua  S. typhi  B. cereus  B. subtilis  نام باكتري  شماره

1  Ent. faecium  –  –  +  –  –  –  
2  P. pentosaceus  +  –  –  +  –  –  
3  Ent. faecium  –  *+w –  +  +w  –  
4  Lb. plantarum  –  –  ++  –  –  +  
5  Ent. faecalis  –  –  +++  –  –  –  
6  P. pentosaceus  –  +w  –  –  +  –  
7  Ent. faecium  +  –  –  –  +  –  
8  Lb. fermentum  –  +  –  –  –  +  
9  Lb. brevis  –  +  –  +w  –  –  
10  Ent. faecalis  –  –  –  –  –  +  

11  P. pentosaceus  –  +  ++  –  –  –  
12  Lb. fermentum  –  +w  –  –  –  –  
13  Lb. plantarum  –  +  +++  –  +w  +w  
14  Ent. faecalis  –  +w  –  –  –  –  

*w=weak : رت ضعيف و كمتشكيل هاله شفاف به صو  

  عدم ايجاد هاله شفاف: علامت منفي. باشدهاي مثبت بيانگر قطر هاله بزرگتر و در نتيجه مبين قطر هاله بزرگتر ميتعداد علامت

زا هـاي شـاخص بيمـاري   ، در ميـان بـاكتري  4با توجه به جـدول    

 توسـط بيـشترين تعـداد جدايـه بـاكتري اسـيد       E. coliباكتري 

هـا   توسط كمترين تعداد جدايهS. aureusو )  جدايه8(لاكتيك 

بـه نتـايج    ) 2012( عدالتيان و همكاران     .ممانعت شدند )  جدايه 2(

هـاي حاصـل از   ها بر روي جدايه   مطالعه آن . مشابهي دست يافتند  

هـاي انتروكوكـوس    پنير كردي نشان داد كه هـيچ يـك از جدايـه           

يجاد اثر ممانعتي ا S. aureusنتوانستند بر روي باكتري شاخص 

ضـعيف بـود و   E. coliاثـر بازدارنـدگي بـر روي بـاكتري     .كنند

. ]9[بالاترين اثر ممانعت كنندگي بر روي ليـستريا مـشاهده شـد             

اسيد لاكتيـك را    هاي   باكتري هايجدايه) 2011(خاي و همكاران    

از نوعي شير تخميري جداسازي نمودنـد و سـپس فعاليـت ضـد              

زا بررسـي   خص بيمـاري  هاي شـا  ها را بر روي سويه    ميكروبي آن 

هـاي انتروكوكـوس    نتـايج تحقيقاتـشان نـشان داد جدايـه        . كردند

كه در محصولات غـذايي زيـادي       ،انتروكوكوس فاسيوم مخصوصا  

ها روبيوتيكي آنپوجود دارند و ويژگي هاي مثبت تكنولوژيكي و 

ليـستريا   كانديداهاي خوبي براي فعاليت عليه       ،شناخته شده است  

هـاي اسـيد    باكتري. ]23[ باشندد در غذاها مي    موجو مونوسيتوژنز

هاي گرم منفي فعاليـت كمتـري از        لاكتيك عموما در برابر باكتري    

دهند كه علت آن ساختار غشاي خارجي اين دسـته         خود بروز مي  

هر چند مطالعـات اخيـر و اثـر نيـسين و سـاير              . هاستاز باكتري 

فـزايش  هـاي گـرم منفـي موجـب ا        ها بر روي باكتري   باكتريوسين

همانگونـه كـه     .]24 و   23[توجهات به ايـن مـسئله شـده اسـت           

مشاهده مي گردد نتايج حاصل از نفوذ در چاهك با نتايج حاصل            

علت آن است كـه در روش نقطـه         . از نقطه گذاري متفاوت است    

-گذاري به غير از تركيبات بازدارنده پروتئيني يا همان باكتريوسين

، تركيبـات ديگـري از جملـه         يـا تركيبـات شـبه باكتريوسـيني        ها

توانند اسيدهاي آلي، پر اكسيد هيدروژن و اسيد هاي چرب نيز مي

  . باعث بروز خاصيت ضد ميكروبي شوند

 و آنـزيم    pHدر مرحله بعد و براي بررسي تاثير درجه حـرارت،           

پروتئاز بر روي خاصيت ضد ميكروبي و بازدارندگي سوپرناتانت         

هايي انتخاب شدند كه بر روي ايهفاقد سلول، فقط آن دسته از جد 

ــاكتري شــاخص  ــه شــفاف ليــستريا اينوكــوآب ــوده و هال  مــوثر ب

  .بازدارندگي توليد كرده بودند

 بررسي طبيعت تركيبات ضد ميكروبي -3-4

 دقيقـه،   90 به مدت    C30°(نتايج حاصل از تاثير دماهاي مختلف       

°C65    دقيقه،   30 به مدت °C 100     دقيقـه و دمـاي      15 به مـدت 
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°C121    بر خاصـيت بازدارنـدگي مـواد شـبه         )  دقيقه 15 به مدت

 نـشان داده شـده   4باكتريوسين سويه هـاي بازدارنـده در جـدول         

 تاثيرات ضد باكتريايي 4 اي كه در جدول شماره جدايهپنج . است

ها عليه ليستريا اثبات شده بود در اين بخش مورد آزمون قـرار             آن

  .گرفتند

                                پرناتانت فاقد سلول  موجود در سوضد ميكروبيايي مختلف بر خاصيت بازدارندگي مواد تاثير تيمارهاي دم  5جدول 

  )گيري بر حسب ميلي متراندازه(

 Indicator bacteria: Listeriainoccua  عامل
حرارت   شماره

)°C(  
 .Ent.faecium  Lb  )دقيقه(زمان 

plantarum  
Ent. 

faecalis  
P. 

pentosaceus  
Lb. 

plantarum  

1  30  90  23/0±08/9  29/0±79/8  28/0±90/8  51/0±51/8  51/0±94/7  
2  65  30  36/0±16/8  46/0±89/7  49/0±80/7  48/0±56/7  34/0±54/7  
3  100  15  41/0±04/5  49/0±85/4  38/0±02/5  26/0±71/4  25/0±01/5  
4  121  15  37/0±96/4  36/0±76/4  45/0±67/4  28/0±75/4  39/0±47/4  
  57/8±53/0  91/8±43/0  66/9±36/0  58/9±37/0  18/10±49/0  *نمونه شاهد  5

  ها هستنداعداد ميانگين دو تكرار به همراه انحراف معيار آن
  سوپرناتانتي كه هيچ تيمار حرارتي بر روي آن اعمال نشده است*

  
نتايج نشان دهنده اين موضوع هستند كه با افزايش تيمار حرارتي           

مقايسه اعداد مربوط بـه     . كنده بازدارندگي كاهش پيدا مي    قطر هال 

هاله بازدارندگي در تمامي دماهـا نـسبت بـه نمونـه شـاهد عـدد                

مـشخص كننـده ايـن     كـه ايـن موضـوع       . دهدكمتري را نشان مي   

باشـد  حقيقت است كه تركيبات بازدارنده حساس به حرارت مـي         

ــدول ( ــول  ). 5ج ــه فرم ــه ب ــا توج  ب

 121ف قطر هاله در حالت شاهد بـا قطـر هالـه در دمـاي                اختلا(

سوپرناتانتي  داراي   انتروكوكوس فاسيوم جدايه  ) درجه سانتي گراد  

لاكتوباسـيلوس  بيشترين حساسيت يا كمترين مقاومت و جدايه    با  

تـرين سـوپرناتانت در برابـر حـرارت          به عنوان مقاومت   پلانتاروم

ها يـا تركيبـات شـبه       وسين به طور كلي اكثر باكتري     .شناخته شدند 

باكتريوسيني به علت ماهيت پپتيـدي و همچنـين وزن مولكـولي             

پاييني كه دارند، با افزايش دما شاهد روند كاهشي در فعاليت ضد         

  .]25[ها خواهيم بود ميكروبي آن

جهت بررسي فعاليت تركيبات باكتريوسيني يا شـبه باكتريوسـيني       

 ـ pHدر مقابل سطوح مختلف      صاره فاقـد سـلول در      ت ع ـ ، مقاوم

pH   نتايج .  مورد برسي قرار گرفت    11 و   9،  7،  5،  3هاي مختلف

  . مشخص شده است6به دست آمده در جدول 

ها بر حسب قطر  بر تركيبات داراي فعاليت ضد ميكروبي موجود در سوپرناتانت فاقد سلول جدايهpH بررسي سطوح مختلف 6جدول 

  )ميلي متر(ممانعت كننده از رشد 

Indicator bacteria: Listeriainoccua 
pH=3 pH=5  pH=7  pH=9  pH=11  نام باكتري  رهشما  

  CFS  شاهد  CFS  شاهد  CFS  شاهد  CFS  شاهد *CFS  *شاهد
1  Ent.faecium  24/0±02/8  19/0±06/13  29/0±49/6  31/0±97/10  0  65/0±48/6  0  0  0  0  
2  Lb. plantarum  31/0±57/8  63/0±45/12  25/0±92/5  38/0±58/9  0  0  0  0  0  0  
3  Ent. faecalis  20/0±15/9  26/0±94/11  28/0±22/7  27/0±79/8  0  42/0±50/5  0  0  0  0  
4  P. pentosaceus  40/0±46/8  28/0±90/12  32/0±99/4  41/0±01/10  0  0  0  0  0  0  
5  Lb. plantarum  21/0±01/8  40/0±70/11  27/0±53/5  26/0±80/9  0  0  0  0  0  0  

  ها هستندو تكرار به همراه انحراف معيار آناعداد ميانگين د
 سوپرناتانتي كه هيچ تيمار حرارتي بر روي آن اعمال نشده است*
  سوپرناتانت عاري از سلول*
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نتايج به دست آمده بيانگر اين موضـوع اسـت كـه كـه بيـشترين                

آش هاي  فعاليت ضد ميكروبي سوپرناتانت عاري از سلول جدايه       

هـاي   pHباشد و هر چقدر به سمت       ي م pH=3مربوط به   كارده  

خنثي و قليايي حركت كنيم از ميزان فعاليت ممانعت كننـدگي آن       

 اسـيدي  pHدليل فعاليت بالاتر ضد ميكروبـي در      . شودها كم مي  

تـاگ و   . باشـد مربوط به اسيديته ناشي از توليد اسيد لاكتيك مـي         

 به  بيان داشتند باكتريوسين ها از لحاظ حساسيت نسبت        ،همكاران

pH            26[ به صورت قابل ملاحظه اي با يكديگر اختلاف دارنـد[ .

هـاي  فعاليت ضـد ميكروبـي جدايـه      ) 2008(عبدالباسط و جميلا    

وعي شير تخميري متعلـق     هاي اسيد لاكتيك جدا شده از ن      باكتري

ها نشان داد فعاليت    نتايج آن .  را مورد بررسي قرار دادند     به الجزاير 

 فعال هستند امـا بيـشترين       10 تا   pH 3ضد ميكروبي تركيبات از     

فعاليت در تحت شرايط اسيدي بوده و با افزايش قلياييت فعاليت           

نتايج حاصل از بررسـي اثـر       . ]27[آنتاگونستي كاهش يافته است     

 بر روي خاصيت ضـد ميكروبـي سـوپرناتانت          Kآنزيم پروتئيناز   

 ها نـشان دهنـده ايـن موضـوع بـود كـه بجـز يـك مـورد                  جدايه

-، هاله بازدارندگي مربوط به بقيه جدايه)اسيلوس پلانتاروملاكتوب(

باشـد كـه    اين نتايج مبـين ايـن موضـوع مـي      .ها صفر شده بودند   

تركيبات ضد ميكروبي مورد آزمون قرار گرفته ماهيـت پروتئينـي           

 دارند چرا كه تحت تاثير يك آنزيم پروتئوليتيك قـرار گرفتـه انـد      

]28[.  

 

  گيرينتيجه -4
 سويه باكتري اسيد لاكتيـك از       140 براي اولين بار     در اين پژهش  

 16S rRNAيابي ژن جداسازي و با استفاده از تواليآش كارده 

  فرمنتـوم  سلاكتوباسيلوفلور غالب به جنس     . تعيين هويت گرديد  

مطالعه بر روي تنوع جمعيتي و ميكروبـي غـذاهاي          . تعلق داشت 

هـاي  يهاز جهت افـزايش اطلاعـات در مـورد طبيعـت سـو        سنتي  

ها در قالب بانك ميكروبي بومي بسيار قابل موجود و نگهداري آن

هـاي  هاي ضد ميكروبي بعضي از جدايـه      ويژگي. باشداهميت مي 

هاي نقطه گذاري و اسيد لاكتيك در اين تحقيق با استفاده از روش

هاي ذاتي سپس ويژگي.  نفوذ در چاهك مورد بررسي قرار گرفت

هـاي  به باكتريوسيني بـا اسـتفاده از آزمـون        ماده باكتريوسيني يا ش   

 بــر روي Kآنــزيم پروتئينــاز   و pHمقاومــت بــه حــرارت،   

 و بـر روي بـاكتري شـاخص        جدايـه  5سوپرناتانت فاقـد سـلول      

غــذاهايي كــه در .  مــورد ارزيــابي قــرار گرفــتليــستريا اينوكــوآ

راني فرمولاسيون آنها از نگهدارنده هاي شيميايي استفاده شده، نگ        

 را بر مي انگيزد و اين نيـاز را در صـنعت ايجـاد      كنندگانمصرف  

مي كند كه در جهت توليد غذاهاي طبيعي و يا كمتر فرآوري شده 

 به اسـتفاده از مـواد       اتتوجهتمام    امروزه در نتيجه . حركت نمايد 

به همين دليـل اسـتفاده از       . ضد ميكروبي طبيعي جلب شده است     

ــا  ــدي حاصــل از ب ــي  پپتي كتري هــاي اســيد مــواد ضــد ميكروب

 توجه به نتايج به     با.  مورد توجه قرار گرفته است     (LAB)لاكتيك

هـاي اسـيد    دست مي توان از اين قابليت ضـد مكروبـي بـاكتري           

  . به عنوان نگهدارنده طبيعي بهره بردها يا سوپرناتانت آنلاكتيك

  

  تقدير و تشكر - 5
 پژوهشي حاضر مستخرج از طرح پژوهشي با _    مقاله علمي 

. مصوب در دانشگاه فردوسي مشهد مي باشد 32215/2 كد 

نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند كه از معاونت پژوهشي 

هاي مالي جهت اجراي دانشگاه فردوسي مشهد به دليل مساعدت

  .اين طرح پژوهشي صميمانه تشكر و قدرداني نمايند
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using 16s rRNA gene sequence analysis and antimicrobial activity 
evaluation of like-bacteriocin compounds 
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The aim of this work was identified lactic floraas a traditional fermented food and then evaluates 
antimicrobial activities of some strains. A total of 140 Gram-positive and catalase-negative isolates were 
subjected to grouping by physiological and biochemical tests and carbohydrates fermentation. Based on 
the resultsthese 140 isolateswere dividedinto 9 groups. Two or three isolated were selected from each 
group and 16S rRNA was amplified using universal primers. Diversity of lactic acid bacteria in horreh 
was as followings:Lactobacillus fermentum (30.00%),Lactobacillus plantarum (28.57%), Lactobacillus 
brevis (15.00%), Weissellacibaria(8.57%),Enterococcus (faecium and faecalis) (7.14 %), Leuconostoc 
(citreumand mesenteroides subsp.Mesenteroides) (6.42%) and Pediococcus pentosaceus (4.28%). 
Antagonistic activity of 20 isolates (strains) of lactic acid bacteriaobtained fromhorreh was evaluated 
against food- borne bacteria. Sixteen isolates in Agar spot method and 14 isolates in well diffusion 
assayshowed antibacterial activity against at least one of these indicators. Eight isolates including:Ent. 
faecium (1), Ent. faecalis (1), P. pentosaceus(1) and Lb. plantarum (2) exhibited  the  highest  
antagonistic  activity toward Listeria innocoa. Antagonistic activity of cell free supernatant (CFS) from 
Lb. plantarum showed the highest thermal stability. Also, two isolates belonging to:Ent. faecium, Ent. 
Faecalis presented antibacterial activity at pH=7. Only, the supernatant of Lb. plantarum was not 
influenced by proteinase K.The results showed that the supernatant of some isolatestestedcan be used as a 
bio preservative in food products. 
 
Keywords: Ash kardeh, Lactic acid bacteria, 16s rRNA, Antagonistic activity, Bacteriocin, 
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