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 یی باشند که اثر به سزای میکیوتی خواص پروبي دارايه هاین سوی ها شناخته شده تر  لوسیلاکتوباس
 ـهـدف از ا . در ارتقا سلامت دسـتگاه گـوارش دارنـد        خـواص  ی و بررس ـين مطالعـه، جداسـاز  ی

ات، ی لبنياز نمونه ها.  باشدیات استان فارس می موجود در لبن   ی بوم ي ها لوسیلاکتوباس یکیوتیپروب
را .  شـدند  ی بررس ییایمی ش ي و توسط روش ها    ي جداساز ی گرم مثبت و کاتالاز منف     يل ها یباس  يبـ
، غلظت ییای و قليدی مختلف اسيها pHزان رشد آنها دریه ها، می جدایکیوتی خواص پروبیابیارز
 ـیت ضد میفعال.  مورد سنجش قرار گرفتNaCl  و نمک ي مختلف نمک صفراو   يها  ـ جدایکروب ه ی

 ـ ین تست حساسی و همچنی بررس ي پاتوژن با روش چاهک گذار     ي ها ي باکتر يها بر رو    یت بـه آنت
 ـ ینه، توسط توالی بهيه هایسو. وژن انجام شدیفیسک دیج با روش دی رايک هایوتیب  16S  ژنیابی

rRNA  ـ يهی  سو36جموع از م.  شدندیی شناسایاز لحاظ مولکول   10 ی گرم مثبت و کاتـالاز منف
 و  9 تـا    pH3 رشد در    یی توانا هی سو 5لوس ها بودند که     یه به لاکتوباس  ی شب ییایمیوشیه از نظر ب   یسو

 ـا.  را داشتند  NaCl و نمک    ي مختلف نمک صفراو   يهاغلظت  ـ فعال يداراهـا   ين بـاکتر  ی ت ضـد   ی
 ـوتی ب ی بوده و در برابر آنت     متداول يهاه پاتوژن ی عل یکروبیم  ـندامایل ک يهـا کی  ـ یسی  ـ ین، آمپ ن، یلی س

 ـ خـواص پروب   ي دارا Y4 وM3 يهی سـو  .مقاوم بودند ن  یکلین و تتراسا  یسیترومایار  ي بهتـر  یکیوتی
ه یبا سـو  % 99,98و  % 100 شباهت يب دارایه به ترتین دو سوی نشان داد ا  ی مولکول یابیارز. بودند

 ـجـه مـشخص شـد کـه ا        یدر نت . هـستند  یلوس کازئ یکتوباسلاو  س  یلوس برو یلاکتوباس يها ن دو  ی
 استان فارس موجود هستند که  یات سنت ید شده در لبن   یی تا یکیوتیبا خواص پروب  لوس  یلاکتوباسهیسو

 .ور استفاده کردی دام و طيت غذایفی و جهت ارتقا کی لبنییع غذای توان از آنها در صنایم

 

رانیا ییغذا عیصنا و علوم مجله                               
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   مقدمه- 1
 يندهایفرآ در یمهم نقش )LAB1(کیلاکت دیاس يهایباکتر گروه
د یاس ي هايان باکتریم در .دارند اتیلبن و ییغذا عیصنا در ریتخم
 کیلاکت دیاس دیتول يبرا لوسها عمدتایلاکتوباس مختلف، کیلاکت

 طعم، گاز، ،یآل يدهایاس دیتول مسئول آنها اما شوند،یم استفاده
 هایباکتر نیا .ز هستندین یلبن محصولات و غذا در بافت و عطر

 شیافزا کنندگان مصرف در را یسلامت و یدرمان يایمزا نیهمچن
د ی اسي هايباکتر  دریسلامت دهنده ارتقاء خواص .دهندیم

 .]1[شودیم مربوط آنها یکیوتیپروب يهایژگیو به کیلاکت
 دیفوا توانندیم که هستند يا زنده يسمهایکروارگانیم کهایوتیپروب

ن شده ییتع ریمقاد در مصرف صورت در زبانیم يبرا را یسلامت
کها توسعه یوتیمصرف پروب راًیاخ قت،یحق در .دهند  ارائهمناسب،

عدم  در اثر که را انسان روده ومیکروبیم توانندیو آنها م افته استی
 در. ]2[کنند میترم و است، متعادل دهید بی آسیکروبیتعادل م

 بر يادیز دیتأک ،یکیوتیب یآنت مقاومت ظهور با ریاخ يسالها
 یآنت نیگزیجا عنوان به آنها محصولات و کهایوتیپروب یبررس

 برابر در کهایوتیپروب یستیآنتاگون تیفعال .است شده کهایوتیب
 شامل که شودیم جادیا سمهایمکان از يا مجموعه با زایماریب عوامل
 دیتول ویسدرودها عملکرد شیافزا زا،یماریب  عواملیرقابت حذف

 يباکتر شتریب .]3[شودیم دهایپپت مانند موثر یکروبیضدم باتیترک
  طبقه"منی ا" يسمهایکروارگانیم عنوان ک بهید لاکتی اسيها

 يندهایفرا يبرا و مناسب زایماریربیغ رایز شوندیم يبند
 گرم يهاي از باکتریآنها گروه .]4[  هستندیصنعت و یکیتکنولوژ

ک  در آنها به عنوان ید لاکتیمثبت و بدن اسپور هستند که اس
 امروزه .شودید میها تولدراتیر کربوهی در تخمییمحصول نها

ک ید لاکتی اسي هايباکتر دیجد يها گونه به يا ندهیفزا ازین
 و رفاه بر و دهندیم ارائه را کیوتیپروب يهایژگیو که دارد وجود

 ها LAB ن،یهمچن .]5[گذاردیم ریتأث وانیح و انسان سلامت
 یاساس نقش لیدل به هستند یجهان فشرده قاتیتحق یکانون نقطه
 در که ییتوانا لیدل به نیهمچن و شده ریتخم يغذاها اکثر در آنها

 خواص شیافزا با مختلف یکروبیضدم باتیترک جادیا
 کاهش روده، کروفلوریم تیتثب کلسترولسرم، کاهش ک،یوتیپروب
مهم . ]6[بدن دارند یمنیا ستمیس کیتحر و لاکتوز تحمل عدم

                                                             
1. Lactic acid bacteria 

، ]7[ لوسیک، لاکتوباسید لاکتی اسي هاي باکترين جنس هایتر
 ی م]9[ ومیدوباکتریفیاسترپتوکوکوس و ب ،]8[ انتروکوکوس

لوس ها، توان ی از لاکتوباسیگر برخی مهم دي هایژگیاز و .باشند
 است که ي صفراويبالا و مقاومت به نمک ها ته یدیتحمل اس

. ]10[ انها استیکیوتیات پروبی ها از خصوصیین توانایوجود ا
ت یقابل   از جملهییهایژگید ویک بودن بایوتی پروبيها برايباکتر

زا يماریر بی و غیر تهاجمیال روده، غیتلی اپيهااتصال به سلول
ت یزه شدن در دستگاه گوارش انسان، قابلیت کلونیقابلبودن، 

 پاتوژن به مخاط روده را داشته يهايممانعت از اتصال باکتر
 ازLAB  يجداساز و يغربالگر ،ییشناسا .]11[باشند

 آوردن دست به يبرا روشها نیثرتر مو از یعیطب محصولات
 يادیز ریمقاد. ]12[است يتجار اهداف يبرا مناسب يها هیسو
 نشخوارکنندگان ریش از یسنت طور به مختلف یلبن محصولات از
 يرهایپن مختلف تنوع و خواص .شودیم دیتول سراسرجهان در
 یبستگ آنها یکروبیم فلور به رخامیش از شده دیتول یسنت

 یسنت اتیلبن دیتول در يتجار يها هیسو ،یطورکل به .]13[دارد
 LAB به عمدتا یسنت یلبن دکنندگانیتول و شوندینم استفاده

 مورد کیلاکت دیاس خواص به یابیدست يبرا ریش در موجود یعیطب
 به طور عمده ید محصولات لبنیامروزه تول. ]14[کنندیم هیتک ازین

 نیا که شده  مشخص، باعثي تجاريبا استفاده از آغازگرها
 از ،یسنت يروشها با يدیتول تمحصولا به نسبت محصولات

امروزه،  لیدل نیهم به. ]15[نباشند برخوردار یمطلوب طعم و عطر
 در يژه ایت ویک اهمید لاکتی اسي هاي باکتری بوميه هایسو
 يه ها علاوه بر آنکه داراین سویافته اند چرا که  ای یع لبنیصنا

 یی باشند از توانایط همان منطقه می با شرايات سازگاریخصوص
 يه انواع فرآورده های مطلوب در تهيد طعم و بویتولخاص در 

ه ی سویی و شناساين جداسازی برخوردار هستند، بنابر ايریتخم
ات و ی در صنعت لبنیار مهمی هر منطقه نقش بسی بوميها

ن یدف از اه. ]16[ن سلامت افراد آن جامعه بر عهده داردیهمچن
 ی و مولکولییایمیوشی بیی و شناسايق جداسازیتحق

.  استان فارس استیات سنتی موجود در لبنيهالوسیلاکتوباس
و جهت استفاده در   در جهت توسعه استارترهاین اقدام گامیا

 طعم يد محصولات سالم دارای توليک و برایوتی پروبیع لبنیصنا
  . جامعه استو بافت بهتر و ارتقا سطح سلامت افراد 
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  مواد و روش ها - 2
   نمونه هايجمع آور- 2-1
 13 ماستو 15ر خام، یش12 نمونه شامل 40 به تعداد یات سنتیلبن
ط ی قلات و دشتک در استان فارس در شراير از دو روستایپن

نمونه  شگاه منتقل شدند،یخ به آزمای و درکنار يآورل جمعیاستر
         ي درجه4 يخچال با دمایش در یها تا هنگام شروع آزما

  . شدنديگراد نگهداریسانت
   و کشتییایون باکتریه سوسپانسیته- 2-2

ر، ماسـت و    ی ش ـ ي ها، نمونه هـا    ي باکتر ي ساز یدر ابتدا جهت غن   
ــپن ــی ــرا2MRS brothطیر در مح ــیدر ش ــوازیط ب  و در  ي ه

گراد بـه   یسانت درجه 37 يدر دما % CO2 10دار با   CO2انکوباتور  
 MRSطیسپس نمونه ها بـه مح ـ .  ساعت انکوبه شدند24مدت 

agar   و در انکوبـاتور    ي هـواز  یط ب یمنتقل و در شرا CO2  دار بـا
CO2 10 % 72 تــا 48گــراد بـه مـدت   یسـانت  درجـه 37 يدر دمـا 

  .ساعت انکوبه شدند
  ي و خالص سازيجداساز- 2-3

 يزیاز لحاظ رنگ آم    حاصله   ي ها ی، تمام کلن  يجهت خالص ساز  
 گـرم  يل هـا ی قرار گرفتند و باس ـیگرم و تست کاتالاز مورد بررس   

کـشت داده شـده و    MRS agarط ی در محیمثبت و کاتالاز منف
گـراد بـه مـدت    یسـانت  درجه37 ي در در دماي هوازیط ب یدر شرا 

ت کـشت خـالص   یون قرار گرفتند و در نهایساعت در انکوباس  48
  .]14[بدست آمد

  ه های جداییشناسا- 2-4
داز، ی گرم، تـست کاتـالاز و اکـس   يزیه، رنگ آم  ی اول يجهت شناسا 

تـرات،  تـست حرکـت،       ی ن يای ـاح کپـسول و اسـپور،       يزیرنگ آم 
و تـست    SIM3تـست    ،نیز ژلات یدرولیآز، ه ترات، اوره یمون س یس

 لولـه دورهـام     يحاو brothMRSط  ید گاز از گلوکز در مح     یتول
ر یــن تــست تخمی انجــام گرفــت و همچنــيهــوازیط بــیدر شــرا

تـول، ترهـالوز،    ینوزینـوز، ا  ی مختلـف شـامل آراب     يهادراتیکربوه
وز، فروکتــوز، یلــوز، ســاکارز، ســلوبیبــوز، زاینــوز، رامنــوز، ریراف

تـوز و   یوز، ملوز ی ـتول، ملوب یگلوکز، لاکتـوز، مـانوز، مـان       گالاکتوز،

                                                             
2. De Man, Rogosa and Shrpe 
3. Sulfide-Indole-Motility  

ن ی ا يبرا. ]17[  انجام شد  brothMRSط کشت ین در مح  یسیسال
 brothMRSط کـشت  یبـه مح ـ  )  سـاعته  24(منظور کشت تـازه     

 گرم، پپتون پروتئـاز  10بدون قند دست ساز شامل عصاره گوشت        
وم ی ـآموني گـرم، د 5اسـتات  م  ی گرم، سد  4 گرم، عصاره مخمر     10
 0,05 گـرم، منگنـز سـولفات        0,2وم سولفات   یزیگرم، من 2ترات  یس

 ــ ــرم، پتاس ــسفات یگ ــوو 2م ف ــرم، ت ــ 80ن ییگ ــی ــیک س  و یس
غلظت قند مـورد نظـر انجـام    % 1 گرم با    0,05بروموکروزول پرپل   

ون ی ساعت با انکوباس   72 ید گاز در ط   یر و تول  ی تخم ییشد و توانا  
  .]18[دی گردی گراد بررسیاتن درجه س37 يدر دما

  هاي باکتري و نگهداريره سازیذخ- 2-5
لوس یلاکتوباس ـ يهـا هیسـو ، يشات بعدیدر جهت ادامه روند آزما   

ــشت یدر محــ ــا گلbrothMRSط ک ــ ب ــسبت % 18سرول ی ــه ن ب
ــاســتوك شــد و در فر1:1 ــگــراد ذخیســانت درجــه-20زر ی ره و ی

  .]19[ شدندينگهدار

 یکیوتیل پروبی پتاسیبررس - 3
   شدهي جداسازيلوس هایلاکتوباس

 جدا يه های سویکیوتیات پروبیل و خصوصی پتانسی بررسيبرا
  . آنها انجام شدير بر روی زییشده تست ها

ــه  -3-1 ــت ب ــست مقاوم ــاpHت ــيه             يدی اس
  ییایو قل) د معدهیاس(

بــا  brothMRS ط کـشت ین آزمـون مح ـ ی ـبـه منظـور انجـام  ا   
pHم یتنظ (9 تا   1 مختلف از    يهاpH  بـا HCl 1   نرمـال و سـود 

هـا کـشت و   طین مح ـین ا یه ها در ا   ید و سپس جدا   یه گرد یته%) 5
گراد یسانت درجه 37 يدر دما % CO2 10دار با   CO2در انکوباتور   

  سـاعت  72 تا 0 يها ساعت انکوبه  شدند و در زمان     72به مدت   
 620 در   ي کشت با دسـتگاه اسـپکتروفوتومتر      يط ها یکدورت مح 

 .]20[ و نمودار رشد آنها رسم شديریگنانومتر اندازه

  يصفراوکتست مقاومتبه نم- 3-2
، 3/0، 1/0 يها با غلظتMRS brothط کشت ین منظور محیبد
ه شد و ی تهpH 6 و با Oxgall درصد ماده 2/1 و 9/0، 6/0

ها کشت و در طین محین ای شده در اي جداسازيه هایسپس سو
گراد به یسانت درجه37 يدر دما% CO2 10دار با CO2انکوباتور 
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ط کشت با یورت مح ساعت انکوبه شدند و سپس کد72مدت 
 يریگ نانومتر اندازه620 ي با جذب نوريدستگاه اسپکتروفوتومتر

  .                    ]21[دیشد و نمودار رشد آنها رسم گرد
 مختلف نمک يتست تحمل غلظت ها- 3-3

NaCl  
 MRSط کشت یبه محNaCl درصد نمک6,5 و 4,5 يغلظت ها

broth ن غلظت ها کشت ی جدا شده در ايه هایاضافه شد و سو
گراد به مدت یسانت درجه37 در يهوازیط بیداده شدند و در شرا

ط یون قرار گرفتند و سپس کدورت محی ساعت در انکوباس48
 مورد سنجش قرار گرفت و يکشت با دستگاه اسپکتروفتومتر

  .]20[م شدینمودار رشد آن ترس
 يه های سویکروبیت ضد می فعالیابیارز- 3-4

   شدهيجداساز
 شده بر ي جداسازي هاي باکتریستیت آنتاگونی فعالیجهت بررس

و در broth MRS طیدر محلوس های پاتوژن ها، لاکتوباسيرو
گراد به مدت یسانت درجه37 ي کشت و در دمايهوازیط بیشرا
 4000قه با سرعت ی دق15سپس به مدت .  ساعت انکوبه شدند48

کرون ی م22/0لتر ی با فییه رویوژ شده و مایفیقه سانتریدور در دق
 جداشده از يهاتی متابولیکروبیت ضد میسپس فعال. لتر شدیف

، ومی موریفیسالمونلاتخص پاتوژن شايهاي باکتريها رويباکتر
ا یشیاشرو لوکوکوس اورئوسیاستاف و نوزایسودوموناس ائروژ

 عدم رشد ي شد و قطر هاله های بررسيگذاربه روش چاهکیکل
 پاتوژن به ي هاين روش باکترید، در ای و ثبت گرديریاندازه گ
 ها در ي شدند و مقدار باکتريق سازیم مک فارلند رقیروش ن
  .]22[ن شدیی تع1,5×108حدود 

  کیوتی بیت به آنتیسنجش حساس- 3-5
 ـ    ي جداساز ي ها يت و مقاومت باکتر   یحساس  ی شده، نسبت به آنت

ــوتیب ــایـ ــیسیـــندامایکـــل، کلی کلرامفنيک هـ ــین، آمپـ ن، یلی سـ
ــترومایار ــا روش دیکلین و تتراســایسی ــن ب ــورد یــفیسک دی وژن م

  .]23[ قرار گرفتیبررس
  
  
  

  ی مولکولیی شناسا- 6
ــتخراج -6-1 ــ و تکثDNAاسـ  16Sر ژن یـ

rRNA4  
DNA ت  ی توسط ک  ي باکترDNP) با استفاده از   ) رانیناکلون، ا یس

 يهـا ت نمونـه ی ـفیت و کی ـت اسـتخراج شـد، کم     ی ـدستورالعمل ک 
سپس با اسـتفاده  .  شدیاستخراج شده با استفاده از نانودراپ بررس   

 16Sه ی ـلوس ناحی لاکتوباس ـيه های سوی اختصاصيمرهایاز پرا
rRNA) ــتکاپوز ــست، ایـــــ ــامل) رانیـــــ  '5)شـــــ

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') HalF و  
5' AAGGTTACCTCACCGACTTC 3') LacR ،ـ تکث   ری

DNA  5 واکنش  توسط يژنوم باکترPCR  محـصول  .  انجـام شـد
PCR       درصـد الکتروفـورز شـدند و    5/1 با اسـتفاده از ژل آگـارز 

 بـه شـرکت ژن فنـاوران ارسـال          ین توال ییها جهت تع  سپس نمونه 
 NCBIت  یدسـت آمـده در سـا       بـه  يهـا یت تـوال  یدر نها . دیگرد

ــدند و ژنوت ــت ش ــبلاس ــهی ــاپ نمون ــيه ــورد بررس ــ تعی م ن یی
  .]24[دیگرد

  

  افته های - 7
ــاز-7-1 ــايجداسـ ــی بیی و شناسـ  ییایمیوشـ

   جدا شدهيلوس هایلاکتوباس
 ماستو 15ر خام، یش12( استان فارس یات محلی نمونه لبن40از 
 ي مورفولوژیه حاصل از بررسیج اولی، بر اساس نتا)ری پن13
لوس گرم ی باسيه باکتری سو36، واکنش گرم و کاتالاز، یکلن

ج به دست آمده یبراساس نتا.  شدي جداسازیمثبت و کاتالاز منف
 ي جداسازيه های تعداد سویکروبی و مییایمیوشی بياز آزمون ها

 4و ) M1,M2,M3(رخام یه از شی جدا3ه، ی سو10شده به 
ر یه از پنی جدا3و ) Y1,Y2,Y3,Y4(ه از ماست یجدا

)C1,C2,C3 ( ی شده، بي جداسازيه های سو.افتیکاهش-
، ی، تاژك منفی، کپسول منفی، گرم مثبت، کاتالاز منفيهواز

ترات ی نيای، فاقد تحرك، احی، اندول منفین منفیز ژلاتیدرولیه
.  بودندیترات منفیمون سی و سی، اسپور منفیداز منفی، اکسیمنف
 1ر قند در جدول ی و تخمییایمیوشی و بیکروبی ميهاج آزمونینتا

  . نشان داده شده است2و جدول 

                                                             
4. 16S ribosomal RNA 
5. Polymerase chain reaction 
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Table 1 Results of microbial and biochemical tests of 10 gram-positive and catalase-negative bacilli 
isolated from 40 samples of traditional dairy products in Fars province 

C3 C2 C1 Y4 Y3 Y2 Y1 M3 M2 M1  
- - - - - - - - - - Capsule 
- - - - - - - - - - Catalase 
- - - - - - - - - - Flagella 
- - - - - - - - - - Gas 
- - - - - - - - - - Gelatin Hydrolysis 
+ + + + + + + + + + Gram Staining 
- - - - - - - - - - Indole 
- - - - - - - - - - Motility 
- - - - - - - - - - Nitrate Reduction 
B B B B B B B B B B Oxidase 
- - - - - - - - - - Shape 
- + - - + - - - - + Spore 
- - - - - - - - - - Urease 
- - - - - - - - - - Simmon Citrate 

  
Table 2 Results of sugar fermentation tests in 10 gram-positive and catalase-negative bacilli isolated from 

40 traditional dairy samples in Fars province  
C3 C2 C1 Y4 Y3 Y2 Y1 M3 M2 M1  
v + + + + - v + + v Arabinose 
+ + - - + + - - - - Inositol 
+ - + + + + + + + + Trehalose 

+ + - - + + + - + + Raffinose 

+ + - - + + + - + + Rhamnose 
- - + + - - - + + - Ribose 
+ + + + + + + + + + Xylose 
- + + + + - + - + + Sucrose 
- + + + v - v + + v Cellobiose 
+ + + + + + - + + - Fructose 
+ - + + + + - + + - Galactose 
+ + + + - + v + + v Glucose 
- + + + - + - - + - Lactose 
+ + + + + + - + + - Mannose 
+ - + + + - - + + - Mannitol 
- - + + - - - + + - Melibiose 
- + + + - - - + + - Melositosis 
+ + + + + + - + + - Salicin 

 
لوس ی لاکتوباسیکیوتیل پروبی پتاسیبررس- 7-2
   شدهي جداسازيها
  pHمقاومت به -7-2-1

   هیجدا  5  ییایمیوشی ب يهاتست  یررس باز  پس 

(M2,M3,Y2,Y4,C1) ک به ی نزدیاتیبا خصوص

 pH شدند، سپس از نظر مقاومت به یی ها شناسالوسیلاکتوباس
ن ی بpHها در هین جدایا.  قرار گرفتندی مختلف مورد بررسيها
ن یهمچن.  بودpH 5نه رشد در ی داشته و بهی رشد خوب5 تا 2

با توجه .  را داشتندییایقلpH رشد در یی جداشده توانايهاهیسو
 تحمل يه دارای نسبت به بقY4 و M3ه یشات سویج آزماینتا

مقاومت به ). 1شکل ( بود pH از یعیف وسی نسبت به طییبالا
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pHن یبنابرا. ها استکیوتی از خواص مهم پروبیکی مختلف يها
          ییای و قليدی اسيهاpHل تحمل یه انتخاب شده به دلیسو

  .ک در نظر گرفته شوندیوتیتوانند به عنوان پروبیم

 

 
Fig 1 Growth chart of bacteria M2, M3, Y2, Y4 C1, at pH 1 to 9 

 
 

  يمقاومت به نمک صفراو-7-2-2
ات مشابه ی خصوصيدارا   (M2,M3,Y2,Y4,C1)هی جدا5

 مختلف نمک يهااز نظر مقاومت به غلظتلوس ها، یلاکتوباس
ها مقاومت هین جدایا.  قرار گرفتندیز مورد بررسی نيصفراو

.  را نشان دادندOx-gall مختلف  يها نسبت به غلظتیخوب

). 2شکل ( مشاهده شد Y4 و M3ه یجه در جدای نتنیبهتر
گر از ی دیکیز ی ني مختلف نمک صفراويهامقاومت به غلظت
ه انتخاب شده یجه سویدر نت.  باشدیها مکیوتیخواص مهم پروب

ت را ین قابلی اي صفراويهااد نسبت به نمکیل تحمل زیبه دل
 .ک در نظر گرفته شودیوتیدارد که به عنوان پروب
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Fig 2 Growth chart of bacteria M2, M3, Y2, C1, Y4 in different dilutions of bile salt 

 
  NaCl مختلف نمک يهاتحمل غلظت-7-2-3

ه منتخب مورد ی جدا5 در NaCl مختلف نمک يهاغلظت
 ی رشد خوبی انتخابيهاهیج نشان داد سوینتا.  قرار گرفتیبررس

   به مربوط جه ینت ن یبهتر  و   مختلف نمک داشتهيهادر غلظت

  
 نمک ي بالايهارشد در غلظت). 3شکل ( بود Y4 و M3ه ی سو

NaClشودی محسوب میکیوتیات پروبی از خصوص .  
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Fig 3 Growth chart of M2, Y2, M3, Y4 and C1 
bacteria in dilution of 4.5 and 6.5% NaCl salt 

  

ــارز-7-2-4 ــ فعالیابی ــد می ــیت  ض ــنجش یکروب  و س
 کیوتی بیت به آنتیحساس

 يهــالوس یلاکتوباســيه هــایــجداییای ضــد باکتريهــاتیــاثـر فعال 
 یفیتسـالمونلا  ي در برابر پاتوزن هايگذار با روش چاهک   یانتخاب
و لوکوکوس اورئــوسیاســتاف، نــوزایســودوموناس ائروژ، ومیــمور
 عدم رشـد  يج مربوط به قطر هاله هاینتا.  شدی بررس یا کل یشیاشر

ه یجدا.  متر بود  یلی م 15 تا   7نی مختلف، متفاوت و ب    يه ها یدر سو 
ه ین سـو ی داشته و همچنيایت ضد باکتری پاتوژن ها فعاليها بر رو  

 ـین اثر ضـد م یشتری بيداراY4 و   M3 يها ج ینتـا .  بودنـد یکروب
  . نشان داده شده است3بدست آمده در جدول 

Table 3 Antibacterial activities of selected lactobacilli against various pathogens 
 S.typhimurium P.aeruginosa S. aureus      E.coli 

M2 10  mm* 11 mm 9 mm 8  mm 
M3 9  mm 10 mm 13mm 10 mm 
Y2 7 mm 8 mm 9 mm 7 mm 
Y4 9 mm 15 mm 12 mm 9 mm 
C1 8 mm 9 mm 10 mm 7 mm 

*millimeter 
 

شامل  کهایوتیب یآنت از يتعداد برابر در ی مورد بررسيه هایجدا
ج ینتا و  قرار گرفتندیت و مقاومت مورد بررسیاز لحاظ حساس

  . نشان داده شده است4در جدول  ین بررسیا

  
Table 4  The results test of resistance of isolated lactobacilli to common microbial antibiotics  

 Chloramphenicol Erythromycin Ampicillin Clindamycin Tetracycline 
M2 R* R R S S 
M3 S** R R R R 
Y2 R S R S S 
Y4 S R R R R 
C1 S S S R S 

* Resistant    ** Sensitive 
 

  ی مولکولییشناسا - 8
ه ین مطالعه، مشخص شد که دو سویج حاصله از ایبا توجه به نتا

ن دو یجه ای بودند؛ در نتي بهتریکیوتیات پروبی خصوصيدارا
 ارسال شدند و سپس 16S rRNA ژنوم یابی یه جهت توالیسو
   آنها ي برایکیلوژنتی بلاست و درخت فNCBIت یج در ساینتا
  
  

ه ی نــشان داد کــه ســویابیــ یج تــوالینتــا) 4شــکل. ( رســم شــد
M3ه ی بـا سـو  ي در صـد 100 شباهت يداراLactobacillus 

brevisstrain T118هی اســــت و ســــوY4تــــشابه يدارا 
   casei strain 1SA1 Lactobacillus   بـا يدرصـد 99,89

  . باشدیم
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Fig 4 Phylogenetic tree for strains M3 and Y4 

  

   بحث- 9
 درمـان  ای يریشگیپ يبرا مختلف یعیطب يروشها و مواد از امروزه

 ـا از یکی کهایوتیپروب از استفاده .شودیم استفاده هایماریب  روشـها  نی
 هـستند  روده یع ـیطب فلـور  وم ها یدوباکتریفیب و لهایلاکتوباس. است
 کیــتحر کلــسترول، کــاهش روده، عفونــت از يریجلــوگ بــا کــه

 یمهم ـ نقش بزرگ روده سرطان خطر کاهش و بدن یمنیا ستمیس
ــلامت در ــسان س ــایا ان ــدیم ف ــایباکتر. ]25[کنن ــوتیپروب يه  ک،ی
 کـاهش  ط رایمح ـ  pHکنند،یم دیتول یآل يدهایاس و کیدلاکتیاس
. کنند يریوگجل هایباکتر از ياریبس رشد از کنندیم یسع و دهندیم
 کننـد یم دی ـتول نیوسیباکتر مانند یکروبیضدم باتیترک هایباکتر نیا

. ]26[شــوند اســتفاده یعــیطب نگهدارنــده عنــوان بــه تواننــدیم کــه
 يبرا ارزشمند محصولات عنوان به یلبن محصولات که سالهاست

 از ياریبـس  ر،یاخ يسالها  در  .]25[ شوندیم شناخته انسان سلامت
ــشمندان ــاکتر دان ــايب ــي ه ــد لاکتی اس ــ و کی  از را لهایلاکتوباس
 اثـرات  و کـرده  ییشناسا و جدا سراسرجهان در یسنت محصولات

 یابی ـارز مختلـف  يزایمـار یب عوامـل  برابـر  در را آنها یستیآنتاگون
 از ياریبـس  و لهایلاکتوباس مانند ییسمهایکروارگانیم .]27[اند کرده
 يسمهای ـمکان قی ـطر از را زایمـار یب عوامل توانندیم گرید يهایباکتر

 ـ از شود،یم غذا یمنیا به منجر که یرقابت حذف جمله از متعدد  نیب
ک ی ـوتی زنـده پروب   يهـا ي محصولات با باکتر   ي عرضه  .]25[ببرند

 رشیپــذ زانیــکننــد، می کمــک مــیکــه بــه هــضم غــذا و ســلامت
 ـبا توجـه بـه ا     .دهدیش م ی را افزا  یمحصولات لبن  ع ین امـر، صـنا    ی

ک، ی ـوتی نـامزد پروب دی ـ جديهايباکتر ي برا يادیز ي تقاضا ییغذا

هدف از . ]28[ دارند یر محصولات لبنیر شده و سای تخميرهایش
لوس ی لاکتوباســي هــاي بــاکتري و جداســازیین پژوهشــشناسای ـا

 ـ ا یک بـوم  یوتی بالقوه پروب  يهایژگی و يدارا  یات سـنت ی ـران از لبن ی
د مـواد  ی ـ توليهالی کشف پتانسآنها به منظوریابیاستان فارس و ارز 

  . بودیع لبنی صنايبرا یافزودن
pH ک هایوتیپروب عملکرد يبرا یمهم اریمع عنوان به معده رهیش 

 ي هاpHدر  لوسهایلاکتوباس بقاء  قدرت.]29[شودیم نظرگرفته در
 باشد چرا که یار مهم می بسي و حضور نمک صفراويدیاس

 از یفیط با را سمیکروارگانی مک ها،یوتی پروبیمصرف خوراک
رند، روبرو ی گیشدت مدستگاه گوارش که در معده  ياسترسها

، عبور يد معده و نمک صفراویجه مقاومت به اسی کند در نتیم
ن یک از معده و استقرار آن در روده را تضمیوتیزپروبیت آمیموفق

ش یتوسط آزماه غربال شده ی جدا5ن مطالعه ی در ا.]16[  کندیم
  قرار گرفتندیمورد بررس يد و نمک صفراویمقاومت در برابر اس

 نسبت Y4و M3ه  ی دو سوی داشتند ولیج متفاوتیه ها نتایو سو
ط از خود ین شرای را در ايه ها رشد و مقاومت بهتریر سویبه سا

 ممکن است سطوح مختلف مقاومت به نمک .نشان دادند
خاص یهانیان پروتئی به بی بستگيدیط اسی و شرايصفراو

 دی اسيهايو مرتبط با مقاومت صفرا در باکتر ]30[ ییایباکتر
 که است بازدارنده ماده کی NaCl. ]31[ک داشته باشدیلاکت

            و شود هایباکتر انواع از یبرخ رشد مانع است ممکن
 تحمل انسان روده در را نمک يبالا غلظت دیبا ک هایوتیپروب
ه ها از لحاظ مقاومت به مورد ین مطالعه سویدر ا. ]32[کنند
 يهایباکتر . را نشان دادندیج خوبیش قرار گرفتند و نتایآزما
 يکه دارا کنند دیتول یستیآنتاگون باتیترک توانندیم کیدلاکتیاس
 یکروبیداشتن خواص ضد م. ]33[ هستندیمتفاوت یتیفعال فیط

ک هاست که در مطالعات گذشته، یوتی مهم پروبي هایژگیاز و
 جدا لیلاکتوباس يها هیسو که دادند نشان. همکاران و سیبور

 یفی سالمونلاترشد از يریجلوگ به قادر یلبن محصولات از شده
و لوکوکوس اورئوسیاستاف و نوزایسودوموناس ائروژ، ومیمور
 يه هایر سویز تاثیدر مطالعه انجام شده ن. ]34[هستندیا کلیشیاشر

 مشاهده یج مشابهی و نتاین پاتوژن ها بررسی ايجدا شده بر رو
ز خود نشان  اي بهتريز مهاریتاثY4 و M3ه یشد و دو سو

ها و نیوسید باکتریل تولی ممکن است به دلییتوانا نیا. دادند
، انسداد ییایبات بازدارنده باکترید ترکی از جمله تولییهازمیمکان
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ها با کیوتی پاتوژن، رقابت پروبيهاي اتصال باکتريهامحل
 ی آليدهاید اسی، تولي جذب مواد مغذي پاتوژن برايهايباکتر

 چرب آزاد يدهایا اسیلیکفنید لاکتیک، اسیونیپد پرویماننداس
 يسمهایکروارگانیم .]36, 35[ ها باشدکیوتیتوسط پروب

 مانند کیوتیپروب يهایباکتر یعنی باشند، منیا دیبا کیوتیپروب
 شدن عیما نیهمچن و زیهمول جادیا از ناتوان اساساً لها،یلاکتوباس

 نیهمچن و یکیوتیب یآنت تیحساس .هستند زبانیم بدن در نیژلات
 دیتول به لهایلاکتوباس یکیوتیب یآنت مقاومت یذات یژگیو

 کمک انسان مصرف يبرا کیوتیپروب خطر یب محصولات
ج مطالعه انجام شده نشان دهنده مقاومت و ینتا .]37[کندیم

کل، یکلرامفن يهاکیوتیبیه ها نسبت به آنتیت جدایحساس
. ن استیکلین و تتراسایسیتروماین، اریلی سین، آمپیسیندامایکل

 يز براین گریر مطالعات دیسا یکیوتی بیت و مقاومت آنتیحساس
 دست به يبرا. ]38[ک گزارش شده استیوتی پروبي هايباکتر

 ک،یوتیپروب يها گونه از نانیاطم قابل و قیدق ییشناسا آوردن
ز، ین مطالعه نیدر ا ]39[کرد استفاده یمولکول يکهایتکن از دیبا

 جهت ییایمیوشی و  بیکروبی ميهاعلاوه بر استفاده از روش
 یابیی و توالیه ها، از روش مولکولی سویی و شناسايجداساز

ز استفاده شد و یه ها نیتر سوقیق دیی شناسايبرا16S rRNAژن
شباهت به % 100 ي داراM3ه یج نشان داد که جداینتا

شباهت % 100 ي داراY4ه یسو جدایلوس برویلاکتوباس
  . بودیلوس کازئیلاکتوباس

  

  يریجه گینت -10
 خـواص  یج حاصـل از بررس ـ یق انجام شـده و نتـا     یبر اساس تحق  

ــپروب ــیکیوتی ــوانی م ــاکتری ت ــ يم دو ب ــرویلاکتوباس و  سیلوس ب
 اسـتان فـارس را بـه     یات سنت یجداشده از لبن  یلوس کازئ یلاکتوباس

ع یک در نظر گرفتـه و آنهـا را در صـنا           یوتی پروب ي ها يعنوان باکتر 
 ـ  ی ـ مختلف از جمله لبن    ییغذا ت ی ـفین جهـت ارتقـا ک     یات و همچن
  .می قرار دهيور مورد استفاده و بهره برداری دام و طيغذا

  

 نیفهرست واژگان لات -11
LAC: Lactic acid bacteria 
MRS: De Man, Rogosa and Shrpe  
SIM: Sulfide-Indole-Motility  
16S Rrna: 16S ribosomal RNA 
PCR: Polymerase chain reaction 
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Lactobacilli are the most well-known strains with probiotic properties that 
have a great effect on promoting gastrointestinal health.The purpose of this 
study was to isolate and evaluate the probiotic properties of local 
Lactobacillus in dairy products in Fars province. Gram-positive and 
catalase-negative bacilli were isolated and analyzed from dairy samples by 
chemical methods.To evaluate the probiotic properties of the isolates, their 
growth rate was measured at different acidic and alkaline pHs, different 
concentrations of bile salt and NaCl salt.The antimicrobial activity of the 
isolates on pathogenic bacteria was investigated by agar well diffusion 
method and also susceptibility testing to common antibiotics was 
performed by disk diffusion method.Optimal strains were identified 
molecularly by 16 S rRNA gene sequencing.Out of 36 gram-positive and 
catalase-negative strains, 10 strains were biochemically similar to 
Lactobacilli that 5 strains being able to grow at pH 3 to 9 and different 
concentrations of bile salt and NaCl salt.These bacteria had antimicrobial 
activity against common pathogens and were resistant to the antibiotics 
Clindamycin, Ampicillin, Erythromycin, and Tetracycline.Strains M3 and 
Y4 had better probiotic properties.Molecular evaluation showed that these 
two strains are 100% and 99.98% similar to Lactobacillus brevis and 
Lactobacillus casei strains, respectively.As a result, it was found that these 
two strains of Lactobacillus with approved probiotic properties are 
available in traditional dairy products in Fars province, which can be used 
in the dairy food industry to improve the quality of livestock and poultry 
feed. 
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