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 دهیچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار
 3/3/1403افت:یخ دریتار

 4/9/1403رش: یخ پذیتار

  خام محصولات لبنی تهیه شده از شیر  در    اسید  های لاکتیکباکتریمانند  خاص    فلورحضور میکراصلی  عامل  

لیقوان، پنیر  آمادهروش  مانند  سنتی  محصولات  های  این  این  سازی  از  زیادی  تعداد    ها یباکتراست. 

و   کیوت یپروب  یها سمیکروارگانیم مثال  بوده  باکتر  یاریبس  یها گونه  بعنوان    لوس، یلاکتوباس  یهایاز 

تحقیق حاضر  اند. در  نشان داده  یکیوتیپروب   یژگیاند، وشده  افتیکه در غذاها    وکوکوسیانتروکوکوس و پد

ها با استفاده آزمون پنیر سنتی لیقوان، جدایهنمونه    25های لاکتیک اسید از  پس از جداسازی فنوتیپی باکتری

PCR  جنس ویژگیاختصاصی  سپس  شدند.  تایید  پدیوکوکوس  و  انتروکوکوس  لاکتوباسیلوس،  های  های 

، خواص ضدمیکروبی،  خاصیت  دستگاه گوارش انسان  سازی شدهشبیه  ط یمقاومت به شراپروبیوتیکی شامل  

های منتخب مورد ارزیابی بیوتیکی و قدرت همولیزکنندگی سویهخودتجمعی و تجمع مشترک، مقاومت آنتی

جدایه    58ی منتخب، تعداد  سویه  84بیوشیمیایی و مولکولی، از بین  تشخیص  های  بر اساس آزمونقرار گرفت.  

جدایه( شناسایی شدند.    11جدایه( و پدیوکوکوس )   18جدایه(، انتروکوکوس )  29لاکتوباسیلوس )عنوان  به

 1/26سازی شده دستگاه گوارش انسان نشان داد که  در شرایط شبیهمانی  ها برای زندهگری این جدایهغربال

های منتخب درصد داشتند. همچنین، تعداد نه جدایه از سویه  50جدایه( مقاومت بالای    14ها )درصد جدایه

آسپرژیلوس  های  و همچنین کپک  استافیلوکوکوس ارِئوسو    لیستریا مونوسایتوجنزاثر ضدمیکروبی قوی روی   

بر اساس  نشان دادند. بهسیلیوم سیترینوم  پنیو    فلاووس تعداد   ،قابلیت خودتجمعی و تجمع مشترک علاوه، 

دو جنس لاکتوباسیلوس و انتروکوکوس( انتخاب شدند.  )متعلق به    LS6و    LS106  ،LS71  ،LS33ی  چهار جدایه

کار رفته  های بهبیوتیکها به اکثر آنتیبیوتیکی حاکی از حساسیت این جدایهدر نهایت، بررسی مقاومت آنتی

. همچنین خاصیت همولیتیکی  حساس بودند  نیل یسیو آمپ  نیکلینسبت به تتراسا  هاهی تمام جدا  کهیبطور  بود

های مناسب برای استفاده در عنوان گزینهها یهاز این چهار جدایه مشاهده نشد. بنابراین، این جدایه  یکدر هیچ

 شوند. ها معرفی میگیری از خواص سودمند آنمحصولات غذایی تخمیری و بهره
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 مقدمه -1

فلور   وجود  علت  به  تخمیری  لبنی  محصولات  مصرف 

سزایی در  بهنقش    ،هاهای آنو متابولیت   در آن  میکروبی مفید

کنندگان   مصرف  جهت  روش.  داردسلامت  سنتی  های 

دامآماده خام  از شیر  شده  تهیه  لبنی  های سازی محصولات 

مختلف مانند گاو و بز و گوسفند عامل حضور میکروبیوتای  

محصولات   این  در  دسته   است خاص  از  معمولا  که 

لاکتیکباکتری داده  [ 1] هستند    اسید  های  نشان  تحقیقات   .

  مانند هایی  واسطه متابولیت های مفید بهاست که این باکتری

زیستی  فعال  پپتیدهای  و  هیدروژن  پراکسید  آلی،  اسیدهای 

توانند به ها و ترکیبات شبه باکتریوسینی، میمانند باکتریوسین

فرآورده تولید  در  غذا  کمک  صنعت  محور  سلامت  های 

بکنندبه عنوان  [ 2]   سزایی  به  پنیر  خانواده .  مهم  عضو    یک 

لسیم و فسفر محسوب  لبنیات، منبع خوبی برای پروتئین، ک 

است  می شده  پنیرها  انواع  آمدن  بوجود  سبب  آنچه  شود. 

های متنوع تولید آن یعنی دلمه کردن، آبگیری و رساندن روش

می محصولات  . [ 3] باشد  پنیر  از  سنتی    یکی  تخمیری  لبنی 

نیمه   ایران، استارتر و  پنیر بدون  لیقوان است که نوعی  پنیر 

به که  است  میشسفت  شیر  مخلوط  از  سنتی  در   ،طور  بز 

می تهیه  تبریز  در  لیقوان  در روستای  پنیر  تولید  میزان  شود. 

لیقوان سالانه از  منطقه  پنیر  تن است    3150  بیش  این  به  و 

پنیرهای سنتی ایران  نوع  ، پرطرفدارترین  آن  دلیل طعم خاص

محصولات  مهم  .است  سایر  با  لیقوان  پنیر  تمایز  وجه  ترین 

از شیر خ  استارتر در  مشابه، استفاده  افزودن کشت  ام بدون 

 .  [ 4] فرمولاسیون آن است 

اسیدلاکتیک باکتری از    هتروژنیگـروه     LABیا    1های 

های گـرم مثبــت و بدون اسپور هســتند ها یا باسیلکوکسی

ویژگی پایه  بــر  ریخت کــه  و های  متابولیک  شناسی، 

گرفته قــرار  گــروه  یــک  در    متابولیت  .اندفیزیولوژیــک 

ها، اسیدلاکتیک حاصل از تخمیر  آن  تولید شده توسط  اصلی

ها دارای کاربرد بسیار  . این باکتری[ 5] ها است  کربوهیدرات

باشــند به طوریکه تخمیـر زیادی در صــنعت غــذا مــی

لاکتیکی علاوه بر افـزایش زمـان مانـدگاری، باعث بهبـود 

 
1 -Lactic acid bacteria 

ارگانولپتیـک   مـیغذاها  خـواص  همچنین  [ 6] شـود  نیـز   .

لاکتیکباکتری اسید  میکروارگانیسماصلی های  های  ترین 

گونه  بودهپروبیوتیک   باکتریو  از  بسیاری  های  های 

پدیوکوکوس   لوکونوستوک و  انتروکوکوس،  لاکتوباسیلوس، 

اند، ویژگی پروبیوتیکی از خود نشان  که در غذاها یافت شده

 .[ 7] دادند 

ها، جداسازی و شناسایی  این باکتری  فراوانبه دلیل اهمیت  

باکتریگونه این  جدید  از های  غذایی  مختلف  منابع  از  ها 

های  اهمیت زیادی برخوردار است. عموما شناسایی باکتری

ویژگی اساس  بر  لاکتیک  فنوتیپیکی  اسید  مختلف  های 

تخمیر    شناسیریخت ) الگوی  و  رشد  شرایط  سلول، 

میکربوهیدرات انجام  روش  [ 8] شود  ها(  این  ها ولی 

سویه تمایز  در  باکتریبخصوص  نتایج      LABهای  های 

نمیطبقه ارائه  را  واضحی  تشخیص    .کنندبندی  بنابراین 

 16/23های یابی ژنهای مولکولی مانند توالیکمک روشبه

S rRNA  های  و یا آزمونPCR  2و گونه  اختصاصی جنس 

ها  به عنوان ابزار موثری برای شناسایی این گروه از باکتری

تخمیری   غذایی  مواد  ،  طوریکهبه  [9] شود  می  انجام در 

های مولکولی برای  مطالعات بسیاری در زمینه کاربرد روش

جدایه شده    LABهای  شناسایی  انجام  مختلف  غذاهای  از 

 [10, 1] است 

ویژگی پروبیوتیکاز  سودمند  میهای  افزایش  ها  به  توان 

فراهمی زیستی مواد مغذی، اصلاح و تعدیل فلور میکروبی  

باکتری برعلیه  ضدمیکروبی  اثرات  گوارش،  های  دستگاه 

جلوگیری از  و    خون  ، کاهش سطح کلسترول سرمزابیماری

پروبیوتیک  [ 11] سرطان   کرد.  اثرات  اشاره  اعمال  برای  ها 

های صفراوی مقاومت  پایین و نمک pH خود، باید در برابر

 سپس داشته باشند تا در دستگاه گوارش فوقانی زنده بمانند و  

.  [ 12]   با چسبندگی به سلول های اپیتلیال روده کلونیزه شوند

ها،  ضروری این میکروارگانیسم  های پروبیوتیکیویژگیسایر  

ها برای مصرف کننده است که عدم مقاومت  خطر بودن آنبی

2 -Genus/Species -specific PCR 
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آنتی به  مهمبیوتیکدارویی  از  درمانی  رایج  آنهای  ها ترین 

 . [ 13] است 

سـال در  روی  اگرچه  بر  زیـادی  تحقیقـات  اخیـر  هـای 

انجام جدایه ایرانی  تخمیری سنتی  پروبیوتیک غذاهای  های 

است  برای  [ 15,  14]   شده  جستجو  موثر  سویهیافتن  ،  های 

مختلف   مناطق  در  که  چرا  دارد  ادامه  هم  هنوز  دیگر 

میکروفلور این محصولات با توجه به شرایط فصلی و دیگر  

. این موضوع تلاش [ 16]   تواند متغییر باشدعوامل محیطی می

جدایه یافتن  در  برای  پروبیوتیک  توان  با  وحشی  های 

نماید.  محصولات تخمیری هر منطقه جغرافیایی را توجیه می

به مطالب ذکر شده، جداساز بررس  یبا توجه    تیجمع  یو 

پن  اسید  کیلاکت  یهایباکتر  شناسا  قوانیل  یسنت  ریاز    یی و 

  ن یمهمتر  هاهیجدا  نیا  یمنی ا  یهاو جنبه  یکیوتی خواص پروب

 . دهدیم  لیاهداف پژوهش حاضر را تشک

 روش کار  -2

 بردارینمونه -2-1

منظور جداسـازی و  و به 1402در زمسـتان سـال این مطالعه  

انجام پنیر سـنتی لیقوان های لاکتیک اسـید از شـناسـایی باکتری

داد   ار، تعـ ت. برای این کـ ــنتی لیقوان   25گرفـ ه پنیر سـ نمونـ

ورت  به ادفی از محلصـ های تولید در منطقه لیقوان تبریز  تصـ

برداشـت شـده و در مجاورت یب به آزمایشـگاه واقع در تبریز  

 منتقل شدند.

 های لاکتیک اسید جداسازی باکتر -2-2

اکتری ه بـ داســـازی اولیـ د، از برای جـ ــیـ ک اسـ ای لاکتیـ هـ

. برای  [ 18, 17] ها اسـتفاده شـد خصـوصـیات فنوتیپیکی آن

محلول    لیترمیلی  9به    منظور مقدار یک گرم از نمونه پنیراین  

های  پس از تهیه رقت و   شـده  اضـافهسـرم فیزیولوژی  اسـتریل  

آگار    MRSکشـت  سـطح محیط ها در متوالی ده برابر، نمونه

ت   دند.  کشـ رایط  منظور ایجاد بهشـ د بهینه باکتریشـ   های رشـ

ــاعـت   72-24هـا  پلیـت ترموفیـل،  مزوفیـل و   ــرایط    سـ در شـ

یوس درجه 42و   30 دمایدو در و بیهوازی   لسـ خانه  گرم  سـ

دند. ی متفاوت از تعداد پنج پرگنه با ریخت   گذاری شـ ناسـ شـ

الاز منفی  د گرم مثبـت و کـاتـ اییـ هر پلیـت انتخـاب و پس از تـ

های فنوتیپی به شـکل زیر انجام ها، تفکیک گروهبودن جدایه

 شد.

 
Figure1. Differentiation scheme for lactic acid 

bacteria isolated from Lighvan cheese 
 

 روش مولکولی  تایید تشخیص به -2-3

با    یژنوم  DNA ها پس از استخراججدایه یمولکول  ییشناسا

 Pouya Gene Azma-PD115-50)  استخراج  تیک   استفاده از

, Iran   واکنش  ( انجام گرفت. برای این منظورPCR    با حجم

م  10شامل:     تریکرولیم  25  یینها در    تریکرولینانوگرم 

DNA،آغازگر اختصاصی جنساز هر  کرومولاریم 0/ 4 الگو ،  

  2MgCl  ،5 /2   کرومولاری م  dNTP  ،  2  کرومولاریم  0/ 2

 Taq DNA  میآنز  واحد  یکو    PCRبافر     تریکرولیم

Polymerase  کلریدر دستگاه ترموسا  (PTC 200 Waltham, 

USA  )  .بکار رفته برای همه    یحرارت  های سیکلانجام گرفت

 (Denaturationی ) ساز واسرشت  قهیدقپنج شامل آغازگرها 

  72  یدما    قهیهفت دقسلسیوس و    درجه  95  یدر دما  هیاول

ی حرارتی بود. برای آغازگر  در پایان چرخه  وسی درجه سلس

پدیوکوکوس   جنس  شامل    حرارتی  رخهچ  30مختص 

 45به مدت     ی سلسیوسدرجه  95  یدما  در  یساز  واسرشت 

درجه به    61ی  در دما(  Annealing)  هاآغازگراتصال    ،ثانیه

  72   یدر دما  (Elongationتوسعه آغازگر ) و    هیثان  50مدت   

گرفت.    قهیدقیک  مدت     به  درجه آغازگرهای  انجام  برای 

جنس   انتروکوکوس  مختص  و    رخه چ  30لاکتوباسیلوس 

واسرشت   Touchdownبصورت    حرارتی  در  یساز  شامل 
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مدت     95  یدما به  اتصال    برای  هیثان  50  ،ثانیه  45درجه 

مختص  درجه     56تا    59ی  دما  از  هاآغازگر آغازگر  برای 

ی  دما  از  هاآغازگراتصال    برای  هیثان  50جنس انتروکوکوس و  

  و   آغازگر مختص جنس لاکتوباسیلوس برای  درجه    52تا    59

 قه یدقیک  مدت    به   درجه  72  یدر دماها  توسعه آغازگر  سپس

توالی آغازگرهای بکار رفته در این مطالعه در  انجام گرفت.  

  1/ 5ژل آگارز     درPCR  . محصولآورده شده است   1جدول

 ,Bio-Rad)  دش  الکتروفورز  دیبرما  ومیدیاتحاوی  درصد  

USA) . 

Table1. Genus-specific primers used for the detection of LAB isolates from Lighvan cheese 

Primers Primers Sequence (5’-3’) 
Amplicon 

size (bp) 
Reference 

Lactobacillus genus-specific primers   

LbLMA1-rev F: CTCAAAACTAAACAAAGTTTC 209  [19 ]  

R16-1 R: CTTGTACACACCGCCCGTCA  

Enterococcus genus-specific primers   

Ent1 F: TACTGACAAACCATTCATGATG 112  [20 ]  

Ent2 R: AACTTCGTCACCAACGCGAAC  

Pediococcus genus-specific primers   

Pedio_F F: GAACTCGTGTACGTTGAAAAGTGCTGA 701  [21 ]  

Pedio_R R: AGTGGAACTCCATGTGTAG  

 بررسی خواص پروبیوتیکی -2-4

 مقاومت به شرایط معادل دستگاه گوارش انسان -2-4-1

ــابـه   LABهـای  مـانی ایزولـهبرای ارزیـابی زنـده در محیط مشـ

به اســید و    هاهیســو زمان همتحمل   ی انســان، بررســیمعده

ین ) یون میکروبی به  pHپپسـ پانسـ وسـ ده و    2/ 5سـ انده شـ رسـ

لیتر به آن پپسـین اضـافه شـد( انجام گرم در میلیمیلی 3مقدار  

د یون نمونه. شـ ه سـاعت انکوباسـ ها در دمای  پس از یک و سـ

درجـه )بـا توجـه مـدت زمـان طبیعی توقف غـذا در محیط    37

ان(، آن طحی  MRS agarها در محیط معده در انسـ ت سـ کشـ

ــده و تعـداد باکتری .  (22)های زنده مانده گزارش گردید  شـ

با  شــرایط معادل روده کوچک  به  ها جدایه  همچنین مقاومت 

 در  LABی هاجدایه  تازه  کشــت   یســلول  رســوبات تلقیح

MRS broth    صفرادرصد    0/ 3حاوی  (w/v  )  گرم  و یک میلی

انکراتین )در میلی ــد. پس از= pH 8لیتر پـ دو و    ( انجـام شـ

سـلسـیوس  درجه  37 یدر دماها چهار سـاعت انکوباسـیون آن

ــان(،   )با توجه مدت زمان طبیعی توقف غذا در روده در انس

ــد باکتری ــمارش ش در نهایت از  و    [ 22] های زنده مانده ش

های منتخب که مقاومت بالاتری به اسـید و صـفرا از باکتری

 خود نشان دادند برای ادامه کار استفاده گردید.

 
3  - Potato Dextrose Agar 

 اثرات ضدمیکروبی -2-4-2

در    روش براچانتشار    یی ا یباکتر  ضد  ت یفعال  نییتع  یاهک 

گرم    زای بیماریهای  باکتری  یمنتخب بر رو  LABهای  ایزوله

و دو    استافیلوکوکوس ارئوسو    ایتوجنزمونوس   ای ستریل  مثبت  

منفی گرم  شاخص  انتریکا و    ی اکلیاشرش   باکتری    سالمونلا 

ابتدا  [ 10]   استفاده شد شاخص در   زای بیماریهای  باکتری. 

مح و  MRS agar  طیسطح  از  کشت  ساعت    24  پس 

 هات یپل  نیدر ا  متریلیم  5با قطر    یهاچاهک  ی،گذارخانهگرم

ف  تری کرولیم  50شده و    جادیا   لتر یف   قی )از طر  ی شده  لتریاز 

  های منتخبلاکتیک اسید باکتری  تازه( کشت  کرومتریم  0/ 2

فیلتر  شده    یمنظور فرم خنثاین  به هر چاهک اضافه شد. به  

استفاده    است شده    ماریکاتالاز ت  می( که با آنزpH  =7/ 2)  هاشده

انکوباس  گردید. از  پل  کی  ونیپس  دما  هات یشبه   37  یدر 

از    قطردارای  مناطق عدم رشد    وس،ی درجه سلس   10بالاتر 

 در نظر گرفته شد.   عنوان اثر ضدمیکروبی قویمتر بهمیلی

ی  برای د قارچی نیز  فعالیت  بررسـ پرژیلوس  های  کپک ضـ آسـ

 Wang etشـد )  اسـتفاده  سـیلیوم سـیترینومپنیو   فلاووس

al., 2012)  . ار محیط کشــــت کـ این    حـاوی PDA  3  برای 

های  از سـوسـپانسـیون  (v/v)درصـد  100تا  10  هایغلظت 
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های لاکتیک اســـید باکتری تهیه و پس از فیلترشـــده جدایه

ت تکه دن محیط کشـ متر از میلی 5ای با قطر حدود  جامد شـ

ــاخص ک شـ ازه کپـ ارچی از )  کلنی تـ ه قـ دا کردن قطعـ ا جـ بـ

د کرده در پلیت   مرکز آن  در(  محیط خارجی پرگنه کپک رشـ

درجه سلسیوس    25ها تا یک هفته در دمای پلیت .  شد تلقیح

هر کپک  4انکوبه شــده و حداقل غلظت بازدارنده از رشــد

د کلنی پس رشـ ت آمد. سـ میانگین دو قطر عمود  ) کپک  بدسـ

  گیری اندازه(  C)  شاهد  و(  T)  شده  تیمار  هایپلیت   در(  بر هم

بصـورت زیر   ( در این غلظت Iاز رشـد ) و درصـد بازدارندگی

 .  [ 23] محاسبه گردید 
I (%) = [(C-T)/C] × 100 

 6و تجمع مشترک 5خاصیت خود تجمعی -2-4-3

ت  این دو ویژگی به ده اسـ پکتروفوتومتری تعیین شـ روش اسـ

 در محیط    LABهـای  خـانـه گـذاری جـدایـه. پس از گرم[ 24] 

MRS broth  (24   ،ــاعت ــیوس( و تهیه   37س ــلس درجه س

ــیون میکروبی با کدورت معادل نیم مک ــپانس ــوس فارلند،  س

ــلول ــوب س ــتگاه  ها با رس ــانتریفیوژ کردن در دس دو بار س

گراد  درجه سانتی  4دقیقه،    MC10  (5بهسان مدل  سانتریفیوژ 

رعت   دن،  دور در دقیقه( 3500با سـ ته شـ سـ جدا و پس از شـ

پس مخلوط   د. سـ فات بافر وارد شـ مجددا در همان حجم فسـ

ــده و مـدت  ــل ورتکس شـ ــاعـت در  4حـاصـ درجـه   37سـ

یوس به لسـ یت  سـ د خاصـ د. درصـ کون قرار داده شـ حالت سـ

 تجمعی با استفاده از رابطه زیر بدست آمد.

) × 100 0A/F(A -1  =aggregation %-Auto 

FA 0  وA پایانی و اولیه سـوسـپانسـیون   نوری جذب ترتیب  به  

ه ــدمی  LAB  هـایجـدایـ اشـ انومتر    620در طول موج    کـه  بـ نـ

گیری شــده  ( اندازهCecil-aquarius, UKاســپکتروفوتومتر )

 است.

ــیـت تجمع ــی خـاصـ ــترک نیز پس از تهیـه    برای بررسـ مشـ

یون پانسـ وسـ ده، حجمسـ اره شـ های  های میکروبی به روش اشـ

با هر کدام از  LABی  مسـاوی از هر سـوسـپانسـیون جدایه

  سـالمونلا انتریکا و   کولیاشـریشـیا    زایبیماریهای  باکتری

درجه   37ســـاعت در   4مخلوط و پس از ورتکس شـــدن، 

 
4- Minimum inhibitory concentration 

5 - Auto-aggregation 

یوس به لسـ یت  سـ کون قرار گرفت و در پایان، خاصـ حالت سـ

 تجمع مشترک مطابق رابطه زیر محاسبه شد.
+  P)/(Amix(A -)/2 L+ A Paggregation % = [(A-Co

)/2] × 100LA 
PA ،LA   وmixA    ــیون ــپـانسـ ــوسـ به ترتیـب جذب نوری سـ

هـا پس و مخلوط آن  LABهـای  ، جـدایـهزابیمـاریهـای  بـاکتری

 باشد.نانومتر می 620ساعت انکوباسیون در طول موج  4از 

 بیوتیکیمقاومت آنتی -2-4-4

اکتری د بـ ــیـ ک اسـ ت لاکتیـ ــیـ ه  حســــاسـ ب بـ ای منتخـ هـ

ــار  بیوتیـکآنتی ــتفـاده از روش انتشـ هـای رایج درمـانی بـا اسـ

ــک برای این منظور، پس از تهیـه  .  [ 25]   انجـام گرفـت   7دیسـ

ت چمنی از  یون  کشـ پانسـ وسـ ت تازه جدایهسـ   LABهای  کشـ

انـدارد نیم مـک  بـا)معـادل   ــتـ ــت اسـ فـارلنـد( روی محیط کشـ

MRS agar ونکومایســین  بیوتیک شــامل  های آنتی، دیســک

(g30µ  ،)( ــفـیـگـزیـم  پـنـی(g5µسـ  ،( لـیـن  ــیـ واحــد(،   10سـ

کلرامفنیکل  (، g30µ، تتراســـایکلین )(g2µکلیندامایســـین )

(g30µ)آمپی  ،( ــیلین  )(،  g10µسـ ــین  ،  (g5µاریترومــایسـ

ین ) ین )(، g15µآزیترومایسـ ون  (g10µجنتامایسـ فتریاکسـ ، سـ

(g30µ ،تهیه شــده از شــرکت پادتن طب ایران )  با فواصــل

قرار داده شــد. میانگین دو قطر   محیط کشــت مناســب روی  

کل گرفته پس از  د شـ اعت   24عمود بر هم هاله عدم رشـ سـ

درجه سـلسـیوس ثبت   37ها در دمای گذاری پلیت خانهگرم

 گردید.

 خاصیت همولیتیکی -2-4-5

  LABهـای  جـدایـه  ،بـه منظور ارزیـابی قـدرت همولیز کننـدگی

ار خون اوی  در محیط کشـــت آگـ درصـــد خون    5دار حـ

سـاعت در  48خانه گذاری شـدند )گوسـفند، کشـت و گرم

درجه سـلسـیوس(. تشـکیل هاله همولیز شـفاف و یا   37دمای 

عنوان  ها به ترتیب بهتغییر رنگ ســـبز رنگ در اطراف پرگنه

 .[ 26] همولیز بتا و آلفا در نظر گرفته شد 

 نتایج و بحث -3

 های لاکتیک اسید جداسازی باکتری  -3-1

6  - Co-aggregation 

7 - Disk Diffusion Method 
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مجموع   و  پرگنه  125از  جداسازی  خاکستری  تا  سفید  ی 

 MRSهای مختلف محیط کشت  سازی شده از پلیت خالص

agar    ،84  ( آزمون  67/ 2جدایه  انجام  از  پس  های  درصد( 

به ) فنوتیپی  لاکتوباسیلوس  انتروکوکوس    39عنوان  جدایه(، 

جدایه( انتخاب و با استفاده    20جدایه( و پدیوکوکوس )  25)

جنسآغازگراز   از  یک  هر  اختصاصی  باکتریایی  های  های 

آزمایش   ارزیابی قرار گرفتند. در   PCRمذکور توسط  مورد 

جدایه(،    29عنوان لاکتوباسیلوس )جدایه به  58پایان، تعداد  

( )  18انتروکوکوس  پدیوکوکوس  تایید    11جدایه(،  جدایه( 

شکل ژل   1شدند.  تصاویر  از  تایید یکی  به  مربوط  آگارز 

ج نشان نمونه  LABهای  دایهمولکولی  را  لیقوان  پنیر  های 

 دهد. می

 
 

 
Figure2. Image of the 1.5% gel agarose (Invitrogen, G501802) of PCR products of Lighvan cheese isolates 

using genus-specific primers for Lactobacillus, Enterococcus and Pediococcus genera described in Table1. Lane 

4: 1Kbp marker (Sinaclon SL 7051, Iran); Lane 17: 100bp marker (Sinaclon SL 7031, Iran); Lanes 1-3: positive 

control for Lactobacillus plantarum (PTCC 1058), Pediococcus pentosaceus (ATCC 25744) and Enterococcus 

faecalis (PTCC 1237); Lane 5-7: negative control (without template DNA); Lanes 8–16: DNA samples isolated 

from Lighvan cheese. 

در رساصلی  نقش    کیلاکت  دیاس   یهایباکتر  تهیه    دنیرا  و 

به  یریتخم  یغذاهاانواع   بنابراین  و  چنین  دارند  کارگیری 

هایی که خاصیت پروبیوتیکی نیز از خود نشان دهند، باکتری

فراورده بهدر  غذایی  سلامت    منظور های  مصرف  بهبود 

] از اهمیت ویژه  کنندگان برخوردار است  از طرفی  27ای   .]

ی سنت  یریمحصولات تخمموجود در    کیوتیروب پ  یهایباکتر 

مورد    ط،ی با مح  ی بیشترسازگار  لیبه دل  ایی هر منطقهبوم   و

مطالعات زیادی  اساس،    همینبر   و  [ 28]   هستند  ی شتریتوجه ب 

  ی غذاها   LAB  یها یباکتر  شناسایی و معرفی جمعیت   یبرا

ارزیابی ویژگی  یرانیا  یسنتمتنوع   آنو  پروبیوتیکی  ها های 

است   شده  راستا،  [ 29,  5] انجام  همین  در  نیز در  .    گذشته 

انتروکوکوس  [ 30]   لوسی مختلف جنس لاکتوباس  یهاگونه  ،

غذاهای از  یکیوتیبا خواص پروب [ 31] و پدیوکوکوس  [ 10] 

 .جدا شده است  یرانیا یریتخم

 ها خواص پروبیوتیکی جدایه -3-2

 انسان مقاومت به شرایط معادل دستگاه گوارش   -1- 3-2

ها در شرایط  که درصد بقای آن   LABهای  جدایه   2در جدول

بوده و برای  50سازی شده معده و روده انسان بالاتر از شبیه

شده  انتخاب  مطالعه  است. ادامه  شده  داده  نشان  اند، 

ساعت در محیط   3تا    2های پروبیوتیک باید بتوانند  باکتری

و آنزیم پپسین( دوام آورده و    3حدود    pHمعده انسان )با  

ساعت از روده کوچک )با حضور    4سپس در مدت حدود  

های گوارشی مانند پانکراتین( به سلامت عبور  صفرا و آنزیم

لذا مقاومت   [ 33,  32] کنند تا اثرات مفید خود را بروز دهند  

ترین و اولین ویژگی یک باکتری  نسبت به اسید و صفرا مهم

درصد   26/ 1در تحقیق حاضر  شود.  پروبیوتیک محسوب می

جنسجدایه به  متعلق  که  باکتری  اسید  لاکتیک  های  های 

لاکتوباسیلوس، انتروکوکوس و پدیوکوکوس بودند مقاومت  

درصد( در شرایط معادل دستگاه گوارش از    50خوبی )بالای  
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تحقیقات دیگری  نتایج  در تضاد با  این یافته    خود نشان دادند.

بقااست   برا  76تا    71)  ییبالا  یکه  های  باکتری  یدرصد( 

ی گزارش ریتخم  یجدا شده از محصولات لبن  لاکتیک اسید

البته گزارشات محققین دیگری مبنی بر [ 35,  34]   اندکرده  .

  سازی به شرایط شبیه  LABهای  تر جدایههای پایینمقاومت 

شده دستگاه گوارش انسان، در توافق با نتایج مطالعه حاضر  

   .[ 36, 10] است 

Table2. Survival of LAB isolates under artificial human GI tract conditions 

Isolates 
Survival Rate (%) after 3 h 

in Simulated Gastric juice a 

 Survival Rate (%) after 4 

h in Simulated gut juice b LAB genus 

LS6 68.68±0.92  51.65±1.13 Enterococcus 

LS9 74.14±0.38  77.95±0.78 Lactobacillus  

LS13 79.92±0.51  54.59±0.89 ND 

LS17 66.98±1.14  53.34±0.34 Enterococcus 

LS18 53.33±0.97  54.93±0.72 Lactobacillus 

LS33 61.82±0.48  56.39±0.31 Lactobacillus 

LS37 72.23±0.41  75.37±0.43 Lactobacillus 

LS50 51.20±0.43  47.42±0.76 ND 

LS58 73.64±0.52  78.39±0.42 Enterococcus 

LS59 86.90±0.69  70.62±0.17 Enterococcus 

LS64 74.19±0.51  78.01±0.27 Pediococcus 

LS71 56.49±1.13  54.63±0.55 Lactobacillus 

LS83 52.20±0.01  58.04±0.48 ND 

LS85 48.68±0.92  51.65±1.13 Pediococcus 

LS99 74.14±0.38  77.95±0.78 Pediococcus 

LS106 79.92±0.51  54.59±0.89 Enterococcus 

LS118 66.98±1.14  53.34±0.34 Lactobacillus 

Data are mean ± standard deviation of three independent experiments. 
a, phosphate-buffered saline solution (adjusted to pH 3) containing 3 mg mL-1 pepsin. 
b, PBS solution containing 0.3% bile salts and 1 mg mL-1 pancreatin. 
 

 

 ضدمیکروبیخاصیت  -2- 3-2

جدایه منتخب در آزمون قبل که نوع باکتری    14از مجموع  

اثرات  جدایه،  شش  و  نه  ترتیب  به  بود،  شده  شناخته  آن 

بزرگ رشد  عدم  منطقه  )دارای  قوی  از  بازدارندگی    10تر 

استافیلوکوکوس  و    لیستریا مونوسایتوجنزمتر( بر روی  میلی
ها  (. اثرات ضدمیکروبی جدایه3نشان دادند )جدولآرئوس  

طوریکه  گرم منفی کمتر بود به  زایبیماریهای  باکتریروی  

به ترتیب هفت و پنج جدایه دارای خاصیت ضدمیکروبی بر  

ها بودند و از بین آن  سالمونلا انتریکاو    اشرشیا کولیروی  

، هاله عدم رشد با قطر بیشتر از    LABفقط سه و یک جدایه  

تر  (. اثرات  ضدمیکروبی قوی3متر ایجاد کرد )جدولمیلی  10

های گرم های لاکتیک اسید این تحقیق بر روی باکتریباکتری

گرم منفی در توافق با   زایبیماریهای  باکتریمثبت نسبت به  

است  یافته دیگر  دانشمندان  اثرات  [ 35,  34] های   .

باکتری متابولی ضدمیکروبی  به  اسید  لاکتیک  های  ت های 

یا  و  هیدروژن  پراکسید  اسید،  مانند  شده  تولید  مختلف 

. با توجه  [ 37] شود  ها نسبت داده میترکیبات باکتریوسینی آن

های  به اینکه در تحقیق حاضر فیلترشده سوسپانسیون باکتری

LAB    پس از خنثی شدنpH   و تیمار شدن با آنزیم کاتالاز

می را  مذکور  اثرات  لذا  گرفت  قرار  آزمایش  به  مورد  توان 

های باکتریوسینی نسبت داد. در مطالعات دیگر هم متابولیت 

باکتری در خواص ضدمیکروبی  ترکیبات  این  نقش  های  به 

LAB  [ 38, 2] اشاره شده است . 
Table3. Antibacterial effect of selected LAB isolates against indicator pathogens 

Zone diameter (mm) around  
Isolates Listeria 

monocytogenes 
Staphylococcus aureus 

(PTCC 1764) 
Escherichia coli 

(PTCC 1276) 
Salmonella enterica 

(PTCC 1709) 
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(PTCC 1163) 

12.01±0.33 7.21±0.26 5.48±0.16 0 LS6 

16.50±0.21 12.64±0.28 17.47±0.23 6.26±0.06 LS9 

0 0 0 0 LS17 

10.58±0.19 11.26±0.05 0 0 LS18 

20.49±0.14 21.58±0.20 13.59±0.19 2.30±0.17 LS33 

13.43±0.18 0 8.54±0.09 0 LS37 

2.64±0.21 0 0 0 LS58 

22.24±0.23 18.41±0.20 11.43±0.18 12.31±0.15 LS59 

7.26±0.05 0 0 0 LS64 

18.35±0.10 13.71±0.19 8.54±0.25 4.43±0.10 LS71 

11.30±0.17 8.65±0.24 0 0 LS85 

4.53±0.24 0 0 0 LS99 

15.54±0.09 16.38±0.15 0 0 LS106 

0 0 2.46±0.10 5.73±0.10 LS118 
Data are mean ± standard deviation of three independent experiments. 

  14های مختلف عصاره فیلترشده همچنین بررسی اثر غلظت 

های  در بازداندگی از رشد شعاعی پرگنه کپک  LABجدایه  

فلاووس سیترینوم  پنیو    آسپرژیلوس  که  سیلیوم  داد  نشان 

جدایه  LS99و    LS18  ،LS64ی  جدایه  3جز  به ها  بقیه 

جدول در  داشتند.  ضدقارچی  غلظت    4خاصیت  حداقل 

( و درصد بازدارندگی در  MICبازدارنده از رشد هر کپک )

های منتخب آورده شده است. تا کنون  این غلظت برای جدایه

های مختلفی در برابر طیف وسیعی اثرات ضدقارچی باکتری

ها  و در میان این باکتری  [ 39] ها به اثبات رسیده است  از کپک

می  LABهای  باکتری چشم  به  حتی  [ 41,  40] خورد  نیز   .

د از  تحقیقاتی  ترکیبات ضدقارچ حاصل  بکارگیری  مورد  ر 

های  کش و بر علیه کپکعنوان قارچبهلاکتوباسیلوس پلانتارم  

 . [23] گیاهی انجام گرفته است   زایبیماری
Table4. Antifungal effect of selected LAB isolates against indicator molds 

Growth inhibition (%) of 
Penicillium citrinum 

(PTCC 5304) 

 
MIC (%) 

 Growth inhibition (%) of 
Aspergillus flavus 

(PTCC 5004) 

 
MIC (%) 

 
Isolates 

0.04±24 30  0.10±14 30 LS6 

0.55±9 50  0.09±10 40 LS9 

0.36±13 70  0.22±16 70 LS17 

- -  - - LS18 

0.30±29 20  0.25±21 20 LS33 

0.34±24 70  0.30±15 100 LS37 

0.20±10 40  0.17±25 60 LS58 

0.11±22 30  0.48±21 30 LS59 

- -  - - LS64 

0.06±25 20  0.07±27 20 LS71 

0.65±18 30  0.53±23 40 LS85 

- -  - - LS99 

0.23±31 30  0.11±20 20 LS106 

0.30±11 100  0.40±9 100 LS118 
Data for growth inhibition (%) are mean ± standard deviation of three independent experiments. 

 خاصیت خودتجمعی و تجمع مشترک -3- 3-2

در تجمع    LABهای برگزیده  نتایج مربوط به توانایی جدایه

باکتری   دو  با  تجمع  و  چسبیدن  و  همدیگر    زای بیماریبا 

نشان داده شده    5در جدول  سالمونلا انتریکاو    اشرشیا کولی

با   تجمع  قابلیت خودتجمعی،  اساس،  این  بر  اشرشیا  است. 
با    کولی تجمع  انتریکاو  محدوده   سالمونلا  در  ترتیب  به 

متغییر   80/ 07تا    30/ 14و    88/ 33تا    31/ 49،    78/ 60تا    21/ 22

از  بود. جدایه ارقام بالاتر  که  آن   50هایی  به  درصد برای  ها 
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ویژگی   گردیدند.  انتخاب  آزمایشات  ادامه  برای  رسید  ثبت 

باکتری آنتجمع  شدن  کلونیزه  و  چسبیدن  در  که  در  ها  ها 

های مهم و اپیتلیوم روده کوچک نقش دارد، یکی از قابلیت 

می محسوب  پروبیوتیک  یاکتری  یک  و    [42] شود  حیاتی 

بررسی  مورد  در  گرفته  انجام  مطالعات  بیشتر  در  بنابراین 

، مورد توجه بوده  LABهای های پروبیوتیکی باکتریویژگی

باکتری[ 12,  10] است   اتصال  به  . همچنین  پروبیوتیک  های 

میزا  بیماریهای  باکتری روده  محیط  چسبیدن در  از  تواند 

عمل آورده و یک مکانیسم  ها به جداره روده ممانعت بهآن 

جدار روده  به    زابیماریهای  باکتریدفاعی در برابر تهاجم این  

 . [ 5] گردد  محسوب می

Table5. Aggregation activities of selected LAB isolates 

Isolates 
Auto-aggregation 

(%) 
 Co-aggregation (%) with 

 E. coli S. enterica 

LS6 78.60±0.49  88.33±0.18 80.07±0.35 

LS9 38.46±0.13  40.30±0.22 50.85±0.40 

LS18 40.26±0.24  36.49±0.66 39.57±0.59 

LS33 79.53±0.45  59.46±0.36 69.19±0.54 

LS37 51.43±0.30  44.46±0.24 30.14±0.39 

LS59 21.22±0.39  31.49±0.49 42.44±0.61 

LS71 67.57±0.41  87.52±1.33 70.86±0.10 

LS85 40.78±0.51  47.87±0.20 35.75±0.40 

LS106 56.52±0.37  76.65±0.52 70.43±0.19 
Data are mean ± standard deviation of three independent experiments. 

 بیوتیکیمقاومت آنتی -4- 3-2

جدایه حساسیت  منتخب  نتایج  یازده    LABهای  به 

درمانی در جدولآنتی رایج  در    6بیوتیک  آورده شده است. 

های  بیوتیکها حساسیت بالایی نسبت به آنتیمجموع، جدایه

تمام جدایه بطوریکه  دادند  نشان  استفاده  به  مورد  نسبت  ها 

آمپی و  چهار    سیلینتتراسایکلین  مقاومت  بودند.  حساس 

جدایه نسبت به ونکومایسین و    3جدایه به کلیندامایسین و  

به نیز  آنتیسفتریاکسون  مقاومت  بالاترین  بیوتیکی  عنوان 

رسید.  جدایه ثبت  به  جداها    به   LAB  یهاهیمقاومت 

قبل  نیسی وانکوما مطالعات  با  حاضر  مطالعه  نشان   یدر  که 

به    ییمقاومت بالا  لوسیلاکتوباس  یهااز گونه  یاریبس  دهدیم

،  های مابرخلاف یافته.  [ 41] ، توافق دارد  دارند  نیسی وانکوما

)  یکوه همکاران  گزارش  2022و  ه  کردند(  از    کی  چیکه 

موتال  وسانتروکوک  پنیر  از  شده  جدا  وانکوماهای    ن ی سیبه 

نبودند. باکتری  مقاوم  پروبیوتیکحساسیت  به    های 

های رایج پزشکی از دو جنبه حائز اهمیت است.  بیوتیکآنتی

بیماری مانند    LABهای  زایی برخی باکتریاول اینکه شائبه 

های مقاوم به  ها وجود دارد و مثلا انتروکوکوسانتروکوکوس

های  های جدی در حوزه عفونت ونکومایسین یکی از چالش

است   به[ 43] بیمارستانی  ژن.  افقی  انتقال  امکان   8علاوه 

آنتی به  پروبیوتیکبیوتیکمقاومت  بین  سایر  ها  و  ها 

جمله  باکتری از  گوارش  دستگاه  مقیم  های  باکتریهای 

حساسیت    زابیماری از  اطمینان  حصول  و  ارزیابی  لزوم   ،

آنتیپروبیوتیک به  روشن بیوتیکها  را  بالینی  رایج  های 

 . [ 44] سازد می
Table6. Antibiotic resistance in selected LAB isolates 

Antibiotics  Inhibition zone diameter (mm) for LAB isolates 

  LS106 LS71 LS33 LS6 

Vancomycin  13.5±0.36 (R) 10.6±0.11 (R) 15.4±0.08 (I) 7.3±0.09 (R) 

Cefixime  15.5±0.14 (R) 27.4±0.14 (S)  18.1±0.05 (S) 16.3±0.09 (S) 

Penicillin  30.6±0.36 (S) 29.4±0.08 (S) 27.3±0.16 (I) 31.1±0.17 (S) 

Clindamycin  0 (R) 10.8±0.09 (R) 0 (R) 0 (R) 

Tetracycline  31.3±0.11 (S) 25.5±0.15 (S) 23.4±0.09 (S) 29.3±0.15 (S) 

Chloramphenicol  22.1±0.38 (S) 26.5±0.18 (S) 18.6±0.15 (I) 29.4±0.23 (S) 

Ampicillin  25.2±0.39 (S) 27.4±0.14 (S) 18.5±0.14 (S) 22.3±0.14 (S) 

 
8 -Horizontal gene transfer 
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Erythromycin  26.4±0.22 (S) 20.7±0.33 (I) 24.3±0.22 (S) 21.3±0.39 (S) 

Azithromycin  13.4±0.08 (I) 23.5±0.21 (S) 13.7±0.08 (I) 17.4±0.09 (I) 

Gentamicin  18.7±0.09 (S) 18.5±0.13 (S) 17.4±0.08 (S) 14.5±0.06 (I) 

Ceftriaxone  4.3±0.06 (R) 28.3±0.28 (S) 21.2±0.16 (R) 15.1±0.19 (R) 
Data are mean ± standard deviation of three independent experiments. 

(I) indicates intermediate sensitivity (R) resistance and (S) susceptibility to the antibiotics based on CLSI, 2018 guideline.

 

 خاصیت همولیتیکی  -5- 3-2

،  LS106  ،LS71بررسی قدرت همولیز کنندگی چهار جدایه  

LS33  وLS6  ها هاله همولیز شفاف یک از آننشان داد که هیچ

یا سبز رنگ تشکیل نداده و فاقد خاصیت همولیز آلفا یا بتا  

های  های مهم مرتبط با ایمن بودن باکتریبودند. یکی از جنبه

آن کنندگی  همولیز  قدرت  عدم  تا  پروبیوتیک  هاست 

های جداره روده  ی این ویژگی سبب تخریب سلولواسطهبه

  زا بیماریهای  نشده و آن برای ورود و کلونیزه شدن باکتری

نکنند   مطالعه(26)مستعد  همانند  تحقیقات .  در  حاضر،  ی 

باکتری روی  شده  انجام  از  دیگر  شده  جدا  لاکتیک  های 

غذاهای تخمیری نیز عدم خاصیت همولیتکی به ثبت رسیده  

 .  [ 45, 5] است 

 گیرینتیجه  -4

دو  متعلق به جنس انتروکوکوس و     LS6و  LS106سویه    دو

لاکتوباسیلوس که در  متعلق به جنس      LS71  ،LS33  هیسو 

زنده ماندن    ییتوانامطالعه حاضر از پنیر لیقوان جدا شدند،  

انسان را داشتند.    سازی شده دستگاه گوارششرایط شبیهدر  

مانند    دیگری   یکیوتی پروب  ی هایژگ یو  ها هیجدا  نیا  ،همچنین

را دارا  و کلونیزاسیون در روده تجمع و ضدمیکروبی ت یفعال

و    هاجدایه  نیا  کنندگی  زیهمول  قدرتفقدان  بودند.  

  ، کار رفتهدرمانی به  جیرا  یها کیوتی بیها به آنتآن  ت یحساس 

به    هاهیجدا  نیا در   یبرا  یمناسب  هایگزینهرا  استفاده 

غذا بهره  ییمحصولات  مزا  ی ریگ و    بخشی   سلامت  ی ایاز 

تبدآن  بوجود    یابیارز  .کندیم  لیها  زا    یماریعوامل 

 in  ی  هاانجام تست   وانتروکوک    یهاجدایهدر  خصوص  به

vivo رو منظور  یوانی ح  یهامدل  یبر   نان یاطم  حصول  به 

 .شودیم هیتوصبرای مطالعات آینده ها آن یمنیاز ا بیشتر
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

The main reason for the presence of specific microbiota, particularly lactic 

acid bacteria in dairy products made from raw milk, such as Lighvan cheese, 

is the traditional methods of preparing these products. A large number of 

these bacteria are probiotic microorganisms, and for example, many species 

of Lactobacillus, Enterococcus and Pediococcus bacteria presented in foods 

have shown probiotic properties. In the current study, genus-specific PCR 

detection for the Lactobacillus, Enterococcus, and Pediococcus genera was 

used to confirm the isolates of lactic acid bacteria that had been 

phenotypically isolated from 25 samples of traditional Lighvan cheese. 

Subsequently, the probiotic properties of the isolates, including resistance in 

simulated gastrointestinal tract conditions, antagonistic properties, auto-

aggregation and co-aggregation attributes, antibiotic resistance and 

hemolytic activities of the selected strains were evaluated. Based on 

biochemical and molecular detection tests, among the 84 selected strains, 58 

isolates were identified as Lactobacillus (29 isolates), Enterococcus (18 

isolates) and Pediococcus (11 isolates). Screening of these isolates for 

survival in human GI tract conditions showed that 26.1% of the isolates (14 

isolates) had resistance levels above 50%. Also, nine isolates of the selected 

strains showed potent antibacterial activity against Listeria monocytogenes 

and Staphylococcus aureus, as well as Aspergillus flavus and Penicillium 

citrinum molds. Moreover, based on the ability of auto-aggregation and co-

aggregation features, four isolates LS106, LS71, LS33 and LS6 (belonging 

to Lactobacillus and Enterococcus genera) were selected. Finally, the 

investigation of antibiotic resistance revealed the sensitivity of these isolates 

to majority of the used antibiotics, so that all isolates were susceptible to 

tetracycline and ampicillin. Also, not one of these four isolates exhibited 

hemolytic properties. As a result, these isolates are recommended as suitable 

candidates for usage in fermented food products, taking advantage of their 

beneficial properties. 
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