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  چکیده

 این .باشدهاي لاکتیکی میاي از باکتريي طیف گستردهداراکه  مورد استفاده در جنوب خراسان است  سنتیکرهحاصل از ماست، تلمبی کره مسکه یا کره 
در این تحقیق،  .انجام گرفتسالمونلا انتریکا و استافیلوکوکوس اورئوس هاي لاکتیکی کره مسکه بر رشد پژوهش با هدف بررسی اثر ضد باکتریایی جدایه

استفاده ها جدایه میکروبی  ضد ارزیابی فعالیتمنظور  روش میکرودایلوشن بهازهاي لاکتیکی مورد شناسایی قرار گرفتند و سپس ، جدایهPCRابتدا با روش 
لاکتوباسیلوس هاي ، منجر به شناسایی جنسNCBIهاي ذخیره شده در پایگاه ها با توالی جدایهS rDNA16ست توالی قطعات ژن  بلا.گردید

  ارزیابی فعالیتنتایج .شدلوس فرمنتوم، لاکتوباسیلوس دلبروکی و انتروکوکوس هیرا بولگاریکوس، انتروکوکوس فاسیوم، لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسی
 را ها قابلیت جلوگیري از رشد این دو پاتوژن نشان داد که همه جدایهسالمونلا انتریکاو استافیلوکوکوس اورئوس هاي بیماریزاي  باکتري برضد میکروبی

لاکتوباسیلوس  هايجنس  نشان داد کهنتایجهمچنین  . درصد متغیر بود55/5 -56/46 و از 46/55 - 49/84ز ها بترتیب اداشتند و درصد بازدارندگی آن
برخوردار بودند  استافیلوکوکوس اورئوسالاترین درصد بازدارندگی بر از ب B37لاکتوباسیلوس دلبروکی ، B224ا انتروکوکوس هیر ،B38م پلانتارو

)P<0.05( لاکتوباسیلوس پلانتاروم و B38 به طور معنی داري )P<0.05 (علاوه بر . را از خود نشان داد سالمونلا انتریکا بالاترین درصد بازدارندگی بر
 داري از به شکل معنیاستافیلوکوکوس اورئوس در برابر هاهاي لاکتیکی نشان داد که میزان بازدارندگی تمامی جدایهاین نتایج مقایسه بازدارندگی جدایه

هاي عامل بیماري و  جهت مهار میکروارگانیسم جدا شده از کره مسکههاي اسید لاکتیک باکتريتوان ازمیبنابراین  ).P<0.05( بیشتر بود تریکاسالمونلا ان
  .فساد استفاده نمود

  
  استافیلوکوکوس اورئوس، سالمونلا انتریکا، ضد باکتریایی، PCRهاي لاکتیکی،  مسکه، باکتري: واژگانکلید

  

                                                             
 مسئول مکاتبات: khomeiri@gau.ac.ir  
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  مقدمه  - 1
است که داراي طیف هاي تلمبی انواع کرهکره مسکه، یکی از 

ي ماست، نام کلی کره. باشدهاي لاکتیکی میاي از باکتريگسترده
محصولی برگرفته از چربی ماست است که در داخل تلمب یا 

هاي کره تبدیل پس از عملیات فیزیکوشیمیایی به تودهسنتی چرن 
 از جمله آسیاي مختلف دنیا در نقاط این محصول. شودمی

مرکزي، الجزایر، هند، ترکیه و ایران به صورت کاملا محلی و 
، اییک، مسکه، اشمنیسنتی تولید و با اسامی مختلفی از جمله 

در بین  .]2و1[شود ، ماخان، داهان و دیگر اسامی شناخته میزابرا
وسفندي هاي تولید شده از ماست گهاي حاصل از ماست، کرهکره

اي به دلیل برخورداري از عطر و طعم فوق العاده از اهمیت ویژه
برخوردار بوده که این نشان دهنده وجود طیف وسیعی از 

هاي اسید لاکتیک مولد عطر و آروما است که به همراه باکتري
ي ویژه این تفاوت در ترکیب مواد مغذي شیر، طعم و رایحه

       راي حفظ خواص سنتی و لذا ب. نمایندمحصول را ایجاد می
هاي هاي خاص باکتريي کره ماست، سعی شده تا از سویهویژه

اسید لاکتیک ایزوله شده از کره هاي حاصل از شیر خام براي این 
کره تلمبی حاصل از ماست در ایران، ]. 3[ منظور استفاده شود

هاي مورد مسکه یکی از متداول ترین کره.  نام دارد"مسکه"
ده در ناحیه جنوب خراسان و فرآورده اي از مشتقات ماست استفا

می باشد که طی فرایند خاصی از شیر گاو یا گوسفند قابل 
تولید این نوع کره، بدون افزودن استارتر تجاري  .استحصال است

 حاصل از کرهمسکه یا . گیردهاي سنتی صورت میو با تکنیک
 و بخصوص راي در کشوماست داراي شهرت و مصرف فزاینده

ي آن، لذیذ بودن و  است و دلیل عمدهدر جنوب خراسان
 مورد پسند مصرف کنندگان در مقایسه مزهبرخورداري از طعم و

  ].3 [باشدبا کره پاستوریزه می
 بدون استارتر حاصل از شیر خام، اعمال يکرهدر این نوع 

وئین، سایر مواد مولد استبیوشیمیایی از جمله تولید دي استیل، 
هاي اسید عطر و آروما و ترشی اندك کره، وابسته به عمل باکتري

هاي در واقع میکروارگانیسم. لاکتیک بومی شیر یا ماست است
خاصی مسئول ایجاد آروما، طعم و بافتی منحصر به فرد در این 

ها شناسایی و بررسی انواع این میکروارگانیسم. محصول هستند
باشند، در شناخت اصلی آنها میهاي اسید لاکتیک جزو که باکتري

ها و امکان به کارگیري عوامل مفید موجود در بهتر این فراورده
هاي لبنی به آنها براي ارتقاي کیفیت این محصول و سایر فراورده

خصوص جهت تنوع بخشی به محصولات لبنی در سطح صنعتی 
  ].4[کند و نیمه صنعتی، کمک شایانی می

از نظر سلامت بخشی، (ها ه این باکتريالعاد به دلیل اهمیت فوق
هاي جدید این ، جداسازي و شناسایی گونه)ايدرمانی و تغذیه

ها از منابع مختلف غذایی از اهمیت بالایی برخوردار باکتري
-ها بر اساس ویژگیاي باکتريشناسایی خصوصیات پایه. است

هاي مختلف نظیر مورفولوژي سلول، مورفولوژي کلنی، شرایط 
ت، حرکت، توانایی تولید اسپور و همچنین الگوي تخمیر کش

اکنون مشخص شده که شناسایی . شودها انجام میکربوهیدرات
ها صرفاً بر مبناي خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی باکتري

اي از اي که در بسیاري موارد، دسته گونه چندان دقیق نبوده به
گیرند  گروه قرار میها که بر مبناي این خصوصیات در یکباکتري

هاي بسیاري دارند ازنظر خصوصیات ژنوتیپی با یکدیگر تفاوت
هاي مولکولی به ابزار قدرتمندي براي شناسایی امروزه روش]. 5[

هاي اند که قادر هستند باکتريها تبدیل شدهمولکولی باکتري
. بندي نمایند مختلف را با صحت و دقت بسیار شناسایی و طبقه

-اي در زمینه کاربرد این روشهاي گستردهلیل پژوهشبه همین د

هاي جدا شده از منابع بندي باکتري ها براي شناسایی و طبقه
  .]6-9[گوناگون انجام شده است 

ها بر لاکتیک اسید باکتريحاضر اهمیت در حال علاوه بر این 
هاي پاتوژن براي بهبود کیفیت غذاهاي نگهداري علیه ارگانیسم

خطر بودن لامت انسان به وضوح مشخص است و بیشده براي س
ها از لحاظ دارا بودن شرایط ایمنی براي مصرف بسیاري از آن

از طرفی با توجه به این که  .انسان مورد تایید قرار گرفته است
استفاده از مواد غذایی با نگهدارنده شیمیایی به علت اثرات منفی 

 کنندگان به طور بر سلامت انسان و محیط زیست در بین مصرف
هاي لذا استفاده از نگهدارنده. چشمگیري کاهش پیدا کرده است
ها که از لحاظ ایمن بودن براي زیستی نظیر لاکتیک اسید باکتري

اند و هاي مربوطه قرار گرفتهسلامت انسان مورد تایید سازمان
بسیاري از علاوه بر این خاصیت پروبیوتیکی و سلامت بخشی 

هاي مناسبی براي جایگزینت رسیده است، می تواند ها به اثباآن
 .هاي شیمیایی باشدنگهدارند

هاي بدست آمده از شناسایی ژنتیکی جدایههدف از این تحقیق 
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کره سنتی مسکه در استان خراسان شمالی و بررسی فعالیت ضد 
هاي عنوان یک نگهدارنده زیستی علیه باکتريها بهمیکروبی جدایه

  . بوده استسالمونلا انتریکاو فیلوکوکوس اورئوس استابیماریزا 

  هامواد و روش - 2
 هاي کشت مصرفیمحیط - 2-1

 و عصاره مخمر MRS broth و MRS agarهاي کشت محیط
از شرکت ) MHA(از شرکت مرك آلمان و مولر هینتون آگار 

 درجه 121هاي کشت در دماي محیط. سیگما آمریکا تهیه شدند
  . دقیقه استریل گردیدند15ت گراد به مدسانتی
  هاي باکتریایی سویه

سویه هاي باکتري اسید لاکتیک مورد استفاده در این تحقیق شامل 
هاي بدست آمده از کره سنتی مسکه در خراسان شمالی با جدایه

، B38  ،B37 ،B120 ،B224 ،B66 ،،B251 ،B23هاي کد
B260 ، B39وم و میکروبی گروه علباشد که از کلکسیون می

  . صنایع غذایی دانشگاه گرگان تهیه گردید
 باکتري بیماریزا 2ها از جهت بررسی خواص ضد میکروبی جدایه

استفاده شد که از سالمونلا انتریکاو استافیلوکوکوس اورئوس 
  .هاي صنعتی ایران تهیه گردیدندکلکسیون باکتري

ها و بررسی اولیه جهت سازي جدایهفعال -2-2 
  آزمون بیوشیمیاییتیپی با استفاده از شناسایی فنو

 MRSها در محیط کشتجدایهسازي فعالبراي این هدف، ابتدا  

گراد انجام  درجه سانتی37هوازي در دماي مایع تحت شرایط بی 
ها در مراحل اولیه به کمک معیارهاي فنوتیپی شناسایی جدایه. شد

م و آمیزي گررنگو  مانند شکل کلنی و مورفولوژي سلولی
  .  فعالیت کاتالازي انجام شد

 ها به روش مولکولیشناسایی جدایه - 2-3
بر و  DNA توسط کیت تجاري استخراج DNAاستخراج 

شرکت  (اساس دستورالعمل کیت مورد استفاده انجام شد
  . )تکاپوزیست

  )PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره
هاي جهت شناسایی مولکولی باکتري: پرایمرهاي مورد استفاده

اي پلیمراز، از پرایمرهاي لاکتیک اسید به کمک واکنش زنجیره
هاي لاکتیک اسید، براي تکثیر برگشت باکتري و  عمومی رفت

اند  توالی پرایمرها عبارت.  استفاده شدS rDNA16نواحی متغیر 
 ´1492R: 5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3:  از

 ´27F: 5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3و 
  .  استbp1500 تکثیر شده DNAطول قطعه . ]10[

 میکرولیتر با 30 در یک حجم PCRواکنش : PCRواکنش 
 در دستگاه ترموسایکلر Red 2X Master Mixاستفاده از 

 میکرولیتر با مقادیر 30 در حجم نهایی PCRواکنش . انجام شد
  .)1جدول  ( زیر، انجام پذیرفت شدهبهینه

  
Table 1 the values of the components used in 

the PCR reaction  
materials amount 

(microliters) 
Master Mix  
Premier F 
Premier R 

DNA template 
Distilled water 

15  
0.5  
0.5  
3  
11 

  
، PCRجهت مشاهده نتایج واکنش : PCRآنالیز کیفی محصول 

، %1/ 5شده توسط ترموسایکلر، روي ژل آگارز محصولات تکثیر 
  . بارگذاري شدند

جهت تعیین توالی، محصولات : هاتعیین توالی و مقایسه توالی
از .  به شرکت ماکروژن در کره جنوبی ارسال گردیدPCRواکنش 

با کمک برنامه . پرایمر رفت نیز جهت تعیین توالی استفاده شد
BLASTهاي موجود در بانک جهانی هاي حاصل با توالی توالی

ها با موارد   آنهایی که توالیجدایه. مقایسه شدند) NCBI(ژن 
موجود در بانک اطلاعاتی، درصد مشابهت بالاتري را نشان دادند، 

  .عنوان همان گونه شناسایی شدند به
 با هابررسی فعالیت ضد باکتریایی جدایه - 2-4

 ودایلوشناستفاده از روش میکر
محیط مایع مصرف شده  میکروبی منظور ارزیابی خاصیت ضد به

 برابر هاي لاکتیکی در ساعته جدایه24کشت  1بدون سلول
سالمونلا و استافیلوکوکوس اورئوس زا  هاي بیماريباکتري
 185بدین منظور، . از روش میکرودایلوشن استفاده گردید انتریکا

ه بدون سلول کشت هر میکرولیتر از محیط مایع مصرف شد

                                                             
1. Cell Free spent Medium (CFSM) 
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 درجه 4 ساعته در 24جدایه لاکتیکی که از سانتریفوژ کشت 
 دقیقه به دست آمد 5 دور در دقیقه به مدت 10000گراد با سانتی

حاوي (زاي مورد نظر  میکرولیتر از باکتري بیماري15به همراه 
CFU 105 (24در ادامه و پس از . به هر چاهک اضافه شد 

گراد، جذب  درجه سانتی37ي در دماي ساعت گرمخانه گذار
  ].11[ تعیین گردید  نانومتر600موج  نمونه مذکور در طول

 وتحلیل آماري تجزیه - 2-5
نتایج حاصل از این پژوهش نیز با استفاده از آنالیز واریانس 

در سطح ) LSD(داري  طرفه و روش حداقل اختلاف معنی یک
 نسخه SPSSافزار رم در سه تکرار و به کمک ن05/0داري معنی

 و تحلیل قرار گرفت و براي ترسیم نمودارها از   مورد تجزیه19
  .  استفاده شد2007افزار میایکروسافت اکسل نسخه  نرم
 

  نتایج و بحث - 3
 شده هاي فعالشناسایی مولکولی سویه -3-1

هاي حاصل از کـشت خطـی    تک پرگنهDNAارزیابی اولیه تکثیر   
آمده بـا ژل الکتروفـورز        دست  هاي به دایهسوسپانسیون میکروبی ج  

  ). 1شکل (محصولات تولیدي، تائید گردید 

  

  
Fig 1 Gel electrophoresis of PCR products  

  
 PCRشـود محـصولات      مـشاهده مـی    1طور که در شـکل      همان

 bp 1500استخراجی، طولی معادل DNA  نمونه 9مربوط به هر 

ــتند ــورز محـــصولا ( داشـ ــر PCRت ژل الکتروفـ  داراي پرایمـ
، %5/1 جفت بازي روي ژل آگـارز      500 هدف   اختصاصی با توالی  

ــک  ــک  : 1چاه ــارکر، چاه ــت  2م ــرل مثب لاکتوباســیلوس ( کنت
شـده بـه ترتیـب از    هـاي فعـال   نمونـه  12 تـا    3، چاهک   )پلانتاروم
  هـا بــا  جدایـه S rDNA16تـوالی قطعـات ژن   . )9 تـا  1شـماره  

   گردید ستبلا، NCBIه اطلاعاتی هاي ذخیره شده در پایگاتوالی
   دارايPCRیابی محصولات نتایج توالی). 2جدول (
  

  
  ها نیز پس از مقایسه  این تک پرگنهDNAپرایمر اختصاصی از 

   NCBI اطلاعاتی هاي موجود در پایگاههاي مذکور با دادهتوالی
  انتروکوکوس ،  بولگاریکوس لاکتوباسیلوس   شناسایی  به منجر

، لاکتوباســیلوس فرمنتــوم ، لاکتوباســیلوس پلانتــاروم ، مفاســیو
با توجه به نتـایج   . شد انتروکوکوس هیرا  ولاکتوباسیلوس دلبروکی   

ــالا و ــاوت ب ــان شناســایی مولکــولی و   تف ــه می هــاي آشــکاري ک
دقـت و صـحت شناسـایی         تـوان بـه   شود مـی  بیوشیمیایی دیده می  

 16S ژنـی  هـاي میکروبـی بـا اسـتفاده از ناحیـه     مولکولی سـویه 

rDNA پی برد.  
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Table 2 PCR sequencing results of activated isolates from Masske butter and comparison 

 with results from biochemical identification  
Biochemical identification Molecular identification Isolate code Number 

Streptococcus thermophilus Lactobacillus bulgaricus B251 1 
Lctobacillus spp. Lctobacillus plantarum B38 2 

Lctobacillus plantarum Lctobacillus fermentum B66 3 
Pedicoccus spp. Lctobacillus plantarum B120 4 

Lctobacillus plantarum Lactobacillus delbrueckii B37 5 
Pedicoccus spp. Lactobacillus delbrueckii B39 6 
Lctobacillus spp. Enterococcus hirae B224 7 

Lctobacillus plantarum Lctobacillus fermentum B23 8 
Streptococcus salivarius Enterococcus hirae B260 9 

  
هاي مولکولی یی با استفاده از روش باکتریاهايسایی جدایه شنا

ک روش یهاي بیوشیمیایی و مورفولوژیکی در مقایسه با روش
کنون شود و به همین دلیل، تامطمئن و دقیق محسوب می

 شناسایی دقیق براي استفاده از این روش هاي متعددي باپژوهش
 لبنی و سایر لف مختهاي باکتریایی جدا شده از محصولاتسویه

تروپچیوا و همکاران عنوان مثال  به. محصولات انجام گرفته است
جدا شده از محصول لبنی  هايلاکتوباسیلوسبه شناسایی ) 2014(

  PCRهاي اختصاصی در سطح گونه و محلی کاتاك با روش
RAPD16 و آنالیز توالیS rDNA نشان هانتایج آن.  پرداختند 

لاکتوباسیلوس  شده مربوط به گونه داد که چهار سویه جدا
، به بررسی )2014(اسمیت سینگ و سینگ . ]9[ بودند برویس

 غیر آغازگر جدا شده از پنیر چدار هندي با هايلاکتوباسیلوس
اقدام  16S rRNA مبتنی بر جایگاه PCRاستفاده از روش 

 شناخته لاکتوباسیلوسعنوان   بههانمودند که طی آن تمامی سویه
، به مطالعه )2011( همچنین تفویضی و همکاران .]8[ شدند

 تولیدکننده باکتریوسین هايلاکتوباسیلوسژنوتیپی و فیلوژنتیکی 
جدا شده از محصولات لبنی محلی و غذاهاي سنتی با استفاده از 

هایی از پرداختند و توانستند گونه16S rRNAناحیه  
بررسی  .]12[را شناسایی کنند انتروکوکوسو  لاکتوباسیلوس

، بر روي جداسازي و شناسایی )2014(نریمانی و تاري نژاد 
هاي پروبیوتیک شیر و ماست سنتی بیوشیمیایی و مولکولی باکتري

هاي گاومیش شهرستان خوي، منجر به شناسایی سویه
  در . ]13[شدلاکتوباسیلوس پلانتاروم و لاکتوباسیلوس برویس 

  

  
قین انجام شده است  از محق برخیتحقیقات دیگري که توسط

 جداسازي شده است که از لاکتوباسیلوسهاي مختلفی از گونه
این محقق از شوبات . اشاره نمود) 2002(توان به ائوسل ها میآن

 که یک محصول تخمیري حاصل از شیر شتر است 
، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، لاکتوباسیلوس برویس

، لانتاروملاکتوباسیلوس پ، لاکتوباسیلوس بولگاریکوس
 را جداسازي پدیو کوکوسهاي و گونهلاکتوباسیلوس کازئی 

  .]14[کرد

  هاخاصیت ضد باکتریایی جدایه -3-2
هاي جدایه از جنس و گونه9هاي شناسایی شده، از بین جدایه

ها در  خاصیت ضد میکروبی آنمختلف انتخاب شدند و سپس 
 و 2شکل (ن به روش میکرودایلوشزا  هاي بیماريبرابر باکتري

 نتایج به دست آمده نشان داد که میزان .بررسی شد ) 3شکل 
 استافیلوکوکوس اورئوس هاي مورد بررسی بر ندگی جدایهبازدار

نتایج حاصل از ارزیابی  .  درصد متغیر بود46/55 - 49/84از 
اثرات بازدارندگی محیط مایع مصرف شده بدون سلول کشت 

  2در شکل  فیلوکوکوس اورئوساستاهاي لاکتیکی بر رشد جدایه
    شودهمانطور که مشاهده می. نشان داده شده است
، B224انتروکوکوس هیرا  ،B38لاکتوباسیلوس پلانتاروم
الاترین درصد بازدارندگی بر از ب B37لاکتوباسیلوس دلبروکی 
داري و تفاوت معنی برخوردار بودند استافیلوکوکوس اورئوس

 لاکتوباسیلوس همچنین. )P>0.05(ها مشاهده نشد بین آن
    .از کمترین قدرت بازدارندگی برخوردار بود  B23فرمنتوم
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Fig 2 Inhibitory effects of Cell Free Spent Medium (CFSM) used on 
 lactic acid bacteria isolates against of Staphylococcus aureus 

 
پژوهش، اثرات بازدارندگی محیط مایع یگري از این در بخش د

هاي لاکتیکی بر رشد مصرف شده بدون سلول کشت جدایه
نتایج به دست . بررسی شد سالمونلا انتریکا باکتري گرم منفی

 هاي مورد بررسی برندگی جدایهآمده نشان داد که میزان بازدار
نتایج حاصل  .درصد متغیر بود 56/46تا  55/5 از سالمونلا انتریکا

از ارزیابی اثرات بازدارندگی محیط مایع مصرف شده بدون سلول 

  3در شکل  سالمونلا انتریکا هاي لاکتیکی بر رشدکشت جدایه
  شودهمانطور که مشاهده می. ه استنشان داده شد

از ) P<0.05(به طور معنی داري  B38 لاکتوباسیلوس پلانتاروم
برخوردار  سالمونلا انتریکالیه بالاترین درصد بازدارندگی بر ع

ن قدرت از کمتری B37لاکتوباسیلوس دلبروکی همچنین . بود
 .بازدارندگی برخوردار بود

 
 

 
Fig 3 Inhibitory effects of Cell Free Spent Medium (CFSM) used on  

lactic acid bacteria isolates against of Salmonella enterica 
*Similar letters in each row indicate no significant difference at the 0.05 level 
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هاي هاي لاکتیکی بر روي باکتريمقایسه میزان بازدارندگی جدایه

هاي لاکتیکی زا نشان داد که میزان بازدارندگی تمام جدایه بیماري
 استافیلوکوکوس اورئوس گرم مثبت مورد بررسی بر روي باکتري

ها بر روي  بیشتر از تأثیر آن) P<0.05(داري شکل معنیبه 
  ). 3جدول (بود  سالمونلا انتریکا گرم منفیباکتري

 
Table 3 Comparison of inhibitory effect of lactic isolates  

on pathogenic bacteria 

 
 
 
 

 
  

1  

  

*Similar letters in each row indicate no significant difference at the 0.05 level 
  

اهمیت  هاي تکنولوژیکی،پیشرفت هاي اخیر ومطالعات سال
-درمانی محصولات لبنی تخمیري را بخوبی نشان می اي وتغذیه

 اسید لاکتیک در فرآیند تولید هايدهد که این خواص به کشت
هاي تولید شده که داراي آنزیم هاي متعدد وها و به متابولیتآن

کتیک اسید لا. شوندده میبرخی مزایاي درمانی هستند، نسبت دا
طور طبیعی در مواد غذایی مختلف نظیر لبنیات،  ها  به باکتري
هاي گوشتی و سبزیجات تخمیر شده وجود داشته و یا فراورده

هاي خالص یا استارتر در تولید محصولات لبنی عنوان کشت به
مانند شیر اسیدوفیلوس، ماست، پنیرهاي کاتیج، پنیرهاي سخت و 

که لاکتیک اسید  با توجه به این. ]15[شوند برده مینرم بکار 
عنوان مواد ایمن  ها از لحاظ ایمنی در اروپا مورد تأیید و به باکتري

عنوان  ها به توان از آن، می]15- 17[اند شده  به رسمیت شناخته
ترکیبات طبیعی براي جایگزین کردن با مواد افزودنی شیمیایی و 

غذایی جدید و جذاب استفاده کرد حال ارائه محصولات  درعین
ها نمایندگان اصلی  هاي لاکتیک اسید باکتري گونه].18[

. ]5[باشند  هاي غذایی و دارویی میها در تولید فراوردهپروبیوتیک
ها و ترکیبات  بیوتیک علاوه بر این توانایی تولید برخی از آنتی

هت ها ج ها توسط این باکتريفعال خصوصاً باکتریوسین زیست
هاي دستگاه گوارش به اثبات  کنترل و درمان برخی از سرطان

هاي زیادي تاکنون لاکتیک اسید باکتري. ]19[رسیده است 
ها در محصولات غذایی زیادي به اند، این باکتريشناخته شده

خصوص در محصولات لبنی سنتی مختلف وجود دارند و علاوه 
را نیز تشکیل می بر این بخشی از جمعیت طبیعی دستگاه گوارش 

  .دهند
 بررسی اثر ضد میکروبی  دربارههاي متعدديدر دهه اخیر پژوهش

 تخمیري هاي لاکتیکی جدا شده از محصولات لبنی سنتی وسویه
  به)2003(فرناندز و همکاران   بعنوان مثال.انجام گرفته است

 و لاکتوباسیلوس گازريبررسی فعالیت ضد میکروبی 
یلو باکتر پممونلا، ک سالهايباکتريلوس بر لاکتوباسیلوس اسیدوفی

هاي لاکتیکی ها نشان داد که جدایهنتایج آن. پرداختندو لیستریا 
توانند بدون ایجاد تداخل در فلور میکروبی دستگاه گوارش از می

در تحقیق دیگري  .]20[ یري نمایندها جلوگرشد این پاتوژن
هاي لاکتیکی باکتري، اثر آنتاگونیستی )2006(کیائی و همکاران 
هاي هاي محلی استان گلستان را علیه باکتريجدا شده از ماست

ها نشان داد که زا مورد ارزیابی قرار دادند که نتایج آنبیماري
لاکتوباسیلوس هاي  شده از محیط کشت باکتري محلول رویی تهیه

، بیشترین اثر بازدارندگی را بر لاکتوباسیلوس لاکتیس و کازئی
اشریشیا ، سالمونلا تیفی موریومخصوص  هاي گوارشی بهنپاتوژ

Number Isolate code Staphylococcus 
aureus Salmonella enterica 

1 B251 a64/05±2/25 b*
10/78±1/44 

2 B38 a84/49±./78 b46/56±3/55 
3 B66 a56/07±./35 b19/57±1/08 
4 B120 a62/6±1/45 b19/83±./16 
5 B37 a82/46±1/04 b5/55±1/37 
6 B39 a64/49±2/17 b11/17±./94 
7 B224 a83/32±./17 b17/4±./45 
8 B23 a55/46±./6 b10/45±./45 
9 B260 a69/26±69 b9/39±./72 
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 از خود نشان داد شیگلا دیسنتري و یرسینیا انتروکولیتیکا، کلاي
 نتایج حاصل از شناسایی ژنوتیپی و فیلوژنتیکی .]21[

هاي تولیدکننده باکتریوسین جدا شده از محصولات لاکتوباسیلوس
) 2011(همکاران هاي سنتی محلی توسط تفویضی و لبنی و غذا

در این انتروکوکوس فاسیوم  و کازئی لاکتوباسیلوسنشان داد که 
کنند که این متابولیت خاصیت محصولات تولید باکتریوسین می

  .]12[ ضد میکروبی دارد
هاي لاکتیکی بررسی فعالیت ضد میکروبی سویههمچنین 

پدیوکوکوس اسیدي لاکتیکی، پدیوکوکوس پنتوزئوس و 
هاي پاتوژن و  میکروارگانیسم بر روي ساکیلاکتوباسیلوس

سودوموناس، : شامل (زاي جدا شده از مواد غذاییبیماري
) 2013(توسط سیزیکین و همکاران  اشریشیا، باسیلوس و لیستریا

  از رشدها قادر به جلوگیرياین باکتريهاي نشان داد که متابولیت
، به )2011( میرحسینی .]22 [باشندهاي مذکور میپاتوژن

 تولیدکننده باکتریوسین در محصولات لبنی انتروکوکوسشناسایی 
نتایج این پژوهش نشان داد که . با روش مولکولی پرداخت

خاصیت (ها بود  تنها انتروسین غالب در همه نمونهAانتروسین 
ها نسبت ها به حضور این انتروسینانتروکوکوسضد میکروبی 

 در تحقیق دیگري نشان داه شد  علاوه بر این.]23 [)شودداده می
 از قابلیت تجمعی قابل توجهی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسکه 

 که دلیل آن میزان بالاي بودزا برخوردار  هاي بیماريعلیه باکتري
همچنین . ]24[  عنوان گردیدگریزي سطح سلولی این باکتري آب

هاي هاي اسید لاکتیک بر ضد باکتريبین قابلیت تجمع باکتري
گریزي دیواره سلولی رابطه مستقیمی  زا و میزان آبیماريب

  ].24[ گزارش شده است
و بر اساس تحقیقات مختلفی که تاکنون صورت گرفته  بطور کلی 

مانند اسید لاکتیک، اسید فرمیک، اسید (اسیدهاي آلی است، 
اکسید،  ، کربن دي)استیک، اسید کاپروئیک، اسید فنیل لاکتیک

 دي استیل، اتانول، اسیدهاي چرب پراکسید هیدروژن،
هاي حلقوي، ترکیبات پروتئینی، رئوترین و هیدروکسیل، دي پپتید

سیلین، ازجمله مواد ضد میکروبی طبیعی هستند که رئوتري
ها تولید و باعث افزایش نگهداري و وسیله باکتري اسید لاکتیک به

  ]25- 27[شوند سلامت بخشی مواد غذایی می
ی و تخمیري و بخصوص انواع سنتی و بومی هاي لبنفرآورده

مناطق مختلف، از بهترین منابع شناخته شده براي جداسازي، 

کره مسکه . هاي اسید لاکتیک هستندشناسایی و بکارگیري باکتري
هاي تلمبی است که داراي طیف یا کره ماست، یکی از انواع کره

  ].3 [باشدهاي لاکتیکی میاي از باکتريگسترده
 هاي اسید لاکتیک از اجزاي اصلی ایجاد کنندهن باکتريهمچنی

 این محصول  منحصر بفرد و خصوصیاتبافت، عطر، آروما
ها امکان به کارگیري عوامل هستند لذا شناسایی دقیق این باکتري

مفید موجود در آنها براي ارتقاي کیفیت این محصول و سایر 
نوان عوامل ضد  به عهاهاي لبنی و به استفاده از آنفراورده

هاي در این پژوهش جدایه. کند، کمک شایانی میمیکروبی طبیعی
-شناسایی و اثر ضد باکتریایی آنبدست آمده از کره سنتی مسکه 

 بر باکتري بیمارزاي   بعنوان عوامل ضد میکروبی طبیعیها
مورد ارزیابی قرار   سالمونلا انتریکا واستافیلوکوکوس اورئوس

 لاکتوباسیلوس پلانتارومش مشخص شد که در این پژوه .گرفت
)B38 (داري از بالاترین  به شکل معنی مسکهجدا شده از کره

 سالممونلا انتریکا گرم منفی ن بازدارندگی در برابر باکتريمیزا
 جدایه 2همچنین این جدایه به همراه  .برخوردار بود

بدون ( انتروکوکوس هیرا B224 وB37 لاکتوباسیلوس دلبروکی
 بیشترین تأثیر بازدارندگی بر رشدداراي ) داروت معنیتفا

هاي توان از جدایهبنابراین می. استافیلوکوس اورئوس بودند
مذکور بعنوان ترکیبات ضد میکروبی طبیعی بجاي ترکیبات 

  . سنتزي مورد استفاده در صنعت استفاده نمود
  

  نتیجه گیري -4
هاي جدایهدر قسمت اول این پژوهش به شناسایی مولکولی 

یابی حاصل از کره سنتی مسکه پرداخته شد که نتایج توالی
 این DNA داراي پرایمر اختصاصی از PCRمحصولات 

لاکتوباسیلوس هاي منجر به شناسایی جنس هاباکتري
بولگاریکوس، انتروکوکوس فاسیوم، لاکتوباسیلوس پلانتاروم، 

تروکوکوس لاکتوباسیلوس فرمنتوم، لاکتوباسیلوس دلبروکی و ان
  .شدهیرا 

هاي در قسمت دیگر این تحقیق، فعالیت ضد باکتریایی جدایه
هاي هاي طبیعی بر علیه پاتوژنشناسایی شده بعنوان نگهدارنده

 . رایج مورد بررسی قرار گرفت

نتایج به دست آمده نشان داد که میزان بازدارندگی محیط مایع 
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 سی برهاي مورد بررمصرف شده بدون سلول کشت جدایه

درصد متغیر بود و  49/84تا  46/55از  استافیلوکوکوس اورئوس
، B224انتروکوکوس هیرا ، B38لاکتوباسیلوس پلانتاروم
از بالاترین درصد بازدارندگی بر  B37لاکتوباسیلوس دلبروکی 
داري و تفاوت معنی برخوردار بودند استافیلوکوکوس اورئوس

 لاکتوباسیلوسین همچن). P>0.05(ها مشاهده نشد بین آن
  .از کمترین قدرت بازدارندگی برخوردار بود  B23فرمنتوم

هاي لاکتیکی بر رشد باکتري نتایج بررسی اثر ضد میکروبی جدایه
          نشان داد که میزان بازدارندگیسالمونلا انتریکا گرم منفی

 56/46تا  55/5  ازسالمونلا انتریکاهاي مورد بررسی بر جدایه
 به طور معنی B38 لاکتوباسیلوس پلانتاروم .یر بوددرصد متغ

سالمونلا از بالاترین درصد بازدارندگی بر علیه ) P<0.05(داري 
از کمترین  B37لاکتوباسیلوس دلبروکی  برخوردار بود و انتریکا

علاوه بر این مقایسه میزان  .قدرت بازدارندگی را از خود نشان داد
زا  هاي بیمارير روي باکتريهاي لاکتیکی ببازدارندگی جدایه

هاي لاکتیکی مورد نشان داد که میزان بازدارندگی تمام جدایه
 به استافیلوکوکوس اورئوس گرم مثبت بررسی بر روي باکتري

 ها بر روي باکتري بیشتر از تأثیر آن) P<0.05(داري شکل معنی
  . بود سالمونلا انتریکاگرم منفی

براي  کنندگان مصرف تقاضاي افزایش به با توجهبنابر این 
هاي طبیعی ضد میکروبی و از طرف دیگر گسترش جایگزین

 و سنتّی محصولات جاي به تولید محصولات صنعتی فزاینده

 اسید لاکتیکهاي باکتري بسیاري از رفتن دست از امکان
ضد میکروبی هاي هاي تولیدکننده متابولیتخصوصاً جدایه

کره مسکه جهت مهار بومی بکر و  هاي جدایهتوان ازمی، طبیعی
  .استفاده نمودهاي عامل بیماري و فساد ممیکروارگانیس
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Masske is a traditional butter that is derived from yogurt and used in southern Khorasan, Iran. It is a good 
source of lactic acid bacteria (LAB). The aim of this study was to investigate the antibacterial effect of the 
LAB isolates against of Staphylococcus aureus and Salmonella enterica. In the first step LAB isolates 
were identified by PCR method, and then microdilution method was used to evaluate the antimicrobial 
activity of the isolates. BLASTing of sequences of 16S rDNA gene with sequences in the NCBI database 
identified the species include Lactobacillus bulgaricus, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii and Enterococcus hirae. The results of antimicrobial 
activity evaluation against Staphylococcus aureus and Salmonella enterica showed that all isolates were 
able to inhibit the growth of these two pathogens, and their inhibitory percent were 55/46 to 84/49 and 
55/46 to 56/55, respectively. Also, the results showed that Lactobacillus plantarum B38, Enterococcus 
hierae B224, Lactobacillus delbrueckii B37 had the highest inhibitory effect against Staphylococcus 
aureus (P>0.05). Lactobacillus plantarum B38 had the highest inhibition percentage against Salmonella 
enterica (P<0.05). In addition, it was found that the inhibitory effect of all isolates against Staphylococcus 
aureus was significantly higher than Salmonella enterica (P< 0.05). Therefore, lactic acid bacteria 
isolated from the Masske butter may be used to control the food borne pathogens and food spoilage 
microorganisms. 
 
Keywords: Masske butter, Lactic acid bacteria, PCR, Antibacterial, Staphylococcus aureus, Salmonella 
enterica 
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