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  ایران سنتی محصولات لبنی از شده جدا هايلاکتوباسیلوس ارزیابی ایمنی

 

 
  4صفويسید ملیحه  ،3میرزایی مهتا ،2سعید میردامادي ،1باقريفاطمه 

 
 ایران تهران، ایران، صنعتی و علمی هايپژوهش سازمان فناوري، تزیس دکتري دانشجوي - 1
 ایران تهران، ایران، صنعتی و علمی هايپژوهش سازمان فناوري، زیست پژوهشکده ستاد ا- 2

  ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه قدس، شهر واحد غذایی، صنایع و علوم گروه استادیار - 3
  ایران تهران، ایران، صنعتی و علمی هايپژوهش سازمان فناوري، تزیس استادیار پژوهشکده - 4

)11/09/98: رشیپذ خیتار  98/ 02/08: افتیدر خیتار(  

 چکیده
ها شود اثرات این باکتريتنوع ژنتیکی باعث می. هاي آغازگر پروبیوتیک در محصولات تخمیري و در جوامع مختلف درحال گسترش استاده از کشتاستف 

راکز نظارتی ملزم به م لذا. بنابراین کنترل ایمنی و ارزیابی عدم بیماریزایی آنها اهمیت بالایی دارد. در جوامع مختلف انسانی، متفاوت وغیر قابل انتظار باشد
هاي جدا شده از محصولات لبنی استان لاکتوباسیلوس در این پژوهش دو سویه. هاي مورد استفاده در محصولات غذایی هستندکنترل دقیق ایمنی باکتري

 S ولی از طریق آنالیز توالیدر ایران، براساس خواص بیوشیمایی ومولک) ، روستاي حسین آبادشهرستان بهبهان(و خوزستان ) گردنه حیران(اردبیل 
rRNA16 دو سویه . المللی بخصوص استاندارد اتحادیه اروپا مورد بررسی قرار گرفتهاي بینشناسایی شده و سپس ایمنی آنها بر اساس دستورالعمل

، فقدان آنزیم ژلاتیناز، ت آمدهنتایج بدس . بودندPTCC1930)(لاکتوباسیلوس هلوتیکوسو  )PTCC1929( ملاکتوباسیلوس فرمنتو شناسایی شده شامل
 ها شامل موثر بر خواص تهاجمی میکروارگانیسم ژن هشتهاي آمینه و همچنین عدم وجودعدم توانایی همولیز خون، عدم توانایی دکربوکسیلاسیون اسید

gelE efaAfm, efaAfs, agg, ace, cylM, cylA وcylB جدایه نسبت به ند هر دو برآن نتایج نشان داد علاوه .نشان داد هاي مورد بررسی باکتريرا در
لاکتوباسیلوس  .ت هستدمقاومداراي نسبت به کانامایسین و سیپروفلوکساسین س و ریفامپین حسا سیلین و_آمپیسیلین، تتراسیکلین، هاي پنیآنتی بیوتیک

از آنجا که موارد مقاومت . به آن حساس بود نسبتPTCC1930) (لاکتوباسیلوس هلوتیکوسبه ونکومایسین مقاوم، در حالیکه ) PTCC1929( فرمنتوم
 نتایج به دست آمده تایید کننده پتانسیل کاربرد دو سویه جداسازي شده به عنوان استارتر در  ذاتی هستند، لذابه آنتی بیوتیک بر اساس گزارشات متعدد

  . نمایدهاي پروبیوتیک را تایید میباکتريهاي ارزیابی ایمنی باشد و لزوم به کار گیري روشمحصولات لبنی تخمیري می
  

 کشت آغازگر، ، پروبیوتیکلاکتیکیهاي باکتري، خطرارزیابی :  واژگانکلید
 
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: mirdamadi@irost.ir 
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    مقدمه -1
رعت در در جوامع مختلف به سها پروبیوتیکامروزه مصرف 

 در آنهابطوریکه رشد اقتصادي تولید  .حال گسترش است
 .]1[ درصد رسیده است10 به بیش از 2014 تا 2009هاي سال

ها  پروبیوتیک )WHO(اساس تعریف سازمان بهداشت جهانیبر
درصورت مصرف به میزان  که  هستندايههاي زندارگانیسممیکرو

این . ]3- 1[توانند سبب ارتقاء سلامت میزبان گردندمناسب، می
 تولید ها از طریق اعمال اثرات فیزیولوژیک،میکروارگانیسم

توانند اثرات سلامتی جزیه مواد مضر میت وهاي مناسب متابولیت
بخشی نظیر بهبود سلامت روده، تقویت سیستم ایمنی بدن، 

 ،ها و سرطانبیوتیکآنتیجلوگیري از اسهال حاد ناشی از مصرف 
  خطرکاهش علائم عدم تحمل لاکتوز، سطح کلسترول و 

  .]2, 1[هاي قلبی عروقی داشته باشندبیماري
ها در محصولات غذایی مختلف از با گسترش کاربرد پروبیوتیک

شیر، ماست، بستنی، پنیر و دوغ، اهمیت کنترل و ارزیابی جمله 
مصرف این . ]1[یابدسلامت بخشی آنها روز به روز افزایش می

تواند ها در جوامع مختلف با تنوع ژنتیکی، میمیکروارگانیسم
داراي اثرات متفاوت و غیر قابل انتظاري باشد و این موضوع 

خطر مراکز نظارتی را ملزم به کنترل و ارزیابی دقیق ایمنی و بی
ها بر اساس لذا لازم است پروبیوتیک. نمایدبودن آنها می

زایی بیمارياز نظر ایمنی و  FAO/WHOهاي دستورالعمل
 قرار (Risk and Safety assessment)مورد ارزیابی 

خطر، فاقد قدرت هاي پروبیوتیک باید بیسویه .]5, 4[گیرند
 داراي منشاء کاملا مشخص  وزایی و تولید توکسینبیماري
بطور کلی "ها باید تحت عنوان  سویهترعلمی بعبارت .]6[باشند
بطورکلی،  .]8-6[طبقه بندي گردند "1GRAS" یا "ایمن

زا از هاي بیمارياکتري بباید هیچ یک از خواصها نپروبیوتیک
جایگزینی در هاي بدن،  تهاجم به بافت وجمله قدرت استقرار

هاي  را از طریق برخی آنزیمهاي زیرین بافت و نفوذ به بدنلایه
تاکنون ارتباط  .]9[گلیکوزیدي و پروتئولیتیکی خاص داشته باشند

هاي خطرناك بیماريها و کپروبیوتیداري میان مصرف معنی
گزارشاتی مبنی بر ایجاد عفونت اما . ]10[مشاهده نشده است

، ) L.casei توسط برخی پروبیوتیک ها از جمله(دیواره قلب 
اي و آبسه ي رودههاعفونت خون، عفونت ادراري، برخی عفونت

داراي ضعف ایمنی و افراد در بیماران تحت درمان با دارو، 
                                                             
1. Generally Regarded As Safe  

 .]13- 9, 7[ وجود دارندهاي لاکتیکی توسط برخی باکترينوزادن
از طرفی گزارشاتی هر چند نادر مبنی بر افزایش میزان مرگ و 

 (Bowel Ischemia يا رودهمیر در بیماران مبتلا به ایسکیمی
Deasies (و روده تحریک پذیر(Irritable Bowel 

Syndrome)   نسبت به یپروبیوتیکهاي مکملدریافت کننده 
- سویهبرخی از. ]10[بیماران دریافت کننده دارونما وجود دارد

مانند باسیلوس سرئوس، باسیلوس (انتروکوك، باسیلوس هاي 
نیز به عنوان پروبیوتیک و کلستریدیوم بوتیریکوم ) سابتیلیس

-اند که به دلیل نزدیکی خویشاوندي آنها در طبقهمعرفی گردیده
ها و ارزیابی سویهزا، افتراق این بیماريبندي سیستماتیک به انواع 

  .]9, 7[تی استایمنی آنها بسیار حیا
هاي ترین باکتريبعنوان اصلی) L.A.B( لاکتیکیهاي باکتري

پروبیوتیک، داراي سابقه طولانی و ایمن در تولید و مصرف مواد 
اري با وجود آنکه بسی. ]14[هاي تخمیري هستندغذایی ونوشیدنی

شوند اما بندي میطبقه) GRAS(هاي ایمن جزء باکتري از آنها
اي و عفونتی هاي زمینهبیماريگزارشاتی نیز در خصوص ایجاد 

کاربرد . ]9[ وجود داردها بیفیدوباکتري و ها لاکتوباسیلتوسط 
هاي لاکتیکی در تولید محصولات غذایی پروبیوتیک وسیع سویه

هاي مطمئن  لزوم به کارگیري روشختلف،در جوامع بشري م
هاي لاکتیکی جدا شده از ارزیابی خطر و سلامتی را براي سویه

  .]14[سازدمنابع مختلف ضروري می
یه باکتریایی جدا تحقیق قبلی ما نشان داد که استفاده از دو سو

 شده از محصولات لبنی بومی ایران در تولید شیر تخمیري، باعث
 هايرادیکالاکسیدانی بر اساس مهار آنتیبهبود خواص حسی و 

)DPPH و ABTS (تحقیق حاضر در تکمیل . ]15[شودمی
 مورد نظروارزیابیهاي با هدف بررسی ایمنی سویهتحقیق قبل و 

 پروبیوتیک آنها در تولید محصولات تخمیري درکارب امکان
 .فراسودمند طراحی شده استو
 
  هاوروشمواد  - 2
  مواد 2-1

 DNA  کیت استخراج،)آلمان(از شرکت مرك   کشتهايمحیط
 وسایر مواد مورد )تهران، ایران ( آزما تجهیز یکتا از شرکت

 ,Munich)استفاده با گرید آزمایشگاهی از شرکت سیگما 
Germany) خریداري شدند.  
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ی کیلاکت يهايکتربا  و شناسایینگهداري- 2-2
  یلبن يهانمونه از جدا شده
 جدا شده از محصولات لبنی بومی  لاکتوباسیلوسدو سویه از

، بهبهان(خوزستان  و )گردنه حیران(اردبیلهاي استانایران از 
 درجه -80ها درفریزرسویه. شدند انتخاب )روستاي حسین آباد

ول گلیسر% 15گراد در محیط شیر بدون چربی حاوي سانتی
تولید آنزیم نگهداري و بر اساس خواص بیوشیمیایی شامل 

 وخواص مولکولی شامل آنالیز توالی ]16[  تخمیر قندها وکاتالاز
S rRNA16 18, 17[         مورد شناسایی قرار گرفتند[. 

   ژنومیDNAاستخراج -2-3
  در آگار MRS2 محیط برروي ي لاکتوباسیلوسها سویهابتدا 

°C37 ،سپس کشت داده شدندDNA ژنومی با استفاده از کیت 
. استخراج شد) ، تهران، ایرانآزما تجهیز یکتا (DNAاستخراج 

 PCRنگهداري شده و براي واکنش  -C 20° در DNAنمونه 
 مورد 

 20 در حجم PCRواکنش مخلوط  استفاده قرار گرفت
 ژنومی استخراج شده، DNAنانوگرم  50 میکرولیتر حاوي

 5 ( dNTPمیکرولیتر1، )میکرومولار20 ( پرایمرمیکرولیتر1
 U1/0 و )  میلی مولار5/1(کلرید منیزیم  میکرولیتر1، )مولارمیلی
) سیناژن، تهران، ایران(پرایمرهاي .  بودپلیمراز Taq DNAآنزیم

 مورد DNA قطعه ری تکثي اجرا شده برابرنامهمورد استفاده و 
   .است شده داده نشان )1( جدول درنظر

Table 1 The program executed to replicate the 
DNA fragment was adjusted according to the 

following table (1) 

 

                                                             
2. De Man, Rogosa and Sharpe, 

 براساس DNAاجرا شده براي تکثیر قطعه مورد نظر برنامه 
   .زیر تنظیم گردید) 1(جدول 
 Clean-up GF-1 با کمک کیت PCRسازي محصول خالص

PCRدقیقه، 30(پس از آن، از تکنیک الکتروفورز .  انجام شد 
براي تفکیک قطعات تکثیر یافته  %) 1، ژل آگار V90 -80 جریان

تیدي بعنوان محصول نوکلئو 1500قطعه حدود  استفاده شد و
PCRخالص شده، استفاده گردید .  

 Sتعیین توالی قطعات تکثیر شده ژن  - 2-4

rRNA16باکتري  
 با استفاده اي پلیمراز واکنش زنجیرهحاصل از تخلیصمحصولات 

 اتومات سنجر بر با روش زیر و  رفت و برگشتهاياز پرایمر
نوکلئوتیدهاي فلورسانت و با استفاده از دئوکسیاساس روش دي

  .ند شد توالیتعیین ABI 370XL DNA Analyzerدستگاه 
 27 f : 5'- GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3'    
16f358: 5’-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 
704f: 5’- GTAGCGGTGAAATGCGTAGA- 3' 
16r339: 5’- ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG-3’ 
1505r: 5’- GATACGGCTACCTTGTTACGA- 
3' 

هاي نوکلئوتیدي موجود در بانک هاي به دست آمده با توالیتوالی
 NCBI،  Eztaxon. Ribosomal Databaseاطلاعاتی 

Project مقایسه شدند.  
  هاارزیابی ایمنی سویه - 2-5

 توانایی همولیز، تولید شامل(یپی هاي فنوتروشها با ایمنی سویه
تست  و قدرت دکربوکسیلاسیون اسیدهاي آمینه ،ژلاتیناز

  برخیبررسی حضور(و ژنوتیپی ) هابیوتیکحساسیت به آنتی
مورد ارزیابی ) هازایی میکروارگانیسمموثر در بیماريهاي ژن

  .تقرارگرف
  هاي فنوتیپیآزمون-2-5-1
 فعالیت همولیتیک  -2-5-1-1

هاي باکتریایی در کشت سویهتوسط  ن،یزیهمول نایی تولیدتوا
            و ) بلاد آگار(خون گوسفند  %5 حاوي محیط کشت

 بررسی و  ساعت24 مدت به C˚37يدما در يگذارگرمخانه
به ترتیب  هایکلون اطراف در شفاف و رنگ سبز هالهایجاد 
ر نظر گرفته یک دتیهمول بتا و آلفا تیفعالهایی از شاخص بعنوان

Primers: 
27f: 5'- GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' 

1541r: 5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3' 

Steps Temperature 
(°C) Time Number of 

cycles 
Initial 

denaturation 95 3 ʹ 1 

Denaturation 94 45ʺ 
Annealing 58 60ʺ 
Elongation 72 90ʺ 

35 

Final extension 72 10 ʹ 1 
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  . ]20, 19[  شدند
  آزمون ژلاتیناز -2-5-1-2

 آگار Tod-Hewittدر محیط ها با کشت فعالیت ژلاتیناز باکتري
 18-24 براي این منظور کشت .بررسی شدژلاتین  %3 حاوي

به C˚37ها به محیط کشت تلقیح و در دماي ساعته از باکتري
به منظور اطمینان از عدم . گذاري شدندگرمخانهساعت 24مدت 

ر تغییر فرم محیط به حالت مایع، تداخل اثر گرماي گرمخانه ب
 دقیقه در دماي یخچال نگهداري و 30هاي کشت به مدت لوله

ها با ارزیابی جامد یا مایع بودن باکتريسپس فعالیت ژلاتیناز 
  .]19[هاي کشت ارزیابی گردیدمحیط

دکربوکسیلان اسیدهاي ون سنجش فعالیت آزم -2-5-1-3
 آمینه

  براساسهاباکتريدر ارزیابی فعالیت دکربوکسیلاز 
، القاءآنزیم جهت.  شدانجامHolzapfel  و Bover-Cidروش
از هر کدام % 1/0 حاوي MRSکشت هاي ها در محیطسویهابتدا 

هیستیدین، لیزین، تیروزین و اورنیتین کشت از اسیدآمینه هاي 
و مورد نظر  محیط کشت حاوي اسیدآمینه بهسپس . دندداده ش

 4 براي مدت وانتقال  )pHبه عنوان اندیکاتور (بروموکروزول 
. گذاري شدند گرمخانهC˚37روز در شرایط هوازي و در دماي

منفی در نظر  کنترل  نمونهمحیط کشت فاقد اسیدآمینه به عنوان
 دهنده ان نشها،حضور هاله بنفش اطراف کلونی.  شدگرفته

در مورد محیط حاوي  .باشدمیفعالیت دکربوکسیلازي مثبت 
 هامحو شدن هاله رسوبی در اطراف کلونیاسید آمینه تیروزین، 

  .]21[ شدمثبت در نظر گرفتهبه عنوان پاسخ 
                                                                                            یکبیوتآنتیتست حساسیت به  - 2-6
                                )بیوگرامآنتی(

توسط  بیوتیکها به آنتی سویهمقاومتمیزان حساسیت و 
 سیلینشامل آمپی) پادتن طب(هاي حاوي آنتی بیوتیک دیسک

 ، سیپروفلوکسازین)میکروگرم 30(کانامایسین ، )میکروگرم 10(

           سیلین پنی،)میکروگرم10( ، جنتامایسین)میکروگرم 5(
 30(، تتراسایکلین)میکروگرم 5(، ریفامپین)میکروگرم 10(

 با استفاده از تست ) میکروگرم30( و ونکومایسین )میکروگرم
بیوتیک  آنتیهايبراي این منظور دیسک. بیوگرام بررسی شدآنتی

هاي مورد نظرقرار آگار، حاوي سویه MRS بر روي محیط کشت
، C ˚37گذاري دردماي ساعت گرمخانه24پس از . داده شدند

   .]22[گیري شدقطر هاله عدم رشد اندازه
 آزمون ژنوتیپی - 2-7
  زابیماريهاي ژنحضور -2-7-1

-هاي موثر در تهاجم میکروارگانیسمژنبه منظور بررسی حضور 

 ژنومی بدست آمده از دو سویه براي DNA هاي بیماریزا،
 gelE ،efaAfm ،efaAfs ،agg ،ace يزاهاي بیماريژنحضور 

 ،cylM ، cylAو cylB فهرست پرایمرهاي استفاده. شد بررسی 
واکنش مخلوط . استارائه شده  3 در جدول در این ارزیابی،شده

PCRنانوگرم  100  میکرولیتر حاوي20  در حجمDNA ژنومی 
               ،) میکرومولار25/1(  پرایمر میکرولیتر1 استخراج شده،

 میلی 5/1( میکرولیتر2 ،)ر میلی مولاdNTP )2/0 میکرولیتر 1
 . بودپلیمراز Taq DNA آنزیم U75/0 و  )کلرید منیزیممولار 
  سیکل35در  1جدولبرنامه ارائه شده در  مطابق PCRبرنامه 

 به( الکتروفورزروش  با استفاده از PCRمحصولات  .شداجرا
)  %5/1 ژل آگار غلظت ،ولت 70 جریان،  دقیقه30مدت 

 DNAرنگ آمیزي شده با رنگ بارگذاري جداسازي و با روش 
) Bio-Rad 1000 (  دستگاه ژل داكUVبررسی شده و با نور 

 kb 1استفاده شده DNA مارکر مولکولی . مشاهده شدند

DNA Ladder 1778(انتروکوکوس فکالیس. بودPTCC(  تهیه
 هاي صنعتی ایران ها و باکتريکلکسیون قارچ شده از مرکز

 کنترل مثبت هايسویه به عنوان SM09 انتروکوکوس فاشیومو
  .]19[  شدند گرفتهنظردر  زا،اي بیماريه ژنبیانبررسی  براي

Table 2 PCR program for identifying pathogen genes 
Step Temperature (°C) Time Number of cycles 

Initial denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 94 1 min 

Annealing 48-60 1 min 
Elongation 72 1 min 

 
35 

Final extension 72 10 min 1 
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Table 3 Primers specification to identify pathogen genes 
Gene Product sequence (5´-3´) Product size (bp) Reference 

gel E Gelatinase F: ACCCCGTATCATTGGTTT 
R: ACGCATTGCTTTTCCATC 

419 
 [19] 

efaAfm Cell wall adhesion F: AACAGATCCGCATGAATA 
R: CATTTCATCATCTGATAGTA 

735 
 [19] 

efaAfs Cell wall adhesion F: GACAGACCCTCACGAATA 
R: AGTTCATCATGCTGTAGTA 705 [19] 

Ace Collagen adhesion F: AAAGTAGAATTAGATCCACAC 
R: TCTATCACATTCGGTTGCG 350 [19] 

CylM Cytolysine F: CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 
R: TGAGTTGGTCTGATTACATTT 

742 
 [19] 

CylA Cytolysine F: TGGATGATAGTGATAGGAAGT 
R: TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 517 [19] 

CylB Cytolysine F: ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 
R: AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 843 [19] 

Agg Aggregation 
protein 

F: AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 
R: AAACGGCAAGACAAGTAAATA 1553 [19] 

  

  نتایج- 3
   شناسایی سویه- 3-1

بررسی ایمنی ها در بخشترین  یکی از اساسی،شناسایی ملکولی
هاي روش  در این تحقیق علاوه برهاي باکتریایی استسویه 
ها سویهبراي شناسایی   نیزهاي ملکولیتستاز  ،اییبیوشیمی

نتایج تست  بر اساس مورد تحقیق، هاي باکتري .استفاده شد
PCR قطعات تکثیر شده ژنو شناسایی توالی S rRNA16 
 و )PTCC1929(لاکتوباسیلوس فرمنتوم  دو سویه بعنوان

. شناسایی شدند PTCC1930)(لاکتوباسیلوس هلوتیکوس
 سویه ژنومیبا توالی % 100 مشابهتداراي رتیب بطوریکه به ت

و سویه لاکتوباسیلوس  CIP102980(T) لاکتوباسیلوس فرمنتوم
  با کدهايثبت شده   DSM20075 (T)هلوتیکوس

  

  
  JN175331و IACLM1000202 در پایگاهNCBI بودند.  
هاي روشها با ایمنی باکتريارزیابی - 3-2

  فنوتیپی
زیه ژلاتین و توانایی بررسی فعالیت همولیتیک، تج

ي تیروزین، اورنیتین، لیزین و دکربوکسیلاسیون اسیدهاي آمینه
هاي فنوتیپی تستجمله از بیوتیک،و مقاومت به آنتیهیستیدین 

  . باشندمیتحقیق حاضر  مورد بررسی در
بررسی فعالیت همولیتیک اولین پارامتر ایمنی است که به صورت 

عدم فعالیت بتاهمولیزي براي . ]20[شودآزمایشگاهی ارزیابی می
نتایج . ]23[پذیرش یک سویه به عنوان پروبیوتیک، ضروري است

تاییدکننده عدم فعالیت همولیتیک، ژلاتیناز و دکربوکسیلاز در 
   . داردهاسویهایمن بودن  که حاکی از هاي مورد بررسی بودسویه

 

 
Fig 1 The results of the Tyrosine decarboxylase test: 1- shigella( positive control strain) ,2- Klebsiella (positivec 

ontrol strain), 3- Enterococcus( negative control strain) , 4-Pseudomonas aeruginosa (positive control strain), 5- L. 
helveticus, 6- L. fermentum, 7- Enterobacter (negative  c ontrol strain).  
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عدم مشاهده هاله سبز رنگ و شفاف در اطراف کلونی 
 نشان) بلاد آگار(حاوي خون هاي رشد کرده در محیط تريباک

هاي مورد بررسی سویههمولیتیک در -بتادهنده عدم فعالیت آلفا و 
هاي باکتريدر اطراف کلونی شفاف مشاهده هاله . بود

    انتروکوکوس فکالیس ،ارئوس استافیلوکوکوس
ATCC(29212)  درستی بعنوان نمونه کنترل مثبت، تایید کننده

در تست ژلاتینازحفظ حالت جامد در محیط کشت . نتایج بود
هاي مورد آزمون بعد از خروج از گرمخانه و باکتريحاوي 

دهنده عدم فعالیت آنزیم  نگهداري در شرایط یخچال، نشان
در نمونه هاي درحالیکه . هاي مورد نظر بودژلاتیناز در باکتري

ائروژنوزا، ، سودوموناس باسیلوس هايباکتريکنترل حاوي 
بعنوان نمونه هاي  سراشیا مارسسنس، استافیلوکوکوس ارئوس

کنترل مثبت، محیط کشت در شرایط مشابه به حالت مایع مشاهده 
هاي رشد کرده باکتريعدم بروز هاله بنفش در اطراف کلونی . شد

هاي هیستدین، لیزین و اورنتین و آمینهدر محیط حاوي اسید 
 رسوبی در اطراف کلنی هاي رشد همچنین عدم محو شدن هاله

  کرده در محیط حاوي تیروزین، تایید کننده منفی بودن فعالیت
  

  در حالیکه در. هاي مورد بررسی بودباکتري دکربوکسیلاز در 
 ،پروتئوس مورگانی ،شیگلا، کلبسیلا پنومونیه،هايباکتري مورد 

) NCDC114   (انتروکوکوس فکالیس آئروژنوز،سودو موناس 
 و انتروباکتر آگلومرانس  و،هاي کنترل مثبتنمونهان عنوب

 هاي_ نمونهبه عنوان) SM01( لاکتوباسیلوس پاراپلانتاروم
   .ندکنترل منفی در نظر گرفته شد

  ها به آنتی بیوتیکباکتريارزیابی مقاومت - 3-3
ریفامپین ،گروه  هاي تتراسکلین،بیوتیکبه آنتی ها مقاومت باکتري

          آمینو گلیکوزیدها، سیلینسیلین،آمپیل پنیلاکتامی شامبتا
، )ونکومایسین( ، گلیکوپپتیدها) کانامایسین، جنتامایسینشامل(

. مورد ارزیابی قرار گرفت) سیپروفلوکساسین(ها فلوروکینولون
 3نتایج حاصل بر اساس اندازه قطر هاله عدم رشد در جدول 

دو سویه مورد بررسی  هر نتایج نشان دادند که .ارائه شده است
هاي سیپروفلوکساسین و کانامایسین مقاوم  به آنتی بیوتیکنسبت

 علاوه بر (PTCC 1929)  لاکتوباسیلوس فرمنتومبوده وسویه
. به ونکومایسین نیز مقاومت نشان دادبیوتیک فوق، نسبت آنتیدو 

  .حساس بودند هاهر دو سویه نسبت به سایر آنتی بیوتیک

Table 3 Antibiogram test results 
Antibiotic 

Bacteria P TET VAN K CP GM AM RIF 

Lactobacillus fermentum 43.5mm 26.5mm 0 0 0 11mm 38.5mm 29mm 
Lactobacillus. helveticus 71mm 53mm 42mm 0 0 16mm 65.5mm 29mm  

P:Penicillin, TET:Tetracycline, VAN:Vancomycin, K:Kanamycin, CP:Ciprofloxacin, GM:Gentamicin, 
AM:Ampicillin, RIF:Rifampicin 

The size of the sensitive inhibition zone ≥ 15 mm 
The size of the semi-sensitive inhibition zone = 11-15 mm 

The size of the resistant inhibition zone ≤ 10 mm 
  
  ها با روش ژنوتیپیباکتريارزیابی ایمنی - 3-4

 وجود یا عدم وجودتر، دقیق به منظور بررسی علاوه بر آن
 هايژن شامل هاي بدن میزبان تهاجم به بافت مسئولهايژن

اتصال دهنده باکتري به دیواره تولید کننده عوامل  ژلاتیناز، تولید
سلول، اتصال دهنده باکتري به کلاژن سلول میزبان، تولید 

  هاي تجمعو پروتئین) سیتولیزین(هاي لیز کننده سلول توکسین
  

        .]19[ د ش بررسی ي مورد نظرهاباکتري در 3 دهنده سلول 
انتروکوکوس  باکتري نمونه .اندشده نشان داده 1و نتایج در شکل 

کنترل مثبت به منظور هاي نمونه به عنوان PTCC1778 فکالیس
که رهمانطو. حذف خطاي مربوط به تکنیک آزمایش استفاده شد

-ژن مورد بررسی فاقد  باکتريدو سویهژنوم دهند مینتایج نشان 

  .دندزاي مورد مطالعه بوبیماريهاي 

                                                             
3. Aggregation proteins 
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Fig 2 (A). PCR gel electrophoresis image for efaa fs, gelE, cylM and cylB genes. Lane 1: The molecular weight 
marker (DNA ladder 1kb), lane 2: negative control, lane 3: E. faecalis PTCC1778 positive control strain for efaa fs 
gene, lane 4: Lactobacillus fermentum strain, lane 5: Lactobacillus helveticus strain, lane 6: E. faecalis PTCC1778 
positive control strain for gelE gene, lane 7: Lactobacillus fermentum strain, lane 8: Lactobacillus helveticus strain, 
lane 9: E. faecalis 1778 PTCC positive control strain for cylM gene, lane 10: Lactobacillus fermentum strain, lane 
11: Lactobacillus helveticus strain, lane 12: E. faecalis 1778 PTCC positive control strain for CylB gene, lane 13: 

Lactobacillus fermentum strain, lane 14: Lactobacillus helveticus strain. (B). PCR gel electrophoresis image for efaa 
fm gene. Lane 1: The molecular weight marker (DNA ladder 1kb), Lane 2: E. faecium positive control strain for the 

efaa fm gene, lane 3: Lactobacillus fermentum strain, lane 4: Lactobacillus helveticus strain. 
 

 بحث- 4
 که تا لاکتیکیهاي باکتريهاي  اغلب سوش با وجود ایمن بودن
وجود عوامل  گزارشات متعددي از ،اندشدهبه حال شناسایی 

هاي سنتی  جدا شده از غذا لاکتیکیهاي زا در باکتريبیماري
 بروز خطر عفونت توسط این گروه از وجود دارد که باعث

ترین مهمفعالیت همولیتیک یکی از  .]24[ها شده استباکتري
به طوریکه . زا استهاي بیماري باکتريدرهاي تهاجمی فاکتور
  با تولیدفعالیت بتا همولیتیک،داراي هاي میکروبی سویه

 بنابراین .شوندمیهاي خونی سلول  شدنلیزعث با ،همولیزین
عنوان  هب هاي جداسازي شده، از نظر فعالیت همولیتیکسویه

هاي پروبیوتیکی باکتريین پارامتر کلیدي در ارزیابی ایمنی اول
 بلاد آگار  محیط لیز شدن خون روي..مورد ارزیابی قرار گرفتند

 نتایج آزمون .گرددها میباعث شفاف شدن محیط پیرامون کلنی
جدا لاکتوباسیلوس هلوتیکوس   ولاکتوباسیلوس فرمنتومهمولیز 

 بتا  آلفا وعدم فعالیتدهنده  شده در تحقیق حاضر، نشان
در تحقیق دیگري . ]25[هاي باکتریایی بودسویهی تیکهمولی

          Aلاکتوباسیلوس فرمنتوم هايباکتريفعالیت آلفا همولیتیک 
 جدا شده از خمیر A  18- 12لاکتوباسیلوس فرمنتوم و 0- 25

منفی و فعالیت بتا همولیتیک آنها مثبت  ارزن در غرب افریقا
 مثبت بودن  نیز.)2012 (مپونگ وهمکارانآدي .]26[گزارش شد

 باکتري اسید لاکتیک 33از  سویه 9را براي  آلفا همولتیک فعالیت
، هاي باکتریاییسویهکدام از هیچدر مورد گزارش کردند اما 
- محققین دیگر نیز سویه.]25[  گزارش نشدفعالیت بتا همولیزي

نظیر ماست  جدا شده از محصولات بومی ایرانی لاکتوباسیلهاي 
بتا را فاقد فعالیت ) نوشیدنی سنتی تخمیري شیر شتر(و چال 
   .]7, 5[گزارش کردند همولتیک

ها با روش ژنوتیپی و از باکتريعلاوه بر آن، توانایی همولیتیک 
هاي مسئول مورد ارزیابی ژنیا عدم وجود وجود طریق ارزیابی 

، هاي مهاجمباکتريتوسط  سیتولیزین تولید شده. قرار گرفت
تولید سیتولیزین نقش و  .می باشد همولیز گلبول قرمز عامل

هاي اساسی در شدت بیماري اندوکاردیت و اندوفتالمیت در مدل
اپرون سیتولیزین . هاي انتروکوکی در انسان داردحیوانی و بیماري

 است cylMوLcylL، cylB ،ScylL ،cylA هايژنمتشکل از 
هاي ساختاري ژن جزء ScylLو  LcylL هاي ژن انها/که در بین 

 انجام تغییرات پس از ترجمه وعامل ، cylM محصول ژن. هستند
دهنده متصل شونده به  یک کاست انتقال cylBمحصول ژن 

4ATPدر نتیجه فعالیت   و مسئول انتقال سیتولیزین و بوده
 در نهایت محصول تولید شده توسط همولیتیک آن است و

 تبدیل  برش خورده و به فرم فعالcylA تئین حاصل از ژنپرو

                                                             
4. ATP-binding cassette transporter 
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وجود سه ژن  در تحقیق حاضر وجود و عدم .]28, 27[شودمی
ا هاي مورد نظر و بباکتريدر  cylA وcylM ،cylB اصلی

 دو  و نتایج نشان دادند کهمورد بررسی قرار گرفت PCRتکنیک 
همانطورکه لذا  .هاي مورد بررسی هستندژندا شده فاقد سویه ج

ها در شرایط آزمایشگاهی و در باکتريعدم فعالیت همولیتیک 
       و ارزیابیمحیط کشت به اثبات رسید، نتایج بررسی ژنوتیپی 

  . هاي مسئول نیز، تایید کننده نتیجه فوق بودندژن
هاي باکتریایی به سویهر علاوه بر آن توانایی تولید آنزیم ژلاتیناز د

. عنوان شاخص دیگر در ارزیابی ایمنی، مورد سنجش قرار گرفت
آندوپپتیداز خارج سلولی یا ومتالجزء گروه آنزیم هاي ژلاتیناز 

قادر به ها این گروه از آنزیم .شودبندي میها تقسیممتالوپروتئیناز
 مانند فرومون، کلاژن، کازئین و یهضم ژلاتین و ترکیبات

آنزیم ژلاتیناز تولید شده توسط میکرو  .باشندمیفیبرینوژن 
پپتید، پپتید و پلیتر نظیر ساده را به ترکیبات  ژلاتینها،ارگانیسم
د از غشاي نتوانمیاین ترکیبات  که دکنهیدرولیز می آمینواسید

 مورد استفاده قرار هایسمارگانمیکرو  و توسطردهسلولی عبور ک
ها در روده منجر به باکتريلیت ژلاتیناز توسط فعااز طرفی . دنگیر

زدن نظم موجود و آغاز از هم پاشیدن لایه مخاطی روده و بر هم
ژلاتیناز در چندین باکتري حضور . شودزایی میعفونتمسیرهاي 
، استافیلوکوکوس ارئوس، سودوموناس آئروژنوزا از جمله
ه  گزارش شدسراشیا مارسسنس  وم پرفرنژنجنسوکلستریدی

یکی ها، باکتريفعالیت ژلاتیناز توسط وجودعدم  .است
            نظر سویه مورد  غیر تهاجمی شناخته شدنيهامعیاراز

علاوه بر بررسی توانایی تولید آنزیم ژلاتیناز به . ]29[باشدمی
ررسی صورت فنوتیپی، این ویژگی به صورت ژنوتیپی و با ب

هاي مورد مطالعه، سویهدر ژنوم  gel Eوجود و عدم وجود ژن 
.  و نتایج حاکی از عدم وجود ژن هاي مذکور بودبررسی گردید

هاي باکتريهاي سویهدر مطالعات دیگري نیز این ویژگی در 
, 7[اسید لاکتیک به صورت فنوتیپی و ژنوتیپی ارزیابی شده است

 بررسی همزمان فنوتیپ و ژنوتیپ یک صفت، این .]31, 30
آورد که عدم تولید آنزیم توسط باکتري میاطمینان را بوجود 

مورد نظر، نتیجه خاموش شدن ژن به دلیل عوامل مختلف نظیر 
باشد و بنابراین احتمال برگشت و فعال شدن آن نمیموتاسیون 

 رخی از مطالعات نشان دهنده نتایج بدر حالیکه  .وجود ندارد
ژن مورد  ولی وجود عدم فعالیت ژلاتیناز در ارزیابی آزمایشگاهی

وجود ژن  .]7[می باشدنظر در توالی ژنومی به صورت خاموش 
و عدم فعالیت آنزیم ژلاتیناز در شرایط آزمایشگاهی آنزیم ژلاتیناز 

 همزمان ژن و فعالیت  وجودو ]32[دسنسویریسویسلا و در 
  ولوکونوستوك لاکتیس و شیومافاانتروکوکوس ژلاتینازي در مورد

   .]7[ گردید گزارش انتروکوکوس فاشیوم
هاي باکتريتوسط   تولید شدههاي دکربوکسیلازآنزیم  فعالیت

در مجصولات  هاي بیوژنیکآمینتواند منجر به تولید میلاکتیکی 
هاي بیوژنیک در حضورآمین .شود  حاوي پروتئینتخمیري
وماهی در  سوسیس آب جو، شراب،  مانند پنیر، تخمیريغذاهاي

م دریک کیلوگرم  میلی گر100-1000بالاترین سطح به میزان 
روده  نظیر میگرن، زخم معده واي _خواستههاي بهداشتی ناپیامد
از . خواهد داشتپیبراي مصرف کننده در  آلرژیکهاي پاسخو یا 

تواند به عنوان شاخص آلودگی میکروبی غذا میاینرو وجود آنها 
         اي هسویهبنابراین لازم است  ..]33[در نظر گرفته شود

از نظر جدید قبل از استفاده در فرمولاسیون غذایی باکتریایی
هاي دکربوکسیلاز مورد ارزیابی قرار آنزیمتوانایی تولید 

 هايآمینامکان تولید  ،از این رو در این تحقیق. ]34[گیرند
توسط  تیرآمین، کاداورین وپوترسین بیوژنیک هیستامین،

هاي اسید آمینهاز به ترتیب  مورد نظر، هاي باکتريسویه
  موجود در محیط کشتهیستیدین، تیروزین، لیزین و اورنیتین

ر تولید ها د و نتایج حاصله بیانگر عدم توانایی باکتريبررسی شد
گزارش  ي نیزدر مطالعات دیگر. هاي بیوژنیک مذکور بودآمین

جدا شده از ) C22 (لاکتوباسیلوس پنتوسوسشده است که 
جدا KH2 فاشیوم لاکتوباسیلوس سویه ،]5[ماست سنتی ایرانی

 پرادان. دکربوکسیلاسیون بوده اند فاقد آنزیم هاي ]4[شده از خامه

 لاکتوباسیلوس پلانتارومهاي سویهنیز) 2019(  وهمکاران
MTCC 5690  لاکتوباسیلوس فرمنتوم و MTCC   فاقدرا 

هاي ي و دکربوکسیلاسیون آمینواسیدفعالیت دکربوکسیلاز
در حالیکه  .گزارش کردندن رنیتیوتیروزین، هیستیدین ،لیزین،یا ا

هاي جدا شده از سویه12از بین ، )2017( مکارانسلیمانزاده وه
، هالاکتوباسیلشامل )شیر شتر تخمیري سنتی ایران (چال

دو سویه ، در مورد ویسلا و  هلوکونوستوك،  هاوسانتروکوک
را ، فعالیت تیروزین دکربوکسیلاز لوکونوستوك و انتروکوکوس

،  دیگر و تحقیقات مشابهو نتیجه مطالعه آنها مثبت گزارش کردند
هاي سویهتایید ایمنی تایید کننده اهمیت بررسی این ویژگی در 
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   .]7[ استاسید لاکتیکیهاي باکتري
هاي فنوتیپی مورد نظر در این ویژگیهاي مرتبط با ژنعلاوه بر 

ها باکتريزاي دیگري نیز در مورد بیماريهاي ژنتحقیق، وجود 
اتصال به هاي وجود ژن   در حالیکه.مورد بررسی قرار گرفت

 از ویژگی هاي مثبت تلقی هاپروبیوتیکهاي سلولی در رسپتور
و فاکتورهاي   اتصال به کلاژنعامل هاي_می گردد اما وجود ژن

هاي  از ویژگی)cell aggregation(ها به یکدیگر اتصال سلول
 هاي فوق لذا بررسی ویژگی.دنباشمیکروارگانیسم هاي پاتوژن می

ها به بافت باکتريتهاجمی خواص ارزیابی  در اهمیت بالایی
 هاي تهاجمی از مهمترین ژنefaAfmو  efaAfs 5 ژن هاي.دارند

به شمار ها انتروکوکوسدر مسئول چسبندگی دیواره سلولی  و
هاي حیوانی نیز درمدل  efaAfsزایی ژن نقش بیماري. روندمی

انتروکوکوس در باکتري   aceپروتئین .]35[اثبات شده است
 مسئول اتصال به کلاژن و لامینین و  وaceژن   محصولفکالیس

هاي دستورالعملمطابق  .]37, 36[استمهار سیستم ایمنی میزبان 
هاي باکتريپتانسیل  هاي مهم در ارزیابیویژگیاز ، اتحادیه اروپا

 هايژنوجود یا عدم وجود  ،کتیک بعنوان پروبیوتیکلااسید
 نتایج تحقیق .]38[باشدمذکور در ژنوم باکتریایی مورد نظر می

هاي تهاجمی مورد بررسی در ژنحاضر حاکی از عدم وجود 
  و(PTCC 1929) لاکتوباسیلوس فرمنتوم هايباکتريژنوم 

در حالیکه  . بود(PTCC1930) لاکتوباسیلوس هلوتیکوس
هاي ژنیکی از حداقل وجود ) 2017( سلیمان زاده وهمکاران

efaAfs ،efaAfm وace جدا لاکتوباسیل هايسویه برخی ازرا در 
  . شده از چال گزارش کردند

ها و مورد بررسی باکتريهاي مهم عامل بیماري ژنیکی دیگر از 
. باشدمی پروتئین تجمع دهنده سلول agg  ژندر این تحقیق

هاي جدا شده از سویهگزارشات متعددي در مورد وجود آن در 
وجود  هالاکتوباسیل و هاانتروککهاي انسانی و لبنی نمونه
از   گزارش نمودند که)2003در سال  (اما پابا ومانا .]40, 39[دارد
هیچ کدام از محصولات لبنی،  سویه انتروکک جدا شده از 40

 در )2018(ن همکارا زومیتی ن نبودندژ این  حاويهاجدایه
 جدا شده از نوعی انتروکک فاشیومروي  تحقیق صورت گرفته بر

 انتروکک ( بجز یک جدایهگزارش کردند گوشت تخمیري 

                                                             
5. Cell wall adhesion genes 

 هايسویه .بوده اند agg  فاقدژنهاسوشسایر ، )MZF1فاشیوم
 هش، جدا شده از محصولات لبنی نیزومورد بررسی در این پژ

  .ارزیابی شدند  (agg)اتصالفاقد ژن 
 را تضمین لاکتوباسیلزا به تنهایی ایمنی بیماريفقدان عوامل 

ابی نیز فاکتوري منفی در ارزیبیوتیکی  مقاومت آنتی و کند نمی
هاي مقاومت به ژن وجود .]24[هاي پروبیوتیک می باشدباکتري
هاي ژنتیکی قابل فاکتور داراي ها در صورتی کهبیوتیکآنتی 

انتقال نظیر پلاسمید و ترانسپوزون باشند، از اهمیت خاصی 
            مقاومت به، ژنتوانند میهاباکتريبرخودارند زیرا این 

 موجود در دستگاه زاي دیگرهاي بیماريبیوتیک را به باکتريیآنت
یکی آنتی بیوتانتقال داده وباعث مشکل در درمان گوارش 

         از نظر مقاومت به،بنابراین دو سویه باکتري. ]1[دنگرد
هاي مورد بررسی سویه .ها مورد بررسی قرار گرفتندبیوتیکآنتی

لاکتامی مهارکننده هاي بتادر این تحقیق، نسبت به آنتی بیوتیک
                  سیلین وسیلین و آمپی پنیشامل سنتزدیواره سلولی

جنتامایسین، تتراسایکلین و ي آمینوگلیکوزید هايبیوتیکآنتی
نیز حساسیت و  گزارشات زیادي. ]22[اندحساس بودهریفامپین

سیلین، پنی هايوبیوتیک را به آنتی بیوتیکهاي پرمقاومت باکتري
, 5[ اندلاکتام گزارش نمودهسیلین و جنتامایسین وخانواده بتاآمپی

7 ,22[.   
هر دو هاي مورد بررسی، بیوتیکآنتی با وجود حساسیت به اکثر 

اومت نشان مقسیپروفلوکساسین کانامایسین و سویه نسبت به 
 علاوه )PTCC 1930(لاکتوباسیلوس فرمنتوم  باکتري دادند و

  . .  مقاوم بودنیز نسبت به ونکومایسین ،بیوتیک فوقآنتیدو بر 
 وطیف اثر آن بروي  استهاکانامایسین جزء آمینوگلیکوزید

هاي گرم مثبت وگرم منفی از طریق مهار سنتز پروتئین می باکتري
 سازي از طریق اتصال بهپروتئینتداخل در  یسین باماکانا.]1[باشد

        ریبوزوم باکتري مانع از رشد وتکثیر باکتري S30زیر واحد 
 لاکتوباسیلوسبیوتیک آنتیهاي مقاوم به سویه .گرددمی
 هاي متفاوتی مانع از اتصال کانامایسین بهمکانیسم، با انتروککو

rRNA  S 16 و DNA یکی دیگر از  .]41[ .دنگردمی جیراز
 فقدان ممکن در مقاومت نسبت به کانامایسین،هاي مکانیسم

در گزارشات .]42[ ]26[باشدمی سیتوکروم انتقال دهنده الکترون
 ذاتی لاکتیکی،هاي باکتريدر  بیوتیکآنتی به این مقاومتقبلی 

 خطر انتقال ژن به اینصورت،در گزارش شده است و بنابراین 
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 .]41[ ]25[هاي باکتریایی وجود نداردسوشسایر 

بر  و شودبندي میطبقه هافلوروکینولونسیپروفلوکساسین جزء 
سلیمانزاده  .]1[ موثر می باشدیوگرم منف  گرم مثبتهايباکتري

 سريلاکتوباسیلوس گاهاي نیز مقاومت سویه) 2017( وهمکاران 
SM05 ،لاکتوباسیلوس پلانتاروم SM06لاکتو باسیلوس و 
 .]7[سیپروفلوکساسین گزارش کردند را نسبت به SM02کفیري 

هاي سویهوي  ربر) 2007 ( نتایج مطالعه هومل و همکاران
هاي تخمیر  مورد استفاده براي تولید سوسیسلاکتیکیهاي باکتري

 که دادپنیرنشان  هاي ماست وواستارترهاي پروبیوتیک سویه شده،
مقاومت به سیپروفلوکسازین به صورت ذاتی و به دلیل جهش در 

هاي مسئول سنتز یکی از زیرواحد (parCو gyrAهاي ژن
DNAهاي توپوایزومراز  جیراز و سنتز یکی از زیر واحدIV (

حساسیت آنتی  وهمکاران شارمادر مطالعه  .]14[کندبروز می
 محصول تجاري ازجمله 19شناسایی شده از  جدایه 30بیوتیکی 

 ، لاکتوباسیلوس کازئی، اسیدوفیلوس،لاکتوباسیلوس پلانتاروم
لاکتوباسیلوس   لاکتوباسیلوس رامنوسوس ،لاکتوباسیلوس روتري

ها به چندین جدایهاکثر . مورد ارزیابی قرار گرفته است فرمنتوم
ومت کمتر و آنتی بیوتیک، از جمله ونکومایسین،کانامایسین، مقا

سیلین، متیسیلین، آمپیدر برابر توبرامایسین، جنتامایسین، 
آزیترومایسین،کلرامفنیکل ونووبیوسین  تتراسیکلین، سیلین،پنی

همانطورکه در مورد  .]22[انددادهمقاومت بیشتري را نشان 
باکتري هاي مقاومت صورت ذاتی بودن  درکانامایسین اشاره شد، 

در مورد اکثر باکتري هاي  آنطورکه ،هابیوتیکآنتی به لاکتیکی
از نظر  منفی یک ویژگیاین خاصیت لاکتیکی گزارش شده است، 

آنتی کننده ان مصرف  بیماراي دررودهجمعیت نرمال تخریب 
 جزء  نیزونکومایسین .]43, 22[شود محسوب نمیبیوتیک 

هاي گرم مثبت يباکترها است و طیف اثر آن بروي گلیکوپپتید
 از طریق مهار سنتز استافیلوکوکوس اورئوسومنفی بخصوص 

هاي باکتري مقاومت ذاتی به ونکومایسین در .]1[باشدمیدیواره 
         متعددي گزارش شده استهاي پژوهشاسید لاکتیک در 

توان به می را )ونکومایسین(ها مقاومت به گلیکوپپتید.]25, 22[
دلیل این تغییر ساختاري به . تغییر در دیواره سلولی ارتباط داد

        آلانین پنتاپپتید مورامیل دیواره سلول به وسیله- Dجایگزینی 
D-مقاومت بالا. (]45, 44[لاکتات( یاD - سرین)مقاومت پایین (

 مطالعه. ]22[باشدمیو گلیکان  در ساختارهاي شیمیایی پپتید

 اتصالتغییر ساختاري مانع   نشان داد)2013 (موندنگاي

با  .]46[دشو _یم بیوتیکآنتی به مقاومت نتیجه در و ونکومایسین
-باکتري حساسیت برخی از اتی نیز در خصوصحال گزارشاین 

جدا شده  22Cلاکتوباسیلوس پنتوسوس هاي اسید لاکتیک نظیر
با توجه به  .]5[وجود داردبه ونکومایسین  نسبتتی از ماست سن

 در باکتري هاي گزارشات متعدد مبنی بر ذاتی بودن این مقاومت
 هايباکتري گردد که در مورد می، این احتمال مطرح لاکتیکی

مورد تحقیق نیز این ویژگی ذاتی بوده و در اینصورت نگرانی از 
   .دهاي باکتریایی منتفی خواهد بوسوشانتقال ژن به سایر 

  

  گیري کلینتیجه - 4
 اهمیت ارزیابی کامل خطر تاکید بر حاضر علاوه بر نتایج تحقیق

 نشان هاي انتخابی بعنوان کشت آغازگر و پروبیوتیک،در سویه
از محصولات لبنی بومی ایران سازي جداه باکتریایی داد دو سوی

 از طریق زاییبیماريقدرت  فاقدبخشی سلامتبا پتانسیل 
با توجه به اثرات . هاي مورد بررسی در این تحقیق هستندویژگی
ها که در تحقیقات قبلی ما به آنها بخشی این باکتريسلامت
وق داراي پتانسیل هاي فباکتريرسد میاست، به نظر شدهپرداخته

 در هاي پروبیوتیک و یا احتمالا باکترياستفاده به عنوان استارتر
   .بخش باشندسلامتتولید محصولات لبنی 
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The application of probiotic starter cultures in fermented products is expanding in different communities. 
The genetic variation makes the effects of these bacteria different and unpredictable in different human 
societies. Therefore, the safety control and evaluation of their non-pathogenicity is of great importance 
and monitoring centers are required to closely monitor the safety of the bacteria used in food products. 
In this study, two strains of Lactobacillus isolated from dairy products of Ardabil (Heyran mountain road 
villages) and Khuzestan province (Behbahan city) in Iran were identified based on the biochemical and 
molecular properties through sequence analysis of 16S rRNA gene. Then, their safety was examined 
based on the international guidelines, especially the European Union standard. The two identified strains 
included Lactobacillus fermentum (PTCC 1929) and Lactobacillus helveticus (PTCC 1930). The results 
showed the lack of gelatinase enzyme, inability of blood hemolysis, inability of amino acids 
decarboxylation and the lack of genes responsible for the invasive characteristics of pathogenic 
microorganisms including gelE, efaAfm , efaAfs , agg, ace, cylM, cylA, cylB.  In addition, the results showed 
the sensitivity of both isolates to Penicillin, Ampicillin, Rifampicin and Tetracycline, and their resistance 
to Kanamycin and Ciprofloxacin. Lactobacillus fermentum was resistant to vancomycin, whereas 
Lactobacillus helveticus was susceptible to it. Since cases of antibiotic resistance are inherent according 
to scientific reports, the obtained results confirmed the potential application of these two isolated strains 
as starter in the fermented dairy products. It also confirmed the necessity of using safety assessment 
procedures for probiotic bacteria.  
 
Key Words: Risk Assessment, Lactic Acid Bacteria, Probiotic, Starter culture 
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