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Abstract

Enterococci have important role in the dairy industry. Also some of enterococcies with
dairy origin have been reported as probiotics. The aim of this study is isolate and identify
enterococcies from traditional dairy products of Meshkinshahr and Moghan(Ardabil)
regions and evaluate the potential probiotic of them. In the presence of phosphate saline
buffer (PH equal to 5/2) 26 acid resistant isolates and in the presence of bile salts, 10
resistant isolates, 7 isolates with high tolerance, 6 isolates with poor tolerance and 3
susceptible isolates were identified. Biochemical identification showed isolates belonging
to species of E.avium, E.faecium, E.durans and E.faecalis. Also antagonistic activity was
investigated with well diffusion method showed that isolates with inhibitory ability
against Escherichia coli are Yersinia enterocolitica and Listeria innocua. Susceptibility
study to various antibiotics showed that all strains were susceptible to vancomycin and
chloramphenicol. Also all of them were resistant to solfamethacsazol. The results indicate
that traditional dairy products of these regions are important source for organisms with
probiotic properties.
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چكيده


انتروكوكسي نقش مهمي در صنعت لبنيات دارد. همچنين بعضي از انتروكوكسي​ها با منشاء لبنيات به عنوان پروبيوتيك گزارش شده​اند. هدف از این تحقیق، جداسازی و شناسایی انتروكوكسي​ها از محصولات لبنی سنتی مناطق مشکین شهر و مغان (اردبیل) و بررسی پتانسیل پروبیوتیکی آنها می​باشد. در حضور بافر فسفات سالين ( pH برابر 5/2) 26 ايزوله مقاوم به اسيد و در حضور نمك​هاي صفراوي، 10 ایزوله مقاوم، 7 ایزوله با تحمل بالا، 6 ایزوله با تحمل ضعیف و 3 ایزوله حساس شناسايي شد. شناسايي بيوشیميايي تعلق ايزوله​ها به گونه​هاي انتروكوكس آویوم (E .avium)، انتروكوكس فاسیوم (E. faecium)، انتروكوكس دورانس (E. durans) و انتروكوكس فكاليس ( E. faecalis) را نشان داد. همچنين فعاليت آنتاگونيستي بررسي شده با روش چاهك​گذاري نشان داد كه ايزوله​ها داراي قدرت مهاركنندگي عليه اشريشيا كولي، يرسينيا انتروكوليتيکا و ليستريا اينوکوا هستند. بررسی حساسیت به 
آنتی​بیوتیک​های مختلف نشان داد که تمامی سويه​ها به ونکومايسين و کلرامفنيکل حساس بودند. همچنين همه آنها به سولفامتوكسازول مقاوم بودند. نتايج بيان مي​كند كه محصولات لبني سنتی منبع مهمي براي ارگانيسم​هايي با خاصيت پروبيوتيكي مي​باشند.

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1391، دوره 6، شماره 1، پیاپی 21، صفحات: 1513-1505.

كليد واژه​ها: پروبیوتیک، انتروكوكسي، محصولات لبني

مقدمه

     مصرف محصولات غذایی تخمیری از سال 1970 به طور عمده​ای افزایش یافته است. این محصولات غذایی شامل ماست، پنیر، شیر بطری و همچنین محصولات غذایی تخميري از قبیل کفیر، کومیس، توگا و غیره  می​باشند. تخمیر توسط لاکتیک اسید باکتری​ها، قادر به کاهش pH به کمتر از 4 در محصولات غذایی است. این باکتری​ها به دلیل تاثیر در طعم، بو و تعویق فساد ماده غذایی، به طور سنتی در تخمیر غذاها استفاده می​شود. اثر حفاظتی باکتری​های اسید لاکتیک طی فرایند تولید و نگهداری بعدی غذاهای تخمیری عمدتاً به خاطر شرایط اسیدی است که این باکتری​ها از طریق تبدیل کربوهیدرات​ها به اسیدهای آلی (اسید لاکتیک و اسید استیک) در طول رشدشان در مواد غذایی ایجاد می​کنند (2). باکتری​های پروبیوتیک به عنوان مکمل​های غذایی زنده میکروبی تعریف می​شوند که به طور مفید با اصلاح تعادل میکروبی روده، میزبان را تحت تاثیر قرار می​دهند (9). پروبیوتیک​ها به عنوان مکمل​های رژیمی به صورت قرص، کپسول، خمیر و تیمارهای منجمد خشک شده به بازار عرضه می​شوند. جنس​های عمده اسید لاکتیک باکتری​ها که به عنوان پروبیوتیک مطرح هستند عبارتند از لاکتوکوکوس، انتروکوکوس، لوکونوستوک، پدیوکوکوس، لاکتوباسیلوس و استرپتوکوکوس (1 و 11). اخیراً مطالعات بالینی اثرات مفید پروبیوتیک​ها را از قبیل تحریک سیستم ایمنی، خاصیت ضد سرطانی، اصلاح عدم تحمل لاکتوز، پیشگیری از اسهال را بر روی انسان و حیوان نشان داده است. هم​چنین باکتری​های پروبیوتیک، با تولید باکتریوسین و اسیدهای آلی، رشد پاتوژن​ها را مهار می​کنند. فاکتورهای 
عمده​ای در خاصیت بازدارندگی لاکتیک اسید باکتری​ها نقش دارند. مهمترین این فاکتورها تولید اسید لاکتیک و اسیداستیک و به دنبال آن کاهش pH و همچنین تولید باکتریوسین​ها می​باشد. اسیدیته یا قلیائیت یک محیط تاثیر زیادی بر ثبات و فعالیت مولکول​های بزرگی نظیر آنزیم​ها دارد، از این رو جای تعجب نیست که رشد و متابولیسم میکروارگانیسم​ها به وسیله pH تحت تاثیر قرار گیرد (1 و 11).

یکی از منابع مهم برای جداسازی باکتری​های پروبیوتیک محصولات لبنی تخمیری سنتی است. محصولات لبنی سنتی استان اردبیل سال​هاست که در بین افراد بومی منطقه مصرف می​شود و تاکنون گزارشی از اثرات زیانبار این محصولات بر سلامتی افراد ارائه نشده است. یکی از مهمترین فلور میکروبی این محصولات انتروکوکسی هست. همچنین برخی از سویه​های انتروکوکسی جداسازی شده از محصولات لبنی به عنوان پروبیوتیک مطرح شده است از طرفی دیگر بعضی از سویه​های انتروکوکسی با بیماری​های انسانی مرتبط بوده و به عنوان پاتوژن مطرح هست. در این تحقیق به بررسی پتانسیل پروبیوتیکی و شناسایی ایزوله​های جداسازی شده از نمونه​های لبنی سنتی (ماست، پنیر و کشک)  تهیه شده به روش​های خانگی (محلی) پرداخته شده است. تحمل اسیدیته بالا و مقاومت به نمک​های صفراوی، از جمله خصوصیات اولیه و ضروری است که در این تحقیق برای غربالگری سویه​های با پتانسیل پروبیوتیکی در نظر گرفته شد. شناسائی سویه​های غربال شده، با استفاده از 
تست​های بیوشیمیائی و مورفولوژیکی گرفت. در پایان فعالیت ضد میکروبی ایزوله​های متفاوت از نظر بیوشیمیایی، بر روی 3 باکتری پاتوژن اشريشیاکولی (PTCC 1399)​، یرسینیا انتروکولیتیکا (ATCC 1159) و لیستریا اینوکوا (DSMZ20649) و همچنین حساسیت ایزوله ها به 
آنتی​بیوتیک​های مهم بالینی مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش​ها

    1- جمع آوری نمونه: نمونه​های مختلف محصولات لبني از نقاط مختلف شهرستانهای مشکین شهر و مغان جمع آوری و در فالکون​های استریل و درون بسته​های یخی به آزمایشگاه منتقل گردید و در یخچال نگه​داری شدند. 

2- جداسازی و غربال اولیه باکتری​ها: برای تهیه سوسپانسیون باکتریایی، از متد Callichia  و همکارانش استفاده شد. از محیط کشت MRS مایع به  منظور غنی​سازی و افزایش جمعیت باکتریایی اولیه، در شرایط کم هوازی و دمای 37 درجه سانتی​گراد استفاده شد (8). به منظور جداسازی ایزوله​های مقاوم به اسید از محیط معدنی (PBS) Phosphate-Buffered Saline  با  pH برابر 3 استفاده شد. اين محيط معدني براساس روش Erkkila  و Petaja تهیه شد (8). باکتری​های زنده مانده (مقاوم به اسید) در شرایط اسیدی تا ده برابر رقیق شدند و به صورت سطحی در محیط کشت MRS آگار کشت داده شدند. پلیت​ها به مدت 48 تا72 ساعت در دمای 37 درجه سانتی​گراد و شرایط کم هوازی گرمخانه​گذاری شدند. از 
پلیت​های دارای کلونی​های قابل شمارش، کلونی​های با مورفولوژی متفاوت جداسازی و با استفاده از میکروسکوپ، رنگ​آمیزی گرم و واکنش کاتالاز آنها بررسی شد. ایزوله​های  باکتریایی میله​ای شکل، گرم مثبت، کاتالاز منفی و مقاوم به اسید جداسازی و در گليسرول نگه​داری شدند. ضمناً باکتری​های حساس به اسید از بین رفتند و از آزمایشات بعدی حذف شدند.


3- تعیین درصد بقاء ایزوله​های جداسازی شده در شرایط اسیدی معادل با شرایط اسیدی معده 

برای تعیین درصد بقاء ایزوله​ها،  CFU(Colony forming unit) برای هر ایزوله به صورت جداگانه تعیین گردید. برای تعیین CFU به ازای هر میلی​لیتر در زمان صفر (لحظه تلقیح) و در انتهای ساعت 3، از کشت​های باکتریایی اولیه و تلقیح شده در محیط PBS به صورت سریالی تا 10 برابر رقت​سازی و برای هر رقت 2 کشت به صورت سطحی انجام گردیده و به صورت کم​هوازی و در دمای 37 درجه سانتی​گراد به مدت 72-48 ساعت گرمخانه​گذاری شدند. پلیت​های حاوی کلنی​های قابل شمارش و به طور معمول پلیت​های دارای 20 الی 200 کلنی​، برای شمارش انتخاب شدند. 


تعداد باکتری به​ازای هر میلی​لیتر:




[image: image1.wmf](


)


D


N


N


V


C


ML


COUNT


´


´


+


´


=


)


2


1


.


0


(


1




C = تعداد کل کلنی​های شمارش شده روی همه پلیت​ها 


V= حجم تلقیحی به کار برده شده برای همه پلیت​ها 


N1 = تعداد پلیت​های شمارش شده از پائین​ترین رقت 


N2 = تعداد پلیت​های شمارش شده از بالاترین رقت 


D = پائین​ترین رقتی که شمارش کلنی انجام گرفته است. 


بدین ترتیب CFU برای همه ایزوله​هاي باکتریایی در زمان صفر (لحظه تلقیح)،  انتقال به محیط معدنی PBS و در پایان انکوباسیون 3 ساعته تعیین، در محيطMRS آگار محاسبه و مقايسه گردید (3). 


4- تعیین مقاومت به نمک​های صفراوی برای ایزوله​های مقاوم به اسید: اجراي اين مرحله با روش Gilliland و همکارانش انجام شد. محیط کشت MRS مایع به عنوان کنترل و MRS مایع دارای 3/0 درصد بایل (Oxgall) به عنوان کشت مورد آزمایش (تیمار) استفاده شد. رشد هر نیم ساعت یک بار با اندازه​گیری جذب نوری در طول موج 600 نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه​گیری و منحنی جذب براساس زمان انکوباسیون رسم شد و اختلاف رشدي بر حسب دقیقه بیان و به عنوان تاخیر در رشد در نتیجه اثر بازدارندگی بایل (نمک های صفراوی) در نظر گرفته شد (3).

5- شناسایی فنوتیپی ایزوله های دارای پتانسیل پروبیوتیکی: شناسایی ایزوله‌های جداسازی شده در سطح گونه براساس مشخصات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی توصیه شده توسط برگی، اسنس و همکاران در سال 1986 و وود و هولزاپفل و همکاران در سال 1995 انجام گردید (12). دمای رشد، تحمل به نمک و pH و الگوی تخمیر کربوهیدرات‌ها (شامل 17قند) در محیط کشت MRS مایع، براساس روش‌های توصیف شده به وسیله Harrigan و McCance درسال 1976 تعیین شد. رشد در دمای 15 و 45 درجه سانتی‌گراد برای ایزوله‌های کوکسی شکل به صورت مشاهده‌ای بعد از انکوباسیون به مدت 24 الی 48 ساعت ارزیابی شد. تحمل نمک (5/6 درصد حجمی- وزنی کلریدسدیم درمحیط کشت MRS مایع) با انکوباسیون در دمای ایزولاسیون (37 درجه سانتی‌گراد) به مدت 72 ساعت، برای همه ایزوله‌ها تعیین گردید. الگوی تخمیر کربوهیدرات​ها برای همه ایزوله‌ها در محیط کشت MRS مایع دارای معرف فنل قرمز (05/0 گرم بر لیتر) تعیین گردید (4). 

6- ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی ایزوله​ها: بررسی خصوصیات آنتاگونیستی سویه​های ایزوله شده در شرایط آزمایشگاهی  علیه سه باکتری پاتوژن اشريشیاکولی (PTCC 1399)، یرسینیا انتروکولیتیکا (ATCC 1159) و لیستریا اینوكوا (DSMZ20649) به عنوان اندیکاتور با روش چاهك​گذاري صورت گرفت. در ابتدا عصاره انتروکوسی​ها تهيه گرديد و سپس pH مایع رویی باNaOH 4 مولار در حد 7 تنظیم گردید (6). باكتري​هاي پاتوژن به محیط کشت Soft BHIagar (%7/. آگار) تلقیح و سریعاً در پلیت​ها پخش شدند. سپس روی محیط چاهک​هایی به قطر 5 میلی​متر ایجاد گردید. داخل هر چاهک 100 میکرولیتر از عصاره لاکتوباسیل​های مورد بررسی ریخته شد و قطر هاله شفاف اطراف چاهک​ها براساس میلی​متر اندازه​گیری شد (6). 


7- بررسی حساسیت به آنتی​بیوتیک​های مختلف

مقاومت سويه​ها به​وسيله روش انتشار ديسک به آنتي​بيوتيک​هاي مهم باليني از قبیل: کلرامفنيکل، آمپي​سيلين، سپيروفلوكساسين، تري​متوپريم، تتراسايكلين، اريترومايسين و ونكومايسين بررسی شد. بر اساس اندازه هاله بازدارندگي باکتري​هاي مورد مطالعه به گروه​هاي مقاوم، متوسط و حساس طبقه​بندي شدند.

یافته​ها

    1- جداسازی ایزوله​های مقاوم به اسید: یکی از مهم​ترین مشخصه باکتری​های پروبیوتیکی تحمل اسیدیته معده و قابلیت عبور از معده می​باشد. غربالگری در محیط معدنی  PBSبا  pH برابر 3 به مدت 5/2 ساعت منجر به جداسازی 26 ایزوله کوکسی شکل مقاوم به اسید به عنوان باکتری​های اسید لاکتیکی از 5 نمونه لبنی پنیر، ماست و کشک گردید.

جدول 1- منشا و تعداد ایزوله​های کوکسی شکل جداسازی شده

		تعداد ایزوله​های کوکسی شکل

		نوع محصول لبنی



		6

6

2

6

6



		A (كشك مغان)


 B(كشك مشكين)

C (پنيرسنتي مشكين)

 D (پنير سنتي مغان)

E (ماست مغان)





2- بررسی مقاومت ایزوله ها به اسید: ایزوله​هاي جداسازی شده در مرحله غربال​سازی، به منظور تعیین درصد بقاء در محیط اسیدی به طور جداگانه در محیط معدنی PBS با pH برابر 5/2 به مدت 3 ساعت انکوبه گردیدند كه درصد بقاء ايزوله​ها در نمودار شماره 1 آورده شده است. بر اساس درصد بقاء، ایزوله​ها به سه گروه تقسیم بندی شدند. 5 ايزوله كوكسي شکل با درصد بقاء بین 30 تا 50 درصد و 12 ایزوله در صد بقاء بین 50 تا 75 درصد و 9 ایزوله در صد بقاء بین 75 تا100درصد را نشان دادند. همچنین همه ایزوله‌ها  درصد بقاء بالای 30 درصد را نشان دادند. ایزوله‌های جداسازی شده از نمونه کشک مغان همگی درصد بقاء خوبی (بالای 50 درصد) را نشان دادند. ایزوله‌های جداسازی شده از پنیر سنتی مغان همگی درصد بقاء بسیار خوبی (بالای 75 درصد) را نشان دادند. در نمودار شماره 1 اختلاف درصد بقاء 26 ایزوله‌ جداسازی شده در محیط معدنیPBS  با pH برابر 5/2 به مدت 3 ساعت نشان داد شده است. 
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نمودار 1 -  درصد بقاء ایزوله​ها در محیط اسیدی  PBSبا  pHبرابر 5/2

 3- تعیین تحمل به نمک​های صفراوی: ایزوله​هایی که درصد بقاء بهتری را در محیط اسیدی نشان دادند میزان تحمل​شان به نمک​های صفراوی بررسی شد. به غیر از ایزوله A6-E1-D6 که یک تاخیر رشد یک ساعته را نشان داد. بقیه ایزوله​ها همگی تاخیر رشد کمتر از یک ساعت را نشان دادند. نتایج بدست آمده بر اساس پیشنهاد ارائه شده توسط چاتئو و همکارانش در سال 1994، که چهار گروه متمایز را براساس تاخیر رشد ایجاد شده به وسیله نمک​های صفراوی تشخیص داده بودند، تحلیل شد. اين چهار گروه عبارتند از: (جدول 2) 

A:  شامل ایزوله​های مقاوم (
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B: شامل ایزوله​هایی با تحمل بالا (

[image: image4.wmf]min


15


40


£


£


d


 )


:C شامل ایزوله​های با تحمل ضعیف (
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D: شامل ایزوله​های حساس (
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جدول 2- دسته‌بندی باکتری‌های ایزوله شده بر اساس مقاومت به نمک‌های صفراوی (Bile oxgall)




4- شناسایی فتوتیپی باکتری​های انتخاب شده: شناسایی مقدماتی ایزوله​ها در سطح گونه براساس الگوی تخمیر کربوهیدرات​ها و رشد در دماهاي 15 و 45 درجه سانتی​گراد در محیط کشت MRS مایع، رشد در غلظت بالای نمک (5/6 درصد) و تولید گاز از تخمیر قند گلوکز تعیین شد. قندهای مورد استفاده در این تحقیق شامل: سوکروز، سوربیتول، لاکتوز، گالاکتوز، ترهالوز، فروکتوز، آرابینوز، رامنوز، سالیسین، گلوکز، اینوزیتول، مالتوز، مانوز، مانیتول، گزیلوز، رافینوز و سلوبیوز بودند. با تحلیل این نتایج، 26 ایزوله‌ انتروکوکسی در 4 گروه مختلف شامل ايزوله​هاي (A3, B1, B2, A4, A5, B5) در درون گونه انتروکوکوس فکالیس ( E. faecalis) ايزوله​هاي (A1, A2, B4) در گونه انتروكوكوس آويوم (E.avium) ايزوله​هاي (, C5, D1, D6, C6, D2, D4,D5, D7, E1, E2, E3,B7, E4, E6, E7) در گونه انتروكوكوس فاسيوم (E.faecium) ايزوله​هاي (A6, B6) در گونه انتروكوكوس دورانس (E. durans)  قرار گرفتند. بعد از شناسایی مقدماتی، نتایج با استفاده از نرم افزار آماری NTsyspc و روش Jacard تحلیل شد که در نمودار 2 آورده شده است.
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نمودار 2- دندوگرام مربوط به تحليل آماري، (بااستفاده ازنرم افزارآماری NTsys pc و روش Jacard) نتايج حاصل از تست‌هاي بيوشيميايي انجام شده براي 26 ايزوله‌ انتروكوكسي جداسازی شده در مطالعه



5-  ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی  انتروکوکسی​های ایزوله شده متفاوت از نظر بیوشیمیایی


ایزوله​های متفاوت از نظر بیوشیمیایی، برای بررسی فعالیت ضد میکروبی مورد آزمایش قرار گرفتند. نتایج مربوط به اثر بازدارندگی ایزوله​های مختلف انتروکوکسی با اندازه​گیری قطر هاله​های عدم رشد در جدول 3 آورده شده است. تقریباً همه ایزوله​ها در حالت طبیعی (مایع رویی خنثی نشده) یک اثر بازدارندگی روی همه پاتوژن​ها داشتند که احتمالاً این اثر مربوط به تولید اسید لاکتیک و یا به دلیل وجود پراکسید هیدروژن 
می​باشد. ولی در حالتی که pH مایع رویی ایزوله​های متفاوت در حد خنثی تنظیم گردید این اثر بازدارندگی محدود شد. از بین ایزوله​ها، ایزوله A1 و ايزوله B6 که بر اساس تست​های بیوشیمیایی به عنوان انتروكوكوس آويوم و انتروكوكوس دورانس شناخته شده بودند، تقریباً هم در حالت خنثی شده و هم در حالت خنثی نشده اثر بازدارندگی یکسانی بر روی پاتوژن​های مختلف نشان دادند. بنابراین به نظر می​رسد که این اثر مربوط به تولید مواد ضد میکروبی در این باکتری​ها باشد.

جدول 3-  اندازه قطر هاله​های عدم رشد (برحسب میلی​متر) مربوط به فعالیت آنتاگونیستی برخي از ايزوله​ها

		مايع رويي با pH طبيعي (pH=4)

		مايع رويي با pH خنثي شده (pH=6.5)



		Listeria

Innocua

DSMZ 20649


		Yersinia


Entercolitica ATCC 1159

		E.coli

PTCC  1399

		Listeria

innocua

DSMZ20649

		Yersinia


Entercoliticaa

ATCC 1159

		E.coli

PTCC 1399

		



		+

		+

		+

		+

		_

		_

		E. faecium (E6)



		+

		+

		+

		+

		_

		​+

		E. avium (A1)



		+

		+

		+

		_

		_

		_

		E. faecalis (A3)



		+

		+

		+

		_

		+

		+

		E. durans (B6)



		+

		+

		+

		+

		​_

		_

		E. faecium (E1)





6-
بررسی حساسیت به آنتی بیوتیک​های مختلف

نتايج نشان دادند که تمامی سويه​ها به ونکومايسين و کلرامفنيکل حساس بودند. همچنين همه آنها به سولفامتوكسازول مقاوم بودند. 4 سويه (E1, E6, A2, A5) به تتراسايکلين حساس و يک سويه متعلق به انتروکوکسي فاشیوم (B7) و یک سويه متعلق به انتروکوکسي فکالیس (A5) به تتراسايکلين مقاوم بود. همچنین تمامی سويه​ها به آنتي بيوتيک​هاي اريترومايسين و آمپي​سيلين مقاومت (متوسط) نسبي نشان دادند.

بحث و نتیجه​گیری

   رفتارهاي فيزيولوژيكي براي حفظ بقاء باكتري​هاي موجود در دستگاه گوارش، شامل مقاومت به شرايط اسيدي معده و 
نمك​هاي صفراوي مي​باشد. در مورد شرايط فيزيولوژيكي باكتري​هاي پروبيوتيك در حین عبور از شرايط اسيدي معده مثل فعاليت متابوليكي و توليد  ATPدانسته​هاي كمي وجود دارد، اما چيزي كه به وضوح ثابت شده، اين است كه مقاومت به شرايط اسيدي معده در بين سويه​هاي مختلف يك گونه متفاوت است (5). روش غربالگري استفاده شده در اين تحقيق به ما اجازه داد كه 26 سويه مقاوم به اسيد به طور مستقيم از 5 نمونه محصول لبني سنتي، بدون جداسازي مقدماتي و وقت​گير همه باكتري​هاي  فلور پر جمعيت آنها، جداسازي كنيم. در اين مطالعه براي جداسازي باكتري​هاي مقاوم به اسيد، از محيط معدني PBS با pH برابر با 3 به مدت 5/2 ساعت استفاده شد كه بسياري از باكتري​هاي حساس به اسيد از بين رفتند. كانوي، گورپاچ و گولدين در سال 1987 و پارك و همكارانش در سال 2002 از محيط PBS با pH تغيير يافته براي اين منظور استفاده كردند (7). در سال 1987 كانوي و همكارانش نشان دادند كه بقاء لاكتوباسيلي در محيط PBS نسبت به محتوي معدي، به خاطر اثر حفاظتي تركيبات موجود در محتوي معدي بر روي 
سلول​هاي باكتريايي، اندكي پائين​تر است. در مطالعه​اي كه پناچيا و همكارانش در سال 2004 بر روي لاكتوباسيل​هاي سوسيس انجام دادند، سويه​هايي كه بالاتر از 80 درصد بقاء را در PBS با pH برابر 5/2 به مدت 3 ساعت نشان داد، براي مطالعات بيشتر و بررسي خصوصيات پروبيوتيكي انتخاب كرد (8). با در نظر گرفتن همه موارد گفته شده، بايد اشاره كرد كه از بين سويه​هاي انتخاب شده در اين تحقيق، 22 سويه درصد بقاء بالاتر از 50 درصد را نشان دادند و انتخاب اين سويه​ها براي مطالعات بيشتر با مطالعات قبلی مطابقت داشت. 


كيسه صفرا يك نقش اساسي در مكانيسم دفاعي اختصاصي و غير اختصاصي روده بازي مي​كند و بزرگي اثر بازدارندگي آن به وسيله غلظت نمك​هاي صفراوي تعيين مي​شود (10). باور بر اين است كه در دستگاه گوارشي انسان ميانگين غلظت نمك​هاي صفراوي 3/0 درصد وزني/ حجمي است و براي غربال سويه​هاي مقاوم به صفرا، بحراني و كافي تلقي مي​شود (10). اين غلظت در اين مطالعه براي ارزيابي قابليت رشد 26 سويه انتخاب شده در حضور نمك​هاي صفراوي انتخاب گرديد.  به غیر از ایزوله A6-E1-D6 که تاخیر رشدی یک ساعته داشت، بقیه سويه ها با سطوح مختلفي از مقاومت قادر به رشد در محيط كشت داراي 3/0 درصد نمك​هاي صفراوي بودند. در مطالعه​اي كه در سال 1994 توسط چاتئو، دسچامس، و هادج ساسسي انجام شد، تاثير نمك​هاي صفراوي بر روي رشد 38 سويه لاکتیک اسید باکتری استفاده شده به عنوان پروبيوتيك مورد آزمايش قرار گرفت. نيمي از سويه​هاي مورد آزمايش به آرامي تحت تاثير نمك​هاي صفراوي 3/0 درصد قرار گرفتند و تاخير  رشد زير يك ساعت را تا رسيدن به يك جذب نوري 3/0 در طول موج 600 نانومتر در محيط كشت MRS مايع در مقايسه با كشت كنترل بدون نمك هاي صفراوي به نمايش گذاشتند (3). شناسایی ایزوله​های مذکور براساس روش فنوتیپی انجام گردید و در بعضی موارد الگوی بیوشیمیایی و فیزیولوژی مبهمی برای بعضی ایزوله ها حاصل شد كه نياز به شناسايي مولكولي را نشان مي​دهد. همه ایزوله​ها از 5 نوع محصول لبنی متفاوت شامل پنیرسنتی، ماست و کشک شهرستان های مشگین شهر و مغان (اردبیل) جداسازی گردید. علی​رغم وجود 
نمونه​های لبنی متفاوت، در برخی موارد همگی ایزوله​ها الگوی بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی یکسانی را نشان دادند. بيشترين فعاليت بازدارندگي زماني مشاهده شد که pH مايع​هاي روئي طبيعي بودند، اما در بعضي موارد مايع​هاي روئي با pH خنثي فعاليت بازدارندگي بيشتري نشان دادند. ليستريا اينوکوا 
حساس​ترين باکتري مورد آزمايش بود. نتايج نشان داد که علاوه بر اسيدهاي آلي مواد ضد ميکروبي ديگري بر عليه باکتري​هاي شناساگر مورد آزمايش در اين مطالعه وجود دارند. همچنين، از آنجائي که سويه​هاي يک گونه طيف بازدارندگي متفاوتي نشان دادند، طيف ضد ميکروبي وابسته به سويه بود. میزان مقاومت به اسید و صفرا، همچنین خاصیت ضد میکروبی و حساسیت به آنتی​بیوتیک​های مختلف در بین  ایزوله​های جداسازی شده در این  تحقیق از تفاوت و تنوع بالایی برخوردار بود.


بر اساس یافته​های این بررسی نتیجه‌گیری می‌شود که محصولات لبنی مختلف مناطق مذکور، منابع با ارزشی جهت جداسازی باکتری​های پروبیوتیک هستند. ایزوله‌های جداسازی شده از نمونه‌ي پنير سنتي و کشک مقاومت بهتری نسبت به شرایط اسیدی و نمک صفراوی نشان دادند و اثر آنتاگونیستی خیلی خوبی بر روی باکتری​های پاتوژن تست شده داشتند که احتمالاًً مربوط به تولید باکتریوسین می​باشد ولی بررسی‌های بیشتر در این زمینه مورد نیاز است. روش استفاده شده در این تحقیق، به منظور جداسازی باکتری​های مقاوم به اسید (استفاده از محیط معدنی PBS با  pH برابر 3) با توجه به بار میکروبی بالا در محصولات لبنی سنتی، می‌تواند روش مناسبی برای جداسازی و شناسایی باکتری​های با پتانسیل پروبیوتیکی باشد و نیاز برای جداسازی مقدماتی و زمان بر جمعیت باکتریایی اولیه را برطرف می‌سازد.

تشکر و قدردانی

اين مطالعه براساس طرح پژوهشي تاييد شده توسط معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهر صورت گرفته است. بدين وسيله از اين معاونت قدرداني مي​شود.
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