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 چکیده

کره  داده اسرتهرا نشران کننده باکتریوسین مورد توجه محققین بسیاری قررار گرفتره اسرت. بررسریهای اسید لاکتیک تولیدشناسایی باکتری

وان ترباشند و مریهای عامل مسمومیت میدر برابر باکتری توجهیهای اسید لاکتیک دارای خواص ضدباکتریایی قابلهای باکتریباکتریوسین

از سرویه  11مایع رویی کشت  ضدباکتریاییفعالیت  این پژوهش در .کار بردهای طبیعی مواد غذایی بهدارندهنگه عنوانبهها را این باکتریوسین

، سنریشیگلا فلک، باسیلوس سرئوس، اینوکوا لیستریا علیهشیر خام و ماست محلی جداسازی شده بود( از )که قبلاً  ی بومیلاکتیکهای باکتری

سرس  ماهیرت پروتئینری عامرل  قرار گرفرت.ارزیابی  مورد یهپنومون یلاکلبس، یکاتیلوانتروک یرسینیا، اورئوس یلوکوکوساستاف، یشیا کولایاشر

برا  هاسرویهگیرری قطر هاله عدم رشد اندازهمیانگین تریسسین بررسی گردید. هر آزمون در سه تکرار انجام و  ضدباکتریایی با استفاده از آنزیم

 چنرینهم .شاخص نشان دادند هایتوان ضدباکتریایی خوبی را در مقابل باکتری های اسید لاکتیکسویهطبق نتایج مطالعه، هم مقایسه شدند. 

 ایکرتیلوانتروک یرسرینیاعلیره  مترریلریم 197/1 و با قطر هاله عدم رشرد شیگلا فلکسنریمتر علیه میلی 13/9با قطر هاله عدم رشد  15E سویه
-ترین سویهمقاوم باسیلوس سرئوس ترین وحساس یفلکسنر یگلاش و کولای یشیااشر داد. را نشانترین بازدارندگی ترین و کمترتیب بیشبه

آنتاگونیسرتی تولیرد امل ونتایج تیمار آنزیمی ماهیت پروتئینی ع چنینهم .ندهای اسید لاکتیک بومی شناخته شددر برابر باکتریشاخص  های

ای با پتانسیل بسیار برالا بررای مهرار سویهتوان را می 2Tسویه بومی های مطالعه، بر اساس یافتهکرد.  دییتأرا  های لاکتیکیوسط باکتریشده ت

 در نظر گرفت. کلبسیلا نومونیهو  یرسینیا انتروکولیتیکا، یشیا کولایاشر، شیگلا فلکسنریهای گرم منفی نظیر رشد باکتری

 ، انتشار دیسکقطر هاله عدم رشدهای اسید لاکتیک، روبیوتیک، باکتریپ :های کلیدیواژه
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 مقدمه

هرای بیمراریهای اخیر وقوع تعداد زیادی از در سال

وری آغذاهای فر افزایش نگرانی در مورد حفظ غذایی و

در زمینه اهمیرت ایمنری  یروزافزونآگاهی  منجر بهشده 

هرای روش این امرر موجرب توسرعه مواد غذایی شده و

 اسرت هرای غرذایی گردیردهمهار پراتوژن دی برایجدی

(Fernandez et al., 2013). ترررین از جملرره شررایع

تروان های منتقل شونده از طریق مواد غذایی مریبیماری

 لوکوکوس اورئرروساسررتافیهررای ناشرری از برره بیمرراری

(Staphylococcus aureus)، کرررررولای اشرشررررریا 
(Escherichia coli)، ریا لیسررتهررای سررالمونلا و سررویه

اشراره کررد. (Listeria monocytogenes)  زیتوژنانوسوم

اعلام کرد  1555 های آمریکا در سالکنترل بیماری مرکز

مواد میلیون مورد بیماری ناشی از مصرف  79که سالیانه 

ها بره مرر  مورد آن 9111دهد که حدود رخ می یغذای

از طرفرری  .(Cleveland et al., 2001) شرودم مریتخر

کننرردگان برررای اسررتفاده از افررزایش مطالبررات مصرررف

محصررولات طبیعرری، توجرره محققرران را برره ترکیبررات 

جرررایگزین  (bio-preservative) ارنرررده طبیعررریدنگررره

شررریمیایی، معطررروف کررررده اسرررت.  یهادارنررردهنگه

هرررای طبیعررری اشررراره بررره اسرررتفاده از دارنررردهنگررره

هرا دارد. هرای تولیردی آنها یا متابولیرتارگانیسممیکرو

 ای هسرتند کره برازنده هایها میکروارگانیسمپروبیوتیک

فعالیرررت مرررانع از روده محررریط در فعالیرررت خرررود 

 Narimani et)ند شرومریزا بیماری هایمیکروارگانیسم

al., 2013). کیررلاکت دیاسرری گرررم متبررت هررایبرراکتر 

(Lactic acid bacteria) باکتریررایی گررروه  ینترررمهررم

 کیروتیپروب یهراسرمیکروارگانیمدر میران  شناخته شده

و  لوسیلاکتوباسرر دو جررن  انیررم نیرردر اکرره هسررتند 

دسررتگاه گرروارش و  یعرریفلررور طب وجررز انتروکوکرروس

 یبرررا یخرروب هررایگزینرره برروده و یریررتخم یغررذاها

 .(Miller et al., 2005) شوندیمحسوب م هاکیوتیپروب

هرای در طی دهه گذشته مطالعات زیادی روی متابولیرت

هررای تخمیرکننررده مررواد غررذایی برراکتری باکتریرراییضررد

 عنوانبرهصورت گرفته است تا بتوان از این مواد طبیعی 

ی برخر شیمیایی اسرتفاده کررد. یهادارندهنگهجایگزین 

های اسید لاکتیک شده توسط باکتری های تولیدمتابولیت

 ،اسرتیک(اسرید لاکتیرک و اسرید شامل اسیدهای آلری )

 ,.Liu et al) ها هسرتندو باکتریوسین هیدروژن پراکسید

هرا یرا پرروتئین ،پستیردها عنوانبرهها باکتریوسین .(2014

سررنتز شررده توسررط  باکتریرراییکمررسلک  پروتئینرری ضررد

هررا علیرره انررد کرره از برراکتریهررا معرفرری شرردهریبرروزوم

از برین برردن یرا  هدف باهای خویشاوند نزدیک باکتری

. (Pandey et al., 2013) شرروندتولیررد مرری مهررار

هرای ط براکتریهای خاص تولید شرده توسرباکتریوسین

باسریلوس  از جملههای غذایی پاتوژناسید لاکتیک انواع 
 پرفرنررژن  یدیومکلسررتر ،(Bacillus cereus) سرررئوس

((Clostridium perfringens ،و هررای لیسررتریاگونرره 
 Harris et) کننردرا مهرار مریاستافیلوکوکوس اورئوس 

al., 1989). در  یوسرینبرر انتشرار باکتر یمبتن هایروش

 یداسر هرایتریبراک یمنظرور غربرالگربره ،کشت یطمح

اسرت کره  یافترهتوسعه  یوسینکننده باکتر یدتول یکلاکت

روش ، (spot-on-lawn) یرتپل یگذارروش نقطه شامل

روش انتشرار ، (agar well diffusion) انتشار از چاهرک

 Pingitore) باشدمی (disk diffusion assay) یسکاز د

et al., 2007). یداسر یو پرنج براکتر یسر یقریدر تحق 

 یردتول یشرده از منرابع مختلرر بررا یجداساز یکلاکت

 یششراخص مرورد آزمرا یهسو 12در برابر  یوسینباکتر
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را در برابرر  یعیوس یبازدارندگ هایهسو ینقرار گرفتند. ا

اسرتافیلوکوکوس  شاخص از جمله هاییهاز سو یاریبس
 یسرتریاسرالمونلا، ل یگلا،ش سیلین،یمقاوم به متاورئوس 

شرده و  یکشت خنت ییرو یعاز خود نشان دادند. تنها ما

 هراییهابرر سرودر بر ،یهشده با کاتالاز شرش سرو یمارت

 ,.Sifour et al) نشان دادند یشاخص از خود بازدارندگ

 4هرای آنزیمری بررای آزمروندر تحقیقی دیگر  .(2012

و  گرفررتانجررام  لاکتوباسرریلوس پلانتررارومسررویه از 

های تولید شده بره لیرزوزیم که باکتریوسین ص شدمشخ

اما با تریسسین و پسسرین تجزیره و  ند،و کاتالاز مقاوم بود

 یدر بررسرر .(Abo-Amer, 2007)نررد گردید رفعررالیغ

 یداسر یهرایاز براکتریه سرو 811 یستریاییلضد یتفعال

که در مناطق  یرنپ یشده از گلکا )نوع جداسازی یکلاکت

 یسررتریال ی( بررر روشررودیمرر یرردلهسررتان تول یمرررز

 پلانتراروم یلوسلاکتوباسرنشران دادنرد کره منوسایتوژنز 

 یرکلاکت یداسر هراییبراکتر هایگونه نیمؤثرتراز  یکی

برا توجره بره افرزایش تقاضرا  .(Sip et al., 2012) است

و لزوم امنیت غذایی بیشرتر،  دارنده طبیعیبرای مواد نگه

کننده باکتریوسین یک ضرورت های تولیدشناسایی سویه

یی هرردف از ایررن پررژوهش شناسررا. شررودیمررمحسرروب 

علیره کننرده باکتریوسرین های اسید لاکتیک تولیدباکتری

نری ماهیرت پروتئیتعیرین و شاخص غرذایی  هایباکتری

 . بود باکتریاییعامل ضد

 

 هامواد و روش

 کشت هایها و محیطسویه -

و یرک براکتری اسرید لاکتیرک  11در این تحقیرق از 

 28L نترراروملاکتوباسرریلوس پلا سررویه اسررتاندارد بررومی

میکروبی پژوهشرکده بیوتکنولروژی  مجموعهوجود در م

یرک اسرتفاده گردیرد.  )تبریز، ایران( و غرب غربشمال

 نتررررراروملاکتوباسررررریلوس پلا تانداردسرررررویه اسررررر

(ATCC14917)  و یکرریژنت ریذخررا یملرر مرکررزنیررز از 

هرای براکتری. شردلیوفیلیزه تهیه  صورتبه رانیا یستیز

از  قرربلاًایررن پررژوهش  در رفترره کاربررهاسرریدلاکتیک 

محصررولات شرریر و ماسررت محلرری منرراطق مختلررر 

 آذربایجان شررقی جداسرازی شرده و در محریط کشرت

(Sigma-Aldrich) MRS broth  حجمرری  %31حرراوی

در ایرن . نردبودشرده داری نگه -81 فریزر گلیسرول در

 غذایی شرامل بیماریعامل  شاخص سویه پژوهش هفت

 شرریگلا فلکسررنری، ATCC 33090)) اینوکوا یسررتریال

((PTCC 1234 (Shigella flexneri)  ، باسرررریلوس
اسررتافیلوکوکوس اورئرروس  ،(ATCC 1431) سرررئوس

(ATCC 29213) ،کلبسرریلا پنومونیرره (PTCC 1290) 

(Klebsiella pneumoniae) ،یشیا کرولایاشر (ATCC 

 ((Yersinia enterocoliticaیکاتیلوانتروک یرسینیا، (1399

((ATCC 35669  اسررتفاده قرررار گرفررت. مررورد نیررز

این پژوهش در محریط  در رفته کاربههای شاخص سویه

و حاوی ( Merck, Germany) مایع هینتون -مولر کشت

 نگهرداری شرده -81فریرزر  حجمی گلیسررول در 31%

 .بودند

 های باکتریکشت یسازآمادهو  یسازفعال -

منظور دستیابی به کشت تازه به قبل از انجام آزمایش،

در دمرای های اسید لاکتیرک فریرز شرده باکتریو فعال، 

ها آزمایشگاه از انجماد خارج و پ  از کشت سطحی آن

 ,MRS agar (Sigma-Aldrichیط کشرت برر روی محر

Germany ،) درجرره  37در دمررای سرراعت  18 مرردتبه

( Heraeus, Germany)گررذاری گرمخانرره سلسرریوس

سراعته، مقرادیر مختلرر  18های از کشت سس  .گردید



ی و همکارانسراب یپورعبد                                                                                                                          هایبر باکتر یکیلاکت یهایباکتر یبوم یهاهیسو یاثر مهار

  

98 

منتقل و جرذب نروری برا  MRS brothبه محیط کشت 

نررانومتر  929کتروفتومتر در طررول مرروج اسررساسررتفاده از 

برا کردورتی ردید، سس  سوسسانسریون براکتری عیین گت

شراخص هرای . براکتریفارلند تهیره شردمعادل نیم مک

غذایی نیز پر  از کشرت سرطحی برر روی زای بیماری

 (، Merck, Germany) هینتون آگرار -محیط کشت مولر

 سلسرریوسدرجرره  37سرراعت در دمررای  18 مرردتبه

 سراعته، 18هرای سس  از کشتگذاری گردید. گرمخانه

هینتون مایع منتقرل -مقادیر مختلر به محیط کشت مولر

 و جرررذب نررروری برررا اسرررتفاده از اسرررسکتروفتومتر

(GENESYS 5, USA)  نیریتعنرانو  929در طول موج 

گردید، سس  سوسسانسیون باکتری با کدورتی معادل نیم 

 .(Akhondzade et al., 2003) فارلند تهیه شدمک

 باکتریاییضدتولید عامل  -

هرای فعرال از کشرت باکتریاییضدبرای تولید عامل  

به   حجمی %11های اسید لاکتیک به نسبت شده باکتری

و در شرایط کم  تلقیح داده شدمایع  MRS محیط کشت

درجره  37در دمرای ( و های در بسته)در فالکون هوازی

  گردید. گذاریگرمخانه ساعت 48 مدتبه سلسیوس

  ییایباکترضدحاوی عامل  مایع رویی کشتجداسازی  -

حراوی عامرل  مایع رویری کشرتجداسازی  منظوربه

های باکتری، محریط کشرت باکتریایی و حذف سلولضد

هررای باکتریرررایی برررا دور حررراوی سرررلول هسرراعت 48

RPM9111  21مردت بره سلسریوسدرجره  4در دمای 

 گردید. (Heraeus, Germany) دقیقه سانتریفوژ

 مولار 4با سدیم هیدروکسید  مایع رویی کشتمار تی -

های اسیدلاکتیک با اسرتفاده باکتری مایع رویی کشت

باکتریایی ضرداثرر تنظیم شد ترا  9 نرمال روی 4سود  از

طی فرایند تخمیرر در حاصل از اسیدهای آلی تولید شده 

مرایع برای اطمینان از عدم حضور براکتری، . خنتی گردد

 ,Jet-Biofil)میکرومتررر  22/1ی از فیلتررر غشررایرویرری 

Canada) عبور داده شد (Liu et al., 2014).  

 مایع رویی کشت باکتریاییضد تعیین اثر -

باکتریایی از روش انتشرار از ضردبرای تعیین فعالیت 

 ,.Campos et al)با جزئی تغییرات استفاده شرد  دیسک

 از سوسسانسریونیکرولیتر م 111که  بیترت نیابه. (2006

 درفارلنرد باکتری شاخص با کردورت معرادل نریم مرک

 هینتون -لیتر محیط کشت مولرمیلی 21های حاوی پلیت

پورپلیرت گردیرد.  (آگرار درصد 8/1 حاویآگار نرم )با 

برا  ،(Padtan Teb, Iran) اسرتریلکاغرذی هرای دیسرک

ز لبه پلیت بر سرطح محریط یکدیگر و ا فاصله مناسب از

مرایع از  میکرولیتر 21کشت جامد قرار داده شد و سس  

های اسرید لاکتیرک برر باکتریتهیه شده از  رویی کشت

منظور انتشار باکتریوسین ها قرار داده شد. بهروی دیسک

 1 مردتبه هرا از دیسک بر روی محریط کشرت، پلیرت

سرس  قرار گرفتند و  سلسیوسدرجه  4 دمای ساعت در

بعد شدند. گذاری گرمخانه سلسیوسدرجه  37 در دمای

برا  مایع رویی کشتباکتریایی آنتیفعالیت ساعت  12از 

قطر هاله مهار رشدی برا اسرتفاده از کرولی   یریگاندازه

 . شدتعیین 

 کاتالاز یمبا آنز رویی کشت عیما ماریت -

باکتریایی حاصرل از ضردمنظور خنتری کرردن اثرر به

مایع  ن تولید شده در طی فرایند تخمیر،روژپراکسید هید

برا آنرزیم بود شده  تنظیم 9آن روی   pHکه رویی کشت

ابتدا  .گردید ( تیمارSigma-Aldrich, Germany)کاتالاز 

طبق پروتکل  گرم از آنزیم پودری کاتالازیلیممقدار یک 

لیترررر برررافر یلیمدر یرررک  سرررازنده،سرررازی محلرررول

و محلرول آنزیمری ر حل شد مولامیلی 91پتاسیم فسفات
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مرایع های حاوی لیتر به تیوبیلیم 1/1حاصل به نسبت 

  مایع رویی کشت( افزوده گردید. pH=9با ) رویی کشت

 37 (GFL, Germny) مرارییک سراعت در برن مدتبه

دقیقه  11 مدتبه و سس   گردیدتیمار  سلسیوسدرجه 

 کاترالاز جوشانده شد ترا آنرزیم سلسیوسدرجه  111در 

 (.Hernandez et al., 2005) غیرفعال گرردد شده افزوده

تیمار شرده  مایع رویی کشتباکتریایی ضدفعالیت سس  

 .با روش انتشار از دیسک سنجیده شد

 تریپسین یمبا آنز مایع رویی کشت یمارت -

 باکتریاییضردمراده  پروتئینریماهیرت  دییتأمنظور به

 ،های اسرید لاکتیرکیموجود در مایع رویی کشت باکتر

مایع رویی کشت خنتری شرده و تیمرار شرده برا آنرزیم 

( Sigma-Aldrich, Germany)با آنزیم تریسسرین کاتالاز 

، تریسسینگرم از آنزیم یلیمتیمار گردید. ابتدا مقدار یک 

 میلری مرولار 11لیتر برافر فسرفات پتاسریم یلیمدر یک 

7pH=  1/1حل شد و محلول آنزیمی حاصل بره نسربت 

مرایع میکرولیتر  211های حاوی تیوبمیکرولیتر به یلیم

 مردتبه  مایع رویری کشرتافزوده گردید.  رویی کشت

تیمرار  سلسریوسدرجره  37یک سراعت در برن مراری 

درجرره  111دقیقرره در  11 مرردتبه گردیررد و سررس  

 شرده افرزوده تریسسرینجوشانده شد تا آنزیم  سلسیوس

. سررس  (Hernandez et al., 2005)غیرفعررال گررردد 

تیمرار شرده برا  مایع رویری کشرت باکتریاییضدفعالیت 

 روش انتشار از دیسک سنجیده شد.

 هایانگینم یساتو مقا یآمار یهتجز -

 برا هرانرمرال برودن داده یره آمراریاز انجام تجز قبل

 یمرورد بررسر یدگیو کشر یچولگ هایآماره از استفاده

صرورت هبر هراداده یآمرار یرهتجز یقرار گرفت و بررا

 آماری افزارنرم ازتصادفی  کاملاًفاکتوریل در قالب طرح 

MSTAT-C  بره روش  هرایرانگینم یسره. مقاشداستفاده

 درصرد 9دانکن در سرطح احتمرال  ایند دامنهآزمون چ

. (Alizadeh and Tarinejad, 2010) انجررام گرفررت

 شدند. یمترس Excel 2013 افزارنرم با هاگراف

 

 هایافته

هرای مختلرر تجزیه واریان  فاکتوریل اثرات سرویه

( برین 1) داد جدولاسید لاکتیک و پاتوژن نشان باکتری 

سرویه  × متقابرل پراتوژن ها و نیز اثربین سویه ،هاپاتوژن

با توجره  ،باشد. بنابرایندار میمعنی %1در سطح احتمال 

مقایسره میرانگین بررای متقابرل،  دار برودن اثرره معنریب

 جداگانرره انجررام گرفررت طوربررههررا از پرراتوژن هرکرردام

 .(7تا  1 هاینمودار)

 
 سویه باکتری اسید لاکتیک×تجزیه واریان  فاکتوریل پاتوژن -(1جدول )

 Fآماره  ریمقاد مربعات نیانگیم یآزاد درجه راتییتغ منابع

94/27 9 پاتوژن  28/331 ** 

75/9 11 کیلاکت دیاس یباکتر هیسو  12/28 ** 

27/3 99 هیسو×  پاتوژن  82/19 ** 

217/1 198 خطا   
 %1در سطح احتمال  داریمعنبه مفهوم  **
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 11حاصل از کشرت  ییرو یعما باکتریاییضد یتفعال

شاهد  یکلاکت یداس یهو دو سو یبوم یکلاکت یداس یهسو

 بیمراریص عامرل شراخ یبراکتر 7 یرهعل یخنتر pHبا 

نمرودار  صرورتبهکره قرار گرفت  یابیمورد ارز ییغذا

ترا  1هرای نمودار) نشان داده شده است مقایسه میانگین

، 20H ،Mهرای های بررسی شده سرویهاز میان سویه. (7

L.p ،28L ،27L 1 وEL بیشرررترین بازدارنررردگی را علیررره 

 و 3DL ،6E ،27Lهرای سرویه ،(1 نمودار) اینوکوا لیستریا

1EL  اسررتافیلوکوکوسبیشررترین بازدارنرردگی را علیرره 

 20H ،M ،27L ،6E ،15E هرایسویه، (2 نمودار) اورئوس

شکل ) یشیا کولایاشربازدارندگی را علیه  نیشتریب 2T و

 نیتررشیبر 2T و 20H ،L.p ،15Eهرای سویه .داشتند (3

، (4 نمررودار) نومونیرره کلبسرریلابازدارنرردگی را علیرره 

ترین بازدارندگی را علیره بیش 15E و 27L ،Mهای سویه

 هرایسرویه، (9 نمرودار) نشان دادند سرئوسباسیلوس 

20H ،M، 2T، 27L ،1EL ،28L، 2AE و L.p تررررین بررریش

و  (9 نمرودار) انتروکولیتیکرا یرسینیابازدارندگی را علیه 

بازدارنردگی را  نیتررشیبر 1EL و 28L ،15Eهرای سویه

. نتایج نشان داد داشتند( 7 نمودار) فلکسنری شیگلاعلیه 

 هرایهای شاخص و سرویهعلیه تمام سویه M سویه که

2T ،27L دارای اثرررر  اکتری شررراخصبررر علیررره شرررش

 لیستریا حاصررل نررد. بررا توجرره برره نتررایجبازدارنرردگی بو

 عنروانبره شریگلا فلکسرنری و یشیا کرولایاشر ،اینوکوا

 رسررینیای هررای شرراخصترررین سررویه و برراکتریحسرراس

تررین مقراوم عنوانبره سباسیلوس سرئوو ا کیتیانتروکول

سرویه  چنینهم داده شدند.های شاخص تشخیص سویه

E19  شریگلا  علیره مترریلیم 13/9با قطر هاله عدم رشد
 علیره مترریلیم 197/1 و با قطر هاله عدم رشد فلکسنری

تررین کرم تررین وترتیرب بریشبره یتیکاانتروکول رسینیای

فعالیت بازدارندگی مایع رویری  بازدارندگی را نشان داد.

های اسرید لاکتیرک برومی از کشت باکتری آمده دستبه

پروتئولیتیرک تریسسرین متوقرر  بعد از تیمرار برا آنرزیم

دهرد گردید. که ماهیت پروتئینی عامل فعال را نشان مری

 (.5شکل )

 

 

 

 

  تیکاسید لاک هیسو 12میانگین قطر هاله عدم رشد  سهیقام -(2) نمودار

 اورئوس استافیلوکوکوسشاخص  باکتری خنتی علیه pHدر 

  اسرید  هیسرو 12میرانگین قطرر هالره عردم رشرد  سهیقام -(1) نمودار      

 اینوکوا لیستریا شاخص باکتری خنتی علیه pHلاکتیک در 
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 اسرید لاکتیرک هیسو 21عدم رشد  میانگین قطر هاله سهیقام -(9)نمودار 

 یکاتیلوانتروک یرسینیا خنتی علیه pH در
 اسید لاکتیک هیسو 21عدم رشد  میانگین قطر هاله سهیقام -(9) نمودار        

 باسیلوس سرئوس خنتی علیه pH در

 

 

 

 pH در اسید لاکتیرک هیسو 21عدم رشد  میانگین قطر هاله سهیقام -(7) نمودار

 شیگلا فلکسنری خنتی علیه

 

 

 

 

  

    اسرید لاکتیرک هیسرو 12میانگین قطر هاله عدم رشد  سهیقام -(4) نمودار

 کلبسیلا پنومونیه شاخص باکتری ی علیهخنت pHدر 

  اسید لاکتیک هیسو 12میانگین قطر هاله عدم رشد  سهیقام -(3) نمودار

 اشرشیا کولای شاخص باکتری خنتی علیه pH در
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هرای گرزینش شرده علیره ی هاله عدم رشد مایع رویی سرویهبررس -(8)شکل 

شرده  یخنت مایع رویی باکتریاییضد یتفعالیابی ارز (الر و ب اینوکوا لیستریا

دهرد. دو مریرا نشران ا ینوکوا لیستریا یهعل شده ینشزگ یکلاکتید اسیه سو 11

 کنترل متبت.شاهد  L.p:و 28Lسویه 

 

یم شده برا آنرز یمارت رویی کشتمایع هاله عدم رشد  یبررس -(5) شکل

 .کنترل متبتشاهد  :28L یهسو .S. flexneriیه عل تریسسین

تنهرایی هرا برهکردام از سرویه گروهی اثر هر هایمقایسه

مرایع کره های گرم متبت و منفی نشران داد روی باکتری

 ریترأثها از نظر خنتی شده هر کدام از سویه رویی کشت

هرا گررم متبرت و ر باکتریبر روی قطر هاله عدم رشد د

دهنده این و نشان بودهیکسان  T2منفی به استتنای سویه 

ها از نظر قطرر عردم هالره رشرد موضوع است که سویه

های گرم متبت و گرم منفری یکسران عمرل روی باکتری

هرر رشرد عبارت دیگر توانستند . به(2جدول ) اندنموده

هرای ویژگی دو نوع باکتری را مهار نمایند و این یکی از

خوب سویه بومی جداسازی شرده از محصرولات لبنری 

ای با پتانسریل بسریار برالا سویه 2Tباشد. سویه بومی می

هرای گررم منفری نظیرر شریگلا، برای مهار رشد براکتری

 توان در نظر گرفت.، کلبسیلا و یرسینیا میکولاییا

 
 گرم متبت و منفی از نظر اندازه قطر هاله عدم رشد هایمقایسه گروهی در درون هر سویه بین باکتری -(2جدول )

 Mسویه  Nسویه  DL3سویه  15Eسویه  H20سویه  E6سویه  مقایسه گروهی

 5/3±431/1 15/3±998/1 78/3±415/1 29/4±125/1 91/3±753/1 48/3±19952 میانگین قطر عدم هاله رشد گرم +

 71/3±248/1 18/3±412/1 57/2±381/1 29/4±728/1 41/4±219/1 92/3±235/1 -میانگین قطر عدم هاله رشد گرم 

 t ns15/1- ns595/1- ns114/1- ns32/1 ns117/1 ns412/1آماره 

 EL1سویه  L27سویه  L28سویه  L.Pسویه  AE2سویه  T2سویه  مقایسه گروهی

 49985±37/1 83/4±393/1 99/4±44/1 15/4±314/1 9/3±19917 85/2±949/1 میانگین قطر عدم هاله رشد گرم +

 11/4±395/1 98/4±171/1 99/4±31/1 33/4±224/1 54/3±118/1 32/4±149/1 -میانگین قطر عدم هاله رشد گرم 

 t *494/2- ns848/1- ns35/1- ns189/1 ns414/1 ns123/1آماره 

ns ،* باشد.می %9دار در سطح احتمال دار و معنیمعنی به ترتیب به مفهوم غیر 
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 یریگهجینتو  بحث

خررواص دلیررل  در مررورد یاریبسرر یهرراهیفرضرر

 جملره آن ازکه ها مطرح است کیوتیپروب ییایباکترآنتی

 الیرتلیدر اپ ژهیو مناطقاتصال به  یرقابت براتوان به می

 یرقابرت بررا ه،رود یهاسلول یریکاهش نفوذپذه، رود

 کیرتحر، سرم یهرارنردهیگ بیتخریی، مواد غذاجذب 

: مواد مختلرر مهارکننرده از جملره دیتولی، منیا ستمیس

 یدپرر اکسر، یستیز یهاسورفکتانت دیتول ی،آل یهادیسا

های چررب اسریدو ی گنالیسر باتیترشح ترک ،دروژنیه

 اشاره کرردها نیوسیباکترزنجیره کوتاه، نیتریک اکسید و 

(Chen and Hoover, 2003; Van Reenen et al., 

2003; Liu et al., 2014) مرررواد. در میررران ایرررن 

هررا معیررار مهمرری در باکتریایی، تولیررد باکتریوسررینضررد

های پروبیوتیک در نظر گرفتره های باکتریانتخاب سویه

شرود. ها محسوب مریشده و یکی از صفات پروبیوتیک

های تحقیقات نشان داده تولید باکتریوسین توسط باکتری

های ها با باکتریپروبیوتیک بر توانایی رقابت پروبیوتیک

یر متبتری ترأثو در نهایت بر سلامتی میزبران خرود  روده

 پژوهش حاضردر . (Dobson et al., 2012) داشته است

برومی  وسانتروکوکر سرویه 9 و وسلاکتوباسیل سویه 9

اسررتاندارد سررویه  ،ماسررت شرریر وجداسررازی شررده از 

 IIaیوسررین گررروه کترولررد بام نتررارومپلا کتوباسرریلوسلا

(Liu et al., 2014)  کتوباسریلوسلا سرویه چنرینهمو 
تولیرد های بومی سویه یکی از عنوانبهکه  28L نتارومپلا

 بررودشناسررایی شررده  IIbباکتریوسررین گررروه کننررده 

(Gholamzadeh et al., 2017) شراهد  براکتری عنوانبه

هرای هریرک از براکتریمورد استفاده قرار گرفت. متبت 

الگروی مهرار رشرد متفراوتی علیره  برومی لاکتیک اسید

عامل مسمومیت غذایی نشان دادنرد. های شاخص سویه

طیر میزبانی  27L و M  ،2Tهاینتایج نشان داد که سویه

علیره تمرام  Mکره سرویه  بیرترت نیابه وسیعی داشتند،

علیره شرش  27L و 2Tهرای و سرویه های شراخصسویه

 چنرینهم .بودنردباکتری شاخص دارای اثر بازدارندگی 

  شرریگلا فلکسررنری، یشرریا کررولایاشر، اینوکوا لیستریا

 و ایکرتیلوانتروک یرسرینیا و هاترین سویهحساس عنوانبه

هررای ترررین سررویهمقرراومعنرروان برره باسرریلوس سرررئوس

 شدند.  شناختهشاخص 

توسررط سررایر ورت گرفترره بررر اسرراس مطالعررات صرر

ی شراخص گررم متبرت نسربت بره هرایباکترمحققین، 

رویری ی شراخص گررم منفری در برابرر مرایع هایباکتر

. مقاومرت باشرندمیتر حساس کیلاکت دیاسهای باکتری

ها دلیل ماهیت غشای سلولی آننفی بههای گرم مباکتری

غشرای خرارجی  . (Ivanova et al., 2000) باشردمری

 رقابرلیغهرا نسبت به باکتریوسین منفیهای گرم باکتری

از  معمررولاًکرره  (Garneau et al., 2002) نفرروذ اسررت

کنرد. ستیردها جلروگیری مریباکتریایی ایرن پضدفعالیت 

برخری  یجبرا نترا حاضرر یرقدر تحق آمده دستبه یجنتا

 ;Inanov et al., 2000) داشرت یرتمغرا محققرین وی

Garneau et al., 2002)یتحاضر حساسر یقتحق یج. نتا 

کلبسریلا  ،شیگلا فلکسرنری یگرم منف یهایباکتر یبالا

 یهرایبا براکتر سهیرا در مقا یشیا کولایاشرو پنومونیه 

 یرسرینیا یگررم منفر و باسریلوس سررئوسگررم متبرت 

 نشان داد.یکا تیلوانتروک

سویه اسید لاکتیک  11 ییباکتریاضدعامل متبت  ریتأث

متبرت  ریترأث چنرینهم های گرم متبت وبر روی باکتری

 شراخص برر روی براکتری 6E سویه باکتریاییضد عامل

کتری برر روی برا 20H سرویه، یشیا کولایاشر گرم منفی

، کلبسریلا پنومونیره و یشیا کولایاشر گرم منفیشاخص 
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 براکتری شراخص گررم منفری بر روی 27Lو 15E سویه

، شریگلا فلکسرنریو کلبسیلا پنومونیره ، یشیا کولایاشر

 براکتری شراخص گررم منفری برر روی Nو  3DL سویه

باکتری شاخص گرم  بر روی M سویه ،شیگلا فلکسنری

کلبسریلا  ،یکراتیلوانتروک ایرسرینی، یشیا کرولایاشر منفی

براکتری  برر روی 2T سویه، شیگلا فلکسنریو پنومونیه 

 یرسرررینیا ،ا کرررولاییشررریاشر شررراخص گررررم منفررری

 ربرر 2AE ،1ELسرویه ، کلبسریلا پنومونیره، یکراتیلوانتروک

، یکراتیلوانتروک یرسرینیا باکتری شاخص گرم منفری روی

 متبرررت بررراکتری ریترررأثمشرررابه ، شررریگلا فلکسرررنری

هرای برر روی براکتری Lp6SH نتارومپلا لوسکتوباسیلا

 ,.Marie et al) برود منفریگررم و  متبرتگرم شاخص 

ایرن در حررالی اسررت کره تحقیقررات نشرران داده  .(2012

هرای مختلرر باکتریوسینی نظیر نایسرین برر روی گونره

 طوربهکشی دارد. اما باسیلوس و کلستریدیوم اثر باکتری

 اسرت ریترأثیبرهای گررم منفری ص بر روی باکتریخا

(Tafreshi et al., 2010). همررراه مررواد برره نایسررین

هررای دیگررر در مررواد غررذایی ده و متابولیررتننررکتهلاشرر

نماید. فی را نیز مهار میهای گرم منخوبی رشد باکتریبه

 ریبا سا زینها توان امیدوار بود که این باکتریوسینلذا می

 های داشته باشد. ی بر تمام سویهشتریاثر ب هاهردل

 یبراکتر 39در  یوسرینباکتر یدتول ییتوانادر تحقیقی 

جدا شده از منابع مختلر را برا اسرتفاده از  یکلاکت یداس

ص شراخ یبراکتر 12آزمون انتشار از چاهرک در برابرر 

 یبازدارنرردگ یرررط هررایهسررو یررنکردنررد. ا یریگانرردازه

شراخص  هراییهاز سرو یاریرا در برابرر بسر یاگسترده

 ،سرالمونلا ،منوسرایتوژنز یستریال ،هکلبسیلا پنومونیمانند 

سررودوموناس  ،یشرریا کررولایاشر ،یلی سرروبت اسرریلوسب

نشران دادنرد کره ستافیلوکوکوس اورئوس ا و اینوزآئروژ

 باکتریاییضرد یربترک ینچند یدتول یلدلممکن است به

 یررراو  یررردروژنه یدپراکسررر ی،آلررر هاییدماننرررد اسررر

 ینهمربره .(Sifour et al., 2012) باشرد هرایوسینباکتر

کره اثررات  ییطعامرل بازدارنرده در شررا یرتفعال یلدل

 یبرر رو pH یمبا تنظ یآل یدهایاس یاحتمال یبازدارندگ

 یرنرفت مورد سنجش قرار گرفت کره در امی ینباز  9

  ، F12ارومنتررپلا ویهسرر 39از  یههفررت سررو یطشرررا

، (L. curvatus) کورواتررررروس یلوسلاکتوباسررررر

 کتوباسریلوسلا ،(L. gasseri) لاکتوباسریلوس گاسرری

 یطدر شرا( L. casei) س کازئیلاکتوباسیلو  ونتاروم پلا

 شرراخص هرراییهدر برابررر سررو یخنتررمررایع رویرری 

کلبسریلا  ،سوبتیلی  اسیلوسب ،استافیلوکوکوس اورئوس
نشان  یاز خود بازدارندگمنوسایتوژنز  یستریال وپنومونیه 

 بازدارنرردگی احتمررالی اثررراتدر شرررایطی کرره دادنررد. 

 از لیترریلیبر م گرمیلیم یک لازکاتا با یدروژنه یدپراکس

 یبازدارنردگ یرتفعال یکلاکت یدشش گونه اسبین رفت، 

اسررتافیلوکوکوس  برراکتریخررود را تنهررا در برابررر سرره 

منوسرایتوژنز  یسرتریالو  یلی سروبت اسریلوسب ،اورئوس
محلرول  یمراربعرد از ت در بررسری حاضرر حفظ کردند.

 یرتکامرل فعال یسرازیرفعرالغ یسسرینتر یمبا آنز ییرو

 یرتکره ماه (5شرکل ) یردمشراهده گردی باکتریرایآنتی

در تحقیقی با روش  .کندیم ییدعامل فعال را تأپروتئینی 

هرای اسرید دست آوردن باکتریانتشار از چاهک برای به

های گرم لاکتیک تولیدکننده باکتریوسین در برابر باکتری

 123متبت و گرم منفی استفاده گردید. مشخص شد کره 

هرای شراخص رابرر براکتریباکتری اسرید لاکتیرک در ب

مرایع کننرد. تولیرد مری باکتریاییمختلر پستیدهای ضرد

فعالیت آنتی میکروبری  هیسو 14خنتی شده  رویی کشت

و  کرولایای، لیستریا مونوسایتوجنز متمایزی را در برابر
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نشان دادند. بعد از تیمار برا کاترالاز  باسیلوس سوبتیلی 

را حفررظ باکتریایی خررود ضرردسررویه فعالیررت  14تمررام 

 14خنتری شرده ایرن  مایع رویی کشتکردند. زمانی که 

 ،، پسسرین و تریسسرین تیمرار شردندkسویه با پروتئینراز 

سویه یا کاهش یافت و یا حذف  8باکتریایی ضدفعالیت 

این در حالی اسرت کره نترایج  .(Liu et al., 2014) شد

هرای متفاوتی توسط برخی محققرین بررای باکتریوسرین

 ST 13BR لاکتوباسریلوس پلانتراروم ید شده توسرطتول

یسسررین، ثبررت شررده اسررت. مشرراهده کردنررد کرره تر

ثیری بر باکتریوسرین تولیرد کیموتریسسین و رنین هیچ تأ

شده توسط باکتری جدا شده از غلات سنتی بلغارسرتان 

 b14 لاکترری زیرگونرره  لاکتوباسرریلوس لاکترری  نظیررر

در تحقیررق  .(Todorov and Dicks, 2006) نداشررت

یرک نزیم کاتالاز آسویه بعد از تیمار با  11حاضر تمامی 

شریگلا حفرظ  فعالیت خود را علیه تریلیلیمگرم بر میلی

تیمار با کاتالاز ثابرت از بعد  ایییباکترضدت فعالی کردند.

دهنرده عردم ارتبرای ایرن خاصریت باقی ماند کره نشران

مایع رویی بازدارندگی با هیدروژن پراکساید احتمالی در 

برا  چنرینهم .باشردهای اسید لاکتیک مریباکتری کشت

شرد.  دییتأعامل بازدارنده  پروتئینیتیمار آنزیمی ماهیت 

عامل پروتئینی  و ماهیت باکتریاییضدت با توجه به فعالی

اسرید هرای سرویه کشت مایع روییبازدارنده موجود در 

بودن عامرل  یبیشتر باکتریوسین دییتأبرای  ،لاکتیک بومی

بررسری باکتریوسرین و  یسازخالص ،HPLC ،زدارندهبا

در تحقیقات آتی مورد بررسی قررار خواهرد سکان  آن 

ای هریرافتن سرویهبررای حاضرر اهمیت تحقیق گرفت. 

هررا و مررواد غررذایی وردهبررومی کرره در محافظررت از فرررآ

 .است پرواضح ،دارندسزایی بهتخمیری سنتی نقش 
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Abstract 

Identification of bacteriocin-producing lactic acid bacteria (LAB) has been noticeable by most 

researchers. Surveys showed that LAB bacteriocins have remarkable antagonistic effects against 

foodborne pathogens. Consequently, these bacteriocins could be used as natural preserving for foods. In 

this research, the antimicrobial effect of supernatants derived from 10 standard and native strain of LAB 

(previously isolated from raw milk and traditional yogurt) were evaluated against Listeria innocua, 

Bacillus cereus, Shigella flexneri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, and 

Klebsiella pneumonia. All treatments were conducted in three replicates and the mean values of the 

inhibition zone diameters were compared. Moreover, protein nature of the antibacterial agents was 

identified by trypsin treatment. According to the results, LAB showed a satisfactory antagonistic effect 

against indicator organisms. Among the LAB, 15E strain demonstrated the highest (6.03 mm) and lowest 

(0.167 mm) inhibitory impact on S. flexneri and Y. enterocolitica, respectively. It was revealed that E. 

coli and S. flexneri were identified as the most sensitive and B. cereus as the most resistant strain against 

native LAB bacteriocins. Trypsin treatment confirmed the protein nature of the antagonistic agents 

produced by the LAB. It was concluded that T2 native strain could be considered as the most effective 

strain versus gram-negative bacteria such as S. flexneri, E. coli, Y. enterocolitica, and K. pneumonia. 
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