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 چکیده 
گونه درون  تنوع  ارزیابی  مطالعه  این  از  زیتون    Lactobacillus plantarumسویه    10ای  هدف  شامل  مختلف  موادغذایی  از  جدا شده 

نتایج نشان داد   بود.  هاو همچنین مقایسه قابلیت پروبیوتیکی آن RAPD-PCRبه کمک روش    یر ترشتخمیری، پنیرکوزه، شیر شتر و خم

برای سویه پرایمر  باندی متفاوتی توسط سه نوع  الگوی  افزار  رسم شده توسط نرم ماتریس تشابه  برطبق  های مختلف به وجود آمد و  که 

NTSYS  جاکارد ضریب  اساس  طورکلی    ، بر  دو    10به  در  اصلیسویه  جانبی  7و    شاخه  گرفتند  زیرگروه  سویه    .قرار  و  KAO 17دو 

64KAO    از شده  یکسان  جدا  داشتند.  منشا  را  شباهت  بیشترین  تخمیری  سویهزیتون  پروبیوتیکی  ویژگی  این  بر   .L  های  علاوه 

plantarum  .نتایج تست ایمنی نشان داد که همه نژادهای مختلف   در سطح نژاد متفاوت ارزیابی شدL. plantarum بودند    همولتیک -، گاما

های جدا شده از  سویههای رایج متفاوت بود.  ها در برابر سایر آنتی بیوتیکبودند و مقاومت آن  مقاومدر برابر آنتی بیوتیک ونکومایسین  و  

درصد نمک    3/0  ر برابربیشترین مقاومت در برابر اسید برخوردار بودند. از سوی دیگر مقاومت د  ازKMC 45و    37KMCپنیر کوزه شامل  

بیشترین   KMM  5های جدا شده از زیتون تخمیری وجود ندارد و سویه  نشان داد که اختلاف معناداری از این نظر بین سویه  صفراوی

 .Eو گرم منفی    L. monocytogenesزای گرم مثبت  های بیماریمقاومت را داشت. به علاوه فعالیت ضدمیکروبی سویه ها در برابر باکتری

coli    45متفاوت بود و بیشترین فعالیت ضدباکتریایی به سویه KMCتوان هریک از  تعلق داشت. بنابراین با توجه به هدف مورد نظر می

   نمود.    پیشنهاد  یی و داروییغذا  صنایعدر    به عنوان کشت پروبیوتیکرا    L. plantarumهای  سویه

 .پروبیوتیک   های ویژگی ،  ای گونهدرون ، تنوع  L. plantarum  ،RAPD-PCR: کلید واژه ها

 مقدمه 

باکتریلاکتوباسیلوس گروه  در  جنس  بزرگترین  های  ها 

گونه باکتریایی را در   150اسیدلاکتیک هستند که بیش از  

جای می میکروارگانیسمدهند. لاکتوباسیلوسخود  هایی  ها 

میله غیراسپورزا،  میکروآئروفیل،  مثبت،  کوتاه   ایگرم 

میله یا  مرغی ای  خمیده  تخم  یا  و  معمولا    بلند  شکل، 

هستند. منفی  کاتالاز  و  اسید  به  مقاوم  این   غیرمتحرک، 

تغذیهباکتری نیازهای  پیچیدهها  از  ای  و  دارند  ای 

ها، اسیدهای آمینه،  های چرب، پپتیدها، اسیدکربوهیدرات

نوکلئیک به عنوان منبع کربن اسید  ها و مشتقات  ویتامین

  30-40ها در دامنه  بهینه رشد آن  کنند. دمایاستفاده می

ها بین  بهینه رشد آن pHگراد است. همچنین سانتی درجه

است.    2/6-5/5 محصولات لاکتوباسیلوسمتغیر  در  ها 

میوه شراب،  آبجو،  گوشت،  غلات،  ترشی  لبنی،  ها، 

سبزیجات، ساورکرات، خمیرترش، آب، خاک و فاضلاب به  

می یافت  آنفراوانی  همچنینشوند،  فلور   ها  از  بخشی 

طبیعی دهان، روده و واژن انسان و بسیاری از حیوانات را 

(. علاوه بر این  Winslow et al., 1917) دهندتشکیل می

ضد باکتریفعالیت  ضدکپکی  و  اسید  باکتریایی  های 

گونه جمله  از  مختلف  لاکتیک  به    Lactobacillusهای 

های  دلیل تولید ترکیبات ضدمیکروبی مختلفی مانند اسید

و   اکسید  دی  کربن  استیل،  دی  هیدروژن،  پراکسید  آلی، 

با   و  است  گزارش شده  متعددی  مطالعات  در  باکتریوسین 

mailto:shahrampour@gau.ac.ir
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به   زیستی  نگهدارنده  عنوان  بودن،  ایمن  ویژگی  به  توجه 

باکتری )  دادهها  این  است   ,.Hartmann et alشده 

 (. Garde et al., 2014؛  Blagojev et al., 2012؛2011

گونه از  لاکتوباسیلوسیکی  معروف  ها  های 

Lactobacillus plantarum  گونه که  چند است،  ای 

مختلفکار غذایی  مواد  در  و  بوده  یافت    بردی  فراوانی  به 

موثر  می تخمیر  فرایند  در  آغازگر  کشت  عنوان  به  و  شود 

(. کاربرد گسترده این  Di Cagno et al., 2010باشد )می

سازگاری   توانایی  که  است  ممکن  با گونه  آن  اکولوژی 

 .WCFS1 Lهای مختلف را نشان دهد. اندازه ژنوم محیط

plantarum Mb)  3/3  ،انسان بزاق  از  شده  جدا   )

های اسید  بزرگترین ژنومی است که تا به امروز در باکتری

توالی ) لاکتیک  است  شده   ,.Kleerebezem  et alیابی 

تخمی2003 قابلیت  به  احتمالا  ژنوم  اندازه  بودن  بزرگ  ر (. 

در  کربوهیدرات زندگی  امکان  و  کرده  کمک  مختلف  های 

میمحیط فراهم  گــونه  این  برای  را  مختلف  کند  های 

(Bringel et al., 2001  ژنوم نسبی  آنالیز  نژاد   20(. 

با    L. plantarumمختلف   متعدد  منابع  از  شده  جدا 

 .ها بوده استترکیب بازی متفاوت، نشان دهنده تکامل آن

بسیاری وجود  در   با  گرفته  انجام  اکولوژیک  مطالعات  از 

مولکولی   تایپینگ  این ،  L. plantarumمورد  به  علاقه 

به   گونه  این  تکاملی  سازگاری  درک  برای  ویژه  به  موضوع 

محیطی مختلف، هنوز هم بسیار زیاد    های زیستموقعیت

تمایز درون گونه ارزیابی  این،  بر  اولیه است. علاوه  ای گام 

انتخاب   برای  ویژگی کشتمهمی  زیرا  است.  آغازگر  -های 

های تکنولوژیکی، پروبیوتیکی و ضدمیکروبی عمدتا به نژاد  

.  (Di Cagno et al., 2010میکروارگانیسم وابسته است )

ویژگی از  گونه  یکی  مطلوب  قابلیت    L. plantarumهای 

می آن  پژوهشپروبیوتیک  در  که  متعددی  باشد  های 

ئو  و سازمان بهداشت ، فا2002در سال گزارش شده است. 

ها ارائه کردند که  جهانی  یک تعریف واحد برای پروبیوتیک

پروبیوتیک آن  میکروارگانیسمدر  را  و  ها  زنده  های 

زایی معرفی نمودند، که در صورت مصرف مداوم غیربیماری

( کافی  سلامت cfu/gr or ml610و  بر  مفیدی  اثرات   ،)

 (.FAO/WHO, 2002میزبان دارند)

وی فعالیت  بررسی  و  برابر شرایط گوارشی  در  مقاومت  ژگی 

جدایه موادغذایی  ضدمیکروبی  از  حاصل  لاکتیکی  های 

و  )احمدی  تخمیری  زیتون  شامل  مختلف  تخمیری 

)1395  همکاران، کیمچی   ،)Lee et al., 2016  هوره  ،)

(Vasiee et al., 2018 پنیرکوزه )محمودی (، شیرشتر و 

همکاران،   مهم1397و  جزء  که  انتخاب    ترین(  معیارهای 

میباکتری پروبیوتیک  نژادهای  های  که  داد  نشان  باشند، 

جدایه  L. plantarumمختلف   سایر  به  های  نسبت 

   لاکتیکی از بیشترین قابلیت پروبیوتیکی برخوردار بودند.

غذایی   محصول  یک  توسعه  برای  ضرورت  نخستین 

می مناسب  پروبیوتیک  سویه  انتخاب  باشد.  پروبیوتیک 

انبارمانی، زندهمزنده و  تولید  فرایند  مانی طی  انی در طول 

پتانسیل ایجاد اثرات ایمن بودن و    ،عبور از دستگاه گوارش

معیارهای  سلامتی جمله  از  کننده  مصرف  فرد  بر  بخش 

سویه انتخاب  )اصلی  است  پروبیوتیک   Tambekarهای 

and Bhutada, 2010  .)گونه از  باکتریایی  بسیاری  های 

با جنس  قابلیت    پروبیوتیک  به  مطلوب  تکنولوژیکی 

لاکتوباسیلوس اختصاص دارد زیرا مقاومت بیشتری نسبت به  

 ( دارند   Lee and  ؛ Mättö et al, 2006 بیفیدوباکترها 

salminen, 2009.)    شده انجام  تحقیقات  بقای  براساس 

تولید  باکتری و  فراوری  طی  در  مضر  عوامل  برابر  در  ها 

و نژاد  و  گونه  نوع  به  )محصول  است   Tamime etابسته 

al., 2005  .)  نژادی تنوع  بررسی  پژوهش  این  از  هدف 

جدا شده از موادغذایی    L. plantarumهای مختلف  سویه

روش  مختلف   ویژگی  RAPD-PCRبه  مقایسه  های  و 

    .ستا هاپروبیوتیک آن

 کار  روش

 ها سازی باکتریفعال

قبلا که     plantarum  Lactobacillus  سویه  10

ناحیه    شناسایی براساس  آنها  انجام    16srRNAمولکولی 

در   آنها  توالی  و  بود،    NCBIگرفته  شده  بانک  تایید  از 
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و   کشاورزی  علوم  دانشگاه  غذایی  صنایع  گروه  میکروبی 

ابتدا کشت ذخیره هریک از    شد. منابع طبیعی گرگان تهیه  

در گراد  درجه سانتی  -20پس از خروج از فریزر  ها  باکتری

کشت  لیتر  میلی   10 در  MRS محیط  و  شد  تلقیح  مایع 

گرمخانه  48به مدت    گراددرجه سانتی  37دمای   -ساعت 

گذاری گردید. پس از ایجاد کدورت در محیط کشت، عمل  

ها در  فوق یکبار دیگر تکرار گردید تا از فعال شدن باکتری

بعد،   مرحله  در  شود.  حاصل  اطمینان  مایع    100محیط 

کشت از  هریک  از  روی هامیکرولیتر  بر  باکتریایی  مایع  ی 

داده شد و مجدد به   خطیآگار کشت    MRSمحیط کشت  

ظاهر    24مدت   از  پس  گرفت.  قرار  گرمخانه  در  ساعت 

پرگنه منظور  شدن  به  کشت،  محیط  سطح  در  تایید  ها 

آزمون  باکتریایی  کشت  آلودگی  عدم  و  رنگ    های  خلوص 

 ,.Lee et al)ها انجام گرفت  گرم و کاتالاز بر روی آن آمیزی 

2016.) 

 1NCBIجدا شده از مواد غذایی مختلف و نژادهای مشابه در پایگاه    L. plantarumهای مختلف  سویه  -1جدول  

 منشاء  کد سویه 
شماره دسترسی نژاد  

 NCBI مشابه در پایگاه  
 تشابه   درصد  NCBIنام نژاد مشابه در پایگاه  

17  KAO زیتون تخمیری KX 261527.1 
Lactobacillus plantarum subsp. 

plantarum strain W2 
97 

80  KAO زیتون تخمیری KR 055065.1 
Lactobacillus plantarum strain 

CSCWL 7-3 
98 

21  KAO زیتون تخمیری LT 593850.1 
Lactobacillus plantarum partial 16S 

rRNA gene 
97 

41  KAO زیتون تخمیری KM 513642.1 
Lactobacillus plantarum strain CSI 

7 
97 

64  KAO زیتون تخمیری NR 112690.1 
Lactobacillus plantarum strain 

NBRC 15891 
97 

45   KMC  پنیر کوزه KM 495883.1 
Lactobacillus plantarum strain gp 

57 
98 

61   KMC  پنیر کوزه KM 495875.1 
Lactobacillus plantarum strain gp 

46 
97 

37   KMC  پنیر کوزه EU 419598.1 
Lactobacillus plantarum strain 

KLDS 610.1 
97 

5   KMM  شیر شتر KM 495894.1 
Lactobacillus plantarum strain 

gp106 
97 

10  KES  خمیر ترش NR 104573.1 
Lactobacillus plantarum strain 

CIP 103151 
98 

 ( 2010)دی کانگو و همکاران،  PCR- RAPDهای مورد استفاده در آزمون  پرایمر  -2جدول  

 (C°)دمای ذوب   CGدرصد   توالی  پرایمر 

M13 GAGGGTGGCGGTTCT 6/66 6/51 

P7 AGCAGCGTCG 70 34 

P4 CCGCAGCGTT 70 34 

 

 
1. National Center for Biotechnology Information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251493?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JKTJM8NN015
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 های این پژوهش مربوط به پرایمرPCR- RAPDشرایط دمایی برای واکنش    -3جدول  

 تعداد تکرار هر مرحله  (C°دما ) مدت زمان  نام مرحله  مرحله  پرایمر 

M13  1 94 دقیقه   2 واسرشتی اولیه  اول 

  94 دقیقه   1 واسرشتی   

 35 42 نیهثا  45 اتصال  دوم  

  72 دقیقه   2 طویل شدن   

 1 72 دقیقه   5 طویل شدن نهایی سوم  

P4    وP7  1 94 دقیقه   4 واسرشتی اولیه  اول 

  94 دقیقه   1 واسرشتی   

 30 30 دقیقه   1 اتصال  دوم  

  72 دقیقه   2 طویل شدن   

 1 72 دقیقه   5 طویل شدن نهایی سوم  

سویه نژادی  تنوع  کمک   L. plantarumهای  بررسی  به 

 PCR-RAPD 2تکنیک 

 L. plantarumاز نژادهای مختلف  DNAاستخراج 

باکتری  DNAاستخراج   از  هریک  کیت  از  کمک  به  ها 

دستورالعمل  براساس  )ایران(،  آسیا  زیست  دنا  تجاری 

 شرکت سازنده انجام گرفت. 

PCR-RAPD 

سویه   RAPD-PCR هایواکنش هر   .Lبرای 

plantarum  به کمک سه پرایمر  M13  ،P7  وP4    جدول(

( در سه واکنش مجزا به صورت زیر در ترموسایکلر انجام  2

 گرفت.  

نهایی    PCRواکنش   حجم  شامل    20در    10میکرولیتر 

میکرولیتر پرایمر با غلظت   2میکرولیتر مستر میکس قرمز، 

و    6مول،  پیکو  10 مولکولی  دیونیزه  آب    2میکرولیتر 

هر سری واکنش  الگو انجام گرفت. در    DNAمیکرولیتر از  

به جای   مولکولی  دیونیزه  آب مقطر  از  به    DNAنیز  الگو 

اجزای  اختلاط  از  پس  شد.  استفاده  منفی  کنترل  عنوان 

میکروتیوپ   در  تصادفی  میلی  2/0واکنش  تکثیر  لیتری 

دمایی    DNAقطعات   برنامه  به  توجه  با  پرایمر  هر  توسط 

صورت گرفت. لازم به ذکر است که در    3مندرج در جدول  

 
2. Randomly Amplified Polymorphic DNA-Polymerase 

Chain Reaction 

کلکسیونی   سویه  یک  از  آزمون   Lactobacillusاین 

plantarum (PTCC 1745)    با جنس و گونه تایید شده

محصولات  اولیه  بررسی  شد.  استفاده  مرجع  عنوان  به 

RAPD-PCR    آگارز ژل  روی  بر  الکتروفورز   5/1توسط 

ولتاژ   در  زمان    100درصد  و  و    2ولت  شد  انجام  ساعت 

در دستگاه ژل داک    UVر  های تشکیل شده در زیر نوباند 

باندی   الگوی  براساس  سپس  گرفتند.  قرار  مشاهده  مورد 

تشکیل شده )حضور یا غیاب باند( ماتریس دو گانه صفر یا  

یک برای هر سویه در مورد هر پرایمر ایجاد شد. در نهایت  

های مورد آزمون با ادغام سه سری پروفایل  دندوگرام سویه

RAPD-PCR  نرم ( 2/2)نسخه    NTSYSافزار  توسط 

 (.Di Cagno et al., 2010ترسیم شد )

ویژگی مختلف  بررسی  نژادهای  پروبیوتیک   .Lهای 

plantarum 
 ارزیابی فعالیت همولتیک 

، L. plantarumبه منظور ارزیابی ایمنی نژادهای مختلف  

آن همولیتیک  روی  فعالیت  بر  خطی  کشت  از  پس  ها 

دفیبرینه درصد خون    5محیط کشت آگار خون دار حاوی  

مدت   به  گذاری  گرمخانه  و  دمای    48گوسفند  در  ساعت 

سانتی  37 گرفت.درجه  قرار  بررسی  مورد  فعالیت    گراد 

، هاله نسبتا  ها براساس تشکیل هاله شفافهمولتیک سویه

به به ترتیب  ها  سبز و یا عدم تشکیل هاله در اطراف کلنی
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بتا آلفا -عنوان  گاما -همولیزین،  و   همولیزین-همولیزین 

باکتری از  آزمون  این  در  گردید.   PTCC)های  مشخص 

1399  Escherichia coli )    و(PTCC 1431 )  

Staphylococcus aureus    به عنوان کنترل مثبت به

برای   همولیزین استفاده شد  -بتا  همولیزین و -آلفا ترتیب 

(Taheur et al., 2016) . 

 های رایجبیوتیکدر برابرآنتی ارزیابی مقاومت

نژا مختلف  مقاومت  برابر    L. plantarumدهای   10در 

پنیآنتی شامل  رایج  جنتامایسین،  بیوتیک  سیلین، 

آمپی کانامایسین،  ونکومایسین،  استرپتومایسین،  سیلین، 

کلیندامایسین  و  تتراسایکلین  اریترومایسین،  کلرامفنیکل، 

بدین   گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  دیسک  از  انتشار  روش  به 

ابتدا   لیتر از کشت فعال یک شبه هریک میکرو  50منظور 

مختلف   نژادهای  پلیت  L. plantarumاز  سطح  های  در 

به کمک سوآپ   MRSحاوی محیط کشت   و  تلقیح  آگار 

-سپس دیسک  استریل به صورت سطحی کشت داده شد. 

آنتی و  بیوتیک  های  گرفتند  قرار  کشت  محیط  سطح  در 

اد  گر درجه سانتی   37ساعت به گرمخانه    24ها به مدت  پلیت 

شدند. رشد    منتقل  عدم  هاله  قطر  مذکور  زمان  پایان  در 

خط توسط  دیسک  هر  اطراف  در  شده  اندازهایجاد  -کش 

میلی برحسب  و  مقاومت  گیری  گردید. سپس  گزارش  متر 

با توجه به قطر هاله عدم    L. plantarumنژادهای مختلف  

  19تا    15متر،  میلی   14رشد تشکیل شده کمتر یا مساوی  

بمیلی و  از  متر  صورت میلی  20یشتر  به  ترتیب  به  متر 

تعیین شد و حساس  نسبی   Turchi et) مقاوم، حساس 

al., 2013.) 

 اسیدیارزیابی مقاومت به شرایط 

نژادهای   از  هریک  شبه  یک  کشت  ابتدا  منظور  بدین 

 g4000دقیقه با دور    15به مدت    L. plantarumمختلف  

یخته شد و تحت سانتریفوژ قرار گرفت. سپس روماند دور ر

رسوب باکتریایی حاصل پس از دوبار شستشو با محلول از  

( استریل  فیزیولوژی  یک    5/8سرم  در  سدیم  کلرید  گرم 

مقطر(   آب  مک  لیتر  نیم  معادل  غلظت  با  سوسپانسیونی 

مایع    MRSبه محیط کشت  وتهیه  (mlcfu/ 810 )فارلند  

  3و    2نرمال معادل    5آن توسط اسید کلریدریک    pHکه  

ساعت در دمای   3شده بود، اضافه گردید و به مدت  تنظیم

های زنده  گراد قرار گرفت. شمارش باکتریدرجه سانتی 37

از   ساعت به روش کشت آمیخته    3در لحظه صفر و پس 

از     MRSدر محیط کشت آگار انجام شد. مقاومت هریک 

با   L. plantarumهای  سویه اسیدی  شرایط  برابر  در 

 (. Lee et al., 2016محاسبه گردید ) زیراستفاده از رابطه 

                                 100 × (N1/ N0) = )%( نرخ بقا

1Nباکتری کل  تعداد  در  =  قرارگیری  از  بعد  زنده  های 

های  = تعداد کل باکتری0N(،  log cfu/mlشرایط اسیدی )

 ( log cfu/mlزنده قبل از قرارگیری در شرایط اسیدی )

 ه نمک صفراویارزیابی مقاومت ب

سویه مقاومت  ارزیابی  منظور  در    L. plantarumهای  به 

-برابر نمک صفراوی نیز، ابتدا کشت یک شبه هریک از آن

تحت سانتریفوژ قرار    g  4000دقیقه با دور    15ها به مدت  

رسوب باکتریایی  از  گرفت. سپس روماند دور ریخته شد و  

فیزیول  سرم  محلول  با  شستشو  دوبار  از  پس  وژی  حاصل 

نیم مک فارلند    استریل  ) سوسپانسیونی با غلظت معادل 

cfu/ml 810)  به محیط کشت  تهیه وMRS   حاوی  مایع

درصد نمک صفراوی مشابه شرایط روده، تلقیح گردید    3/0

مدت   به  دمای    4و  در  سانتی  37ساعت  قرار درجه  گراد 

  4پس از های زنده در لحظه صفر و  گرفت. شمارش باکتری

آگار    MRSش کشت آمیخته در محیط کشت ساعت به رو 

در    L. plantarum  هایانجام شد. مقاومت هریک از سویه 

محاسبه گردید    زیر مجاورت نمک صفراوی با استفاده از رابطه  

(Lee et al., 2016). 

  100 ×(N1/ N0) = )%( نرخ بقا

1Nباکتری کل  تعداد  در  =  قرارگیری  از  بعد  زنده  های 

( صفراوی  نمک  کل   cfu/ml log)  ،0Nمعرض  تعداد   =

نمک  باکتری معرض  در  قرارگیری  از  قبل  زنده  های 

 ( log cfu/mlصفراوی )

 به روش میکرودایلوشن فعالیت ضدباکتریایی ارزیابی 
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و حداقل    3( MICبه منظور تعیین حداقل غلظت بازداری )

( کشندگی  از   MBC )4غلظت  هریک  سلول  فاقد  روماند 

آزم  L. plantarumهای  سویه میکرودایلوشن از  ون 

ابتدا   شد.  مولر   180استفاده  کشت  محیط  از  میکرولیتر 

حاوی مایع  فیلتر  درصد  هینتون  روماند  از  مختلف  های 

( همراه    10-100شده  به  از   20درصد(  میکرولیتر 

بیماری  باکتری  معادل  سوسپانسیون  غلظتی  با    cfu/mlزا 
خانه    96های موجود در میکروپلیت  به چاهک  5/1×  510

شامل  اض مثبت  کنترل  شد.  محیط    180افه  میکرولیتر 

میکرولیتر از سوسپانسیون   20کشت مولر هینتون مایع و  

تنها شامل محیط کشت  باکتری بیماری زا و کنترل منفی 

های مختلف از روماند فیلتر  درصد  مولر هینتون مایع حاوی

مدت   به  میکروپلیت  بود.  دمای    24شده  در    37ساعت 

سانتی زمان  گرمخانهگراد  درجه  پایان  در  شد.  گذاری 

توسط   چاهک  هر  در  شده  ایجاد  کدورت  میزان  مذکور 

موج   طول  در  ریدر  الایزا  ارزیابی    630دستگاه  نانومتر 

صورت  به  که  روماند  از  غلظت  کمترین  گردید. 

به  باکتری و کدورتی در آن دیده نشد  ماکروسکوپی رشد 

گرفته   نظر  در  بازدارندگی  غلظت  حداقل  شد.  عنوان 

کشندگی غلظت  حداقل  تعیین  منظور  به  از   همچنین 

و   بازدارندگی  غلظت  عنوان حداقل  به  تعیین شده  چاهک 

میزان  غلظت آن  بالاتر  روی محیط   10های  بر  میکرولیتر 

گذاری گردید. کمترین غلظتی از روماند  لکه  MHAکشت  

هیچ مشاهده  که  جامد  محیط کشت  روی  بر  رشدی  گونه 

عنوا به  نیز  نظر  نگردید  در  کشندگی  غلظت  حداقل  ن 

  (. Taheur et al., 2016گرفته شد)

 آنالیز آماری 

آزمون تمامی  پژوهش  این  شددر  انجام  تکرار  سه  در    .ها 

داده آماری  تحلیل  تجزیه  و  کاملا  آنالیز  طرح  طریق  از  ها 

نرم از  استفاده  با  صورت   23نسخه  SPSS افزار  تصادفی 

میانگین مقایسه  ازگرفت. جهت  آزمون دانکن در سطح    ها 

درصد استفاده شد و نمودارها به کمک نرم افزار    95اطمینان  

 
3. Minimum Inhibition Concentration 

4. Minimum Bactericidal Concentration 

Microsoft Office Excel  رسم شدند.  2013نسخه 

 نتایج 

   L. plantarum های مختلفتنوع نژادی سویه 

مورد بررسی گرم مثبت    L. plantarumهای  تمامی سویه

منظ به  سپس  شدند.  داده  تشخیص  منفی  کاتالاز  ور و 

گونه درون  تنوع  سویهبررسی  این  آغازگر ای  سه  از  ها 

آزمون    P4و    M13  ،P7تصادفی     RAPD-PCRدر 

آغازگر همه  از  حاصل  باندی  الگوی  شد.  باند استفاده  -ها 

محدوده   در  در    3000تا    bp  100هایی  نمود.  ایجاد 

باند قابل کدگذاری ایجاد کردند    41ها  مجموع این آغازگر

تعداد   این  از  چند  35که  و   باند  اختصاصی    6شکلی  باند 

باندهای چند شکلی ایجاد شده توسط این سه   بود. تعداد 

ها باند اختصاصی  آغازگر مساوی بود. همچنین همه آغازگر

به   شده  ایجاد  اختصاصی  باند  بیشترین  و  کردند  تولید 

آغازگر  P7آغازگر   این  بر  علاوه  داشت.  هیچ  اختصاص  ها 

س بین  در  را  مشترکی  ایجاد  ویهباند  مطالعه  مورد  های 

تعداد باندهای اختصاصی،  (. از سویی دیگر  1نکردند )شکل  

در میان  ها  مشترک و چندشکلی ایجاد شده توسط آغازگر

مختلف  نژادهای  مانند  یکسان  منشاء  با  مختلفی  نژادهای 

و زیتون تخمیری    2،  5و    15  به ترتیب  حاصل از پنیرکوزه

این    22و    10،  0به   بود.  نشانباند  تنوع  ارقام  دهنده 

باشد. در این پژوهش جهت  ها میژنتیکی بالادر بین جدایه

ها و رسم دندروگرام از بررسی تنوع ژنتیکی در بین جدایه

بدین منظور   ( استفاده شد.02/2)نسخه  NTSYSافزار نرم

( باند  اساس مشاهده  بر  و یک  ماتریس صفر  یا  1ابتدا  و   )

( باندها  مشاهده  ت0عدم  در  الکتروفورز (  از  حاصل  صاویر 

از ضرایب تطابق ساده، جاکارد و دایس و   تهیه شد. سپس

کلینک  روش  گروه5همچنین  جفت  نامتوازن ،  و    6های 

به  7اسلینک  برای  ترتیب  تشابه به  ضرایب  آوردن  دست 

دندروگرام  8ژنتیکی شد.  استفاده  دندروگرام  رسم   هایو 

 
5. Complete 

6. Unweighted pair group method using artithmetic 

average (UPGMA) 

7. Single linkage method 

8. Simple Matching coefficient: (SM) 
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مقدار ضریب   متفاوتی به دست آمد و در نهایت با توجه به

( بالاتر  کوفنتیک  جاکارد  r=83/0همبستگی  ضریب   ،)

-جهت بررسی میزان شباهت و روش کلینک جهت گروه

گردید.   انتخاب  شباهت  ماتریس  از  استفاده  با  افراد  بندی 

و     64KAO( دو جدایه  2براساس ماتریس تشابه )شکل  

17KAO     نشان یکدیگر  با  را  ژنتیکی  تشابه  بیشترین 

ندروگرام حاصل از روش کلنیک در یک گروه  دادند و در د

با کمترین فاصله قرار گرفتند. این شباهت احتمالا به دلیل  

این  تخمیری(  )زیتون  جداسازی  منبع  بودن  یکسان 

میجدایه جدایه  ها  این  بر  علاوه     37KMCباشد. 

در   بود.  استاندارد کلکسیونی  باکتری  به  نزدیکترین جدایه 

براگروه شده  ایجاد  شاخه  بندی  دو  کلینک  روش  ساس 

زیرگروه    5به    Aوجود داشت. شاخه اصلی    Bو    Aاصلی  

تخمیری)  8شامل   زیتون  از  شده  جدا  پنیر 2سویه   ،)

)3کوزه) خمیرترش  شتر)1(،  شیر  استاندارد   (1(،  سویه  و 

سویه   3زیرگروه شامل    2به    Bکلکسیونی و شاخه اصلی  

کلی این  جدا شده از زیتون تخمیری تقسیم شدند. به طور  

سویه میان  در  ژنتیکی  تنوع  از  حاکی   .Lهای  نتایج 

plantarum  .جدا شده از موادغذایی مختلف بود 

 
بر روی ژل آگارز پس از الکتروفورز.    P4ایجاد شده در حضور آغازگر    L. plantarumنژادهای مختلف    RAPD-PCRالگوی    -1شکل  

 .Lجدایه مختلف    10: الگوی حاصل از  12تا    3مرجع. ردیف    L. plantarumیه  : الگوی حاصل از سو2: کنترل منفی. ردیف  1)ردیف  

plantarum    نشانگر مولکولی  13مورد بررسی در این مطالعه. ردیف :kb1 ) 

 
 P7و    M13  ،P4توسط آغازگرهای    L. plantarumنژادهای مختلف    RAPD-PCRدندوگرام حاصل از ترکیب الگوهای    -2شکل  

 L. plantarum  دهای مختلف فعالیت همولتیک نژا

های مورد آزمون پس از در مطالعه حاضر هیچ یک از سویه

دار فعالیت همولتیکی نشان کشت خون رشد بر روی محیط  

مختلف   نژادهای  همه  واقع  در  ، L. plantarumندادند. 

 13 12  11  10   9   8     7     6   5    4   3    2    1  
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سلول  همولتیک-گاما و  هیدرولیز بودند  را  خونی  های 

کلنی اطراف  در  بنابراین  بانکردند،  هالههای  ای  کتریایی 

 مشاهده نشد.  

مختلف   نژادهای  برابرآنتی  L. plantarumمقاومت  -در 

 های رایجبیوتیک

  L. plantarumهای  نتایج حاصل از ارزیابی مقاومت سویه

آنتی  ده  برابر  نموددر  مشخص  رایج،  همه    که  بیوتیک 

مختلف   برابر    L. plantarumنژادهای  در  مطالعه  مورد 

ونکوماآنتی همه بیوتیک  این  بر  علاوه  بودند.  مقاوم  یسین 

در برابر     5KMMو     64KAOها به جز دو جدایه  جدایه

های استرپتومایسین و کانامایسین نیز مقاومت  بیوتیکآنتی

بیوتیک   آنتی  برابر  در  مقاوم  جدایه  تنها  دادند.  نشان 

جدایه   نیز  دیگر    37KMCکلیندامایسین  سویی  از  بود. 

مختلف   نژادهای  آنتی   L. plantarumرفتار  برابر  در 

نژادهای مختلف  بود. تمامی  بیوتیک جنتامایسین متفاوت 

L. plantarum  مهارکننده برابر  پروتئین در  سنتز    های 

کلیندامایسین(  کلرامفنیکل،  اریترومایسین،  )تتراسایکلین، 

مهارکننده )آمپیو  سلولی  دیواره  سنتز  و  های  سیلین 

 سیلین( مشابه بود.  پنی

یا مقاومت چندگانه در برابر    MARمطالعه شاخص    در این

سویهبیوتیکآنتی کلیه  برای  محاسبه  ها  آزمون  مورد  های 

بیوتیک آنتی  تعداد  نسبت  براساس  شاخص  این  -گردید. 

به کل    هایی که سویه است  مقاوم  آن ها  به  بررسی  مورد 

آنتی  میبیوتیکتعداد  محاسبه  آزمون  مورد  شود.  های 

از    50برای    MARشاخص   مختلف  درصد   .Lنژادهای 

plantarum  ،4 /0    .شد جدایه  محاسبه  دو  این  بر  علاوه 

64KAO   5وKMM     کمترین شاخص MAR  (1/0  )با 

 ها نشان دادند.  بیوتیکبیشترین حساسیت را در برابر آنتی

 L. plantarumبیوتیک نژادهای مختلف  مقاومت به آنتی  -4جدول  

 .L  کد نژادهای مختلف 

plantarum 

 شاخص  بیوتیکآنتی

MAR GM AM S V K TE CC C P E 

17KAO M S R R R S S S S S 3/0 

80KAO  R S R R R S S S S S 4/0 

21KAO R S R R R S S S S S 4/0 

41KAO R S R R R S S S S S 4/0 

64KAO   S S S R S S S S S S 1/0 

45 KMC R S R R R S S S S S 4/0 

61KMC S M R R R S S S M S 3/0 

37KMC M S R R R S R S M S 4/0 

5KMM S S S R S S S S S S 1/0 

10KES M S R R R S S S S S 3/0 

TE* ( 30= تتراسایکلینµg  ،)E( 15= اریترومایسین µg  ،)P( 10= پنی سیلین µg  ،)C ( 30= کلرامفنیکـــل µg  ،)CC  کلـیندامایسین =

(2 µg  ،)K( کانامایسین   =30µg  ،)Vون  =( )30µg  ،)Sکومایسین  استرپتومایسین   =10 µg  ،)AM( سیلین  آمپی   =10 µg  ،)GM =

 = مقاوم. R= نیمه حساس،  M= حساس،  S  ** (.µg 10جنتامایسین )

 مقاومت در شرایط اسیدی  

مانی  ( بر سطح زنده3و    2پایین )  pHدر این مطالعه تاثیر  

جدا شده از موادغذایی مختلف   L. plantarumسویه    10

بر طبق  مور نژادهای    3شکل  د بررسی قرار گرفت.  تمامی 

بررسی   را   توانستند  L. plantarumمورد  اسیدی  شرایط 

دو   هر  در  و  کنند  آزمون    pHتحمل  زنده    3و    2مورد 

زندهبمانند.   طیف  مجموع  سویهدر   .L های  مانی 

plantarum  در ترتیب  -68/77بین    3و    2های    pHبه 
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ب  23/90-38/111و    12/41  KMC  45جدایه  ود.  درصد 

این  داد.  نشان  خود  از  اسید  برابر  در  را  مقاومت  بیشترین 

مانی  درصد زنده 68/77به میزان  =pH 2سویه توانست در 

تنها   و  باشد  نشان    64/1داشته  کاهش  لگاریتمی  سیکل 

محیط کشت  مورد مطالعه در    هایعلاوه بر این سویه داد.  

اومت بیشتری  از مق=pH 2در مقایسه    =pH  3دارای  مایع  

برخوردار بودند و در برخی از موارد مانند نژادهای مختلف  

80KAO  ،45  KMC  37  وKMC    تنها نه  جمعیت 

 کاهش نیافت بلکه افزایش نشان داد.  

 
 (  =3pHو2شرایط اسیدی )  در  L. plantarumزنده مانی سویه های مختلف    -3شکل  

 مقاومت در برابر نمک صفراوی 

آزمو  به  مربوط  سویه نتایج  مقاومت   .Lمختلف    های ن 

plantarum  پژوهش حضور    این  نمک    3/0در  درصد 

در   می  4شکل  صفراوی  زنده مشاهده  درصد  مانی  شود. 

سویه از  تمامی  بیش  شد.    97ها  محاسبه  بیشترین درصد 

سویهزنده به  ترتیب  به    KMC45و    KMM5های  مانی 

داشت.   سویهتعلق  تمامی  این  بر  جزء  علاوه  به    61ها 

KMC    37و  KMC    حاوی محیط  نمک   3/0به  درصد 

صفراوی نه تنها مقاوم بودند بلکه توانایی رشد تقریبا برابر  

شاهد   نمونه  صفراوی) با  نمک  بنابراین    (فاقد  داشتند،  را 

توانند در روده کوچک زنده بمانند و  ها بخوبی میاین گونه

 فعالیت کنند.  
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 درصد نمک صفراوی   3/0حضور    در  L. plantarumه مانی سویه های مختلف  زند   -4شکل  

 L. plantarumنژادهای مختلف فعالیت ضدباکتریایی  

شاخص   باکتری  دو  رشد  از  بازداری  به  مربوط  نتایج 

درصدبیماری حضور  در  شده  زا  فیلتر  روماند  مختلف  های 

نژادهای   از  هریک  از  روش   L. plantarumحاصل  در 

جدولمیکرودا در  نیز  می  5  یلوشن  طیف  مشاهده  گردد. 

( بازداری  غلظت  فاقد  %MICحداقل  شده  فیلتر  روماند   )
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نژادهای    .Lعلیه    L. plantarumسلول 

monocytogenes    وE. coli  ،80-20    در بود.  درصد 

( کشندگی  غلظت  حداقل  طیف  که  (  %MBCحالی 

باکتری مذکور  روماند  علیه دو  فیلتر شده    30-100<های 

گردد، در اغلب موارد  د بود. همان طور که مشاهده میدرص

روماند بازداری  غلظت  حداقل  از درصد  شده  فیلتر  های 

ها کمتر است. علاوه بر  درصد حداقل غلظت کشندگی آن

ها بیش  این درصد حداقل غلظت کشندگی برخی از سویه

از کم بودن  100<درصد )   100از   تعیین شد، که نشان   )

ها دارد  یکروبی موجود در این روماندغلظت ترکیبات ضدم

روماند این  تغلیظ  بخشی  اثر  بهبود  برای  میو  توصیه  -ها 

 .Lهای مختلف  گردد. اختلاف مشاهده شده در میان سویه

plantarumباشد.ها می ، به دلیل تفاوت نژاد آن   

در روش    L. plantarumهای  ول جدایهحداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی روماند فیلترشده فاقد سل  -5جدول  

 میکرودایلوشن 

 L. monocytogenes E. coli سویه میکروبی 
MIC(%) MBC(%) MIC(%) MBC(%) 

17KAO 80 100<  80 100<  

80KAO  40 100<  40 100<  

21KAO 30 70 30 90 

41KAO 30 70 40 100<  

64KAO  30 50 30 80 

45 KMC 20 30 20 30 

61KMC 40 100<  40 100<  

37KMC 30 100<  30 100<  

5KMM 30 100<  30 100<  

10KES 60 60 70 70 

MIC= Minimum Inhibitory Concentration  
MBC= Minimum Bactericidal Concentration 

 بحث

پژوهش   این  آمیزی    RAPD-PCRدر  موفقیت  طور  به 

جدا شده    L. plantarumهای مختلف  تنوع ژنتیکی سویه

موادغذ داد. از  نشان  را  در    ایی  علاوه  پیشین  به  مطالعات 

برای    RAPD-PCRتکنیک   قدرتمند  ابزار  یک  عنوان  به 

گونه درون  تمایز  سویهبررسی  باکتریایی  ای  مختلف  های 

(، جهت بررسی  2010معرفی شد. دی کانکو و همکاران )

ژنتیکی   میوه  L. plantarumجدایه    72تنوع  از  و  که  ها 

های فنوتایپینگ ه بودند از روشسبزیجات مختلف جدا شد

( ژنوتایپینگ  و  بیولوژی(  و    RAPD-PCR)سیستم 

AFLPروش که  داد  نشان  نتایج  کردند.  استفاده  های ( 

برای تعیین تمایز    AFLPو    RAPD-PCRمولکولی مثل  

گونه جدایهدرون  بین  در  میای  عمل  بهتر   Di)کنندها 

Cagno et al., 2010)همکاران و  ادسولوداهونسی   . 

روش2017) از  شامل  (  مولکولی  مختلف  ،  9RFLPهای 

RAPD    10وPFGE  های درون گونهجهت تعیین تفاوت-

جدا شده از سه نوع    L. plantarumهای مختلف  ای سویه

نیجریه  تخمیری  سه  غذای  هر  ها  آن  نمودند.  استفاده  ای 

ای موفقیت آمیز گزارش روش را در تعیین تمایز بین گونه

و   .(Adesulu-Dahunsi et al., 2017) کردند تفویضی 

( ژنتیکی  1390همکاران  تنوع  نیز   ،)lactobacillus    جدا

تکنیک   توسط  را  لبنی  از محصولات    RAPD-PCRشده 

کارایی   محققان  این  دادند.  قرار  ارزیابی  آغازگر   20مورد 

 
9. Restriction Fragment Length Polymorphism 

10. Pulsed-Field Gel Electrophoresis 
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گونه درون  تنوع  تشخیص  جهت  را  باکتریمختلف  ها ای 

روش نهایت  در  و  کردند  دقبررسی  را  های  مولکولی  یق 

روش برای  مناسب  آمیز  جایگزینی  ابهام  و  گیر  وقت  های 

دانستند. ) بیوشیمیایی  شعوری  مطالعه  به 1393در  نیز   )

باکتری شناسایی  از منظور  شده  جدا  اسیدلاکتیک  های 

لی از  پنیر  ابتدا  و چال  تکثیر جایگاه    PCRقوان  بر  مبتنی 

بررسی   16srRNAژنی   منظور  به  سپس  شد.  استفاده 

آغازگر در    4یی شده از  های شناساای سویهتنوع درون گونه

گردید.   RAPD-PCRروش   نتایج   استفاده  این  مجموع  در 

می  روش  نشان  که  در   RAPD-PCRدهد  موثر  روشی 

های  ها از طریق بررسی تفاوتگری جدایهشناسایی و غربال

باشد و در مقایسه نژاد میای و شناسایی در حد  درون گونه

روش هزینه با  و  وقت  صرف  به  نیاز  بیوشیمیایی  های 

کمتری دارد. از آنجا که صفات پروبیوتیکی وابسته به نژاد  

ها از باشند، بنابراین شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی آن می

 رسد.  کولی امری ضروری به نظر میهای مولطریق آزمون 

نیاز برای ایمنی  ان یک پیشعدم فعالیت همولتیک به عنو

میسویه شمار  به  منتخب  پروبیوتیک    آید های 

(FAO/WHO  ،2002.)    مطالعه این  فعالیت  در  بررسی 

-نشان داد که همه آن   ،L. plantarumهمولتیک ده سویه 

سلول همولیز  فعالیت  فاقد  بودنها  خونی  نتایج  .  د های 

  13( در مورد  2013ای توسط آرگوری و همکاران )مشابه

و    L. plantarumسویه   تخمیری  زیتون  از  شده  جدا 

-( در مورد کلیه باکتری2016همچنین آنگمو و همکاران )

شامل   اسیدلاکتیک  از    Lactobacillusهای  شده  جدا 

نوشیدنی  و  شدغذاها  گزارش  هند  سنتی  تخمیری   .های 

(Argyri et al., 2013; Angmo et al., 2016) 

باکتری پروبیوتیک  مقاومت  از  های  وسیعی  طیف  برابر  در 

آنتیبیوتیکآنتی با  بیماران  درمان  طی  در  های بیوتیکها 

به دلیل تشکیل  ی  تر بیمارتواند در بهبود سریعمتعدد، می

باشد.   مفید  روده  در  مطلوب  میکروبی  فلور  استقرار  و 

استفاد بسیاری  پروبیوتیکمطالعات  از  همزمان  در  ه  ها 

آنتی با  اسهال همراه  پیشنهاد کردهتیکبیودرمان  را  اند.  ها 

سویه مقاومت  از بنابراین  برخی  برابر  در  پروبیوتیک  های 

می بیوتیکآنتی پیش ها  مقاصد  برای  درمان  تواند  و  گیرانه 

 Tambekarای مورد استفاده قرار گیرد )های رودهعفونت

& Bhutada, 2010 از سویی دیگر خطرات بالقوه انتقال .)

-ه آنتی بیوتیک موجود در باکتریهای مقاوم بجانبی ژن

زا در روده موجب  های پروبیوتیک به باکتری های بیماری

های  افزایش نگرانی شده است. بنابراین لازمه انتخاب سویه

ژن فقدان  آنتی پروبیوتیک  به  مقاومت  انتقال  قابل  -های 

آن در  استهبیوتیک  از  EFSA  ،2012دستورالعمل  ) ا   .)

آنتی   مقاومت  نوع  رو  در  این  بیوتیکی 

جدا شده از منابع مختلف قبل     Lactobacillusهایسویه 

اساسا   شود.  مشخص  باید  غذایی  صنایع  در  استفاده  از 

آنتی به  مقاومت  باکتریبیوتیکالگوی  در  واسطه ها  به  ها 

غیرکروموزومی  بیوتیک در ژنوم  حضور ژن مقاومت به آنتی

در نواحی  ها  یا پلاسمید است. علاوه بر این حضور این ژن

-های مختلف باکتریحفاظت شده ژنوم کروموزومی سویه

مطالعات   در  است.  شده  گزارش  نیز  لاکتیک  اسید  های 

ذاتی   مقاومت  به  آنتی  Lactobacillusپیشین  برابر  -در 

استرپتومایسین، بیوتیک مانند  آمینوگلیکوزیدی  های 

سیتوکرومک فقدان  دلیل  به  جنتامایسین  و  های  انامایسین 

ال به  ناقل  مقاومت  این  بر  علاوه  است.  شده  اشاره  کترون 

سویه در  واسطه   Lactobacillusهای  ونکومایسین  به 

آمینه   اسید  در    -D-آلانین  -Dحضور  لاکتات 

جای   به  مورد -D  -آلانین-Dپپتیدوگلیکان  که  آلانین 

آنتی میهدف  است،  ژنبیوتیک  به  باشد.  مقاومت  های 

و   هستند  کروموزومی  نیز  به  ونکومایسین  انتقال  قابلیت 

)سویه ندارند  را  دیگر  میکروبی   ,.Argyri et alهای 

-(. در مطالعات مختلف حضور ژن مقاومت به آنتی 2013

کانامایسین،  بیوتیک جنتامایسین،  تتراسایکلین،  های 

-وزومی سویهاسترپتومایسین و ونکومایسین در ژنوم کروم

)  L. plantarumهای مختلف   -Rojoگزارش شده است 

Bezares et al., 2006; Guo et al., 2017  .)  این در 

مختلف  مطالعه   نژادهای  برابر    L. plantarumرفتار  در 

در حالی که همگی    آنتی بیوتیک جنتامایسین متفاوت بود

بر  .  در برابر آنتی بیوتیک ونکومایسین مقاومت نشان دادند
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-توان اطمینان حاصل کرد که مقاومت آنتیین اساس می ا

  L. plantarumاهده شده در نژادهای مختلف  بیوتیک مش

ها به  از نوع ذاتی و کروزومومی بوده و امکان انتقال این ژن

   ها وجود ندارد.سایر باکتری

های پروبیوتیک اغلب همراه مواد  با توجه به این که باکتری

ق استفاده  مورد  میغذایی  برای رار  بتوانند  باید  گیرند 

اثرا اعمال  و  روده  به  سلامتی  رسیدن  بر  بخشت  شان 

میزبان، به صورت زنده از معده عبور نمایند. بنابراین یکی  

های اسیدلاکتیک به های مهم در انتخاب باکتریاز فاکتور

جمله   از  گوارشی  شرایط  در  بقا  حفظ  پروبیوتیک  عنوان 

( معده  اسیدی  میپ  pHشرایط  )ایین(   Dunne etباشد 

al., 1999.)  مطالعه    های سویه پژوهش  مورد  این  در  در 

دارای   مایع  کشت  مقایسه    =3pHمحیط  از  =pH 2در 

بودند برخوردار  بیشتری  در    .مقاومت  شرایط    همچنین 

و    80KAO  ،45  KMCهای  سویهجمعیت  مذکور  

37KMC .نه تنها کاهش نیافت بلکه افزایش نشان داد   

های اسیدلاکتیک در تحمل شرایط اسیدی  باکتریتوانایی  

ساکاریدی مختلف که در حفاظت از پلی  به سنتز ترکیبات

شده داده  نسبت  دارد  نقش  ها  آن  سلولی  از  غشای  است. 

پروتئین مانند  غذایی  ترکیبات  نقش  به  دیگر  و  سویی  ها 

از  محافظت  در  معده  شیره  در  موجود  ترکیبات  همچنین 

ک در برابر اسیدکلریدریک معده اشاره  های پروبیوتیباکتری

( است  ساهادیوا  Maragkoudakis et al., 2006شده   .)

( نیز عنوان کردند که  2013( و تورچی و همکاران )2011)

های اسیدلاکتیک تحت  باکتری های مختلف  مانی سویهزنده

و    2های    pHگیرد و جمعیت باکتریایی در  قرار می   pHتاثیر  

به    3 می  به =pH 7نسبت  افت  معناداری   کندطور 

(Sahadeva et al., 2011)  ای در  نتایج مشابه. همچنین

زنده سویهمورد  از L. plantarum های  مانی  شده  جدا 

کره تخمیری  غذای  نوعی  اسیدی کیمچی  شرایط  در  ای، 

 Lee) ( به دست آمد2016معده در مطالعه لی و همکاران)

et al., 2016) زنده درصد  که  طوری  به  سویه م.  این  انی 

ر  و د  pH=  ،5/52  3ساعت قرارگیری در معرض  3پس از  

2  pH=    میزان و    62/5به  کاراسو  شد.  گزارش  درصد 

( زنده2010همکاران  طیف  نیز   .Lهای  سویه مانی  ( 

plantarum    جدا شده از سبزیجات تخمیری را به ترتیب در

pH    درصد گزارش  58-79درصد و   18-36بین    3و    2های

از  (Karasu et al., 2010) ندکرد حاکی  نتایج  این   .

در مطالعه حاضر    L. plantarumای  همقاومت بالای سویه

پژوهش  به  مشاهده  نسبت  تفاوت  علت  بود.  پیشین  های 

دیگر   و  مطالعه  این  در  مختلف  نژادهای  بین  در  شده 

سویهپژوهش نژادی  تفاوت  دلیل  به   .L های  ها 

plantarumآن جداسازی  منشا  تاثیر  باشد.  می ا  هو 

بالای نژادهای مختلف   ه نسبت ب  L. plantarumمقاومت 

های اسیدلاکتیک در مطالعات دیگر  های باکتریسایر سویه

همکاران   و  احمدی  مثال  عنوان  به  است.  شده  گزارش 

مطالعه1395) در  باکتری(  پروبیوتیکی  ویژگی  های  ای 

ارزیابی  اسید   را  تخمیری  زیتون  از  جداشده  لاکتیک 

نژادهای    کردند.  جمعیت  افت  میزان  محققان  این 

معرض   را  L. plantarum  مختلف  در  قرارگیری  از  پس 

5/2  pH=    را تنها یک سیکل لگاریتمی گزارش کردند. در

مختلف   نژادهای  دیگر  که   .Pو    L. brevisحالی 

ethanolidurans    به ترتیب سه و چهار سیکل لگاریتمی

 کاهش نشان دادند.  

ازاسید صفراوی  می  های  سنتز  کبد  در  و  کلسترول  شوند 

کن فرم  به  صفرا  کیسه  از  ترشح سپس  دوازدهه  به  ژوگه 

بین  می روده  در  آن  غلظت  بنابراین    5/0تا    3/0گردد، 

نمک ضدمیکروبی  اثر  است.  علیه درصد  صفراوی  های 

غلظتباکتری در  حتی  منفی  گرم  و  مثبت  گرم  های  های 

رسیده اثبات  به  (. Dunne et al., 1999است)پایین 

( همکاران  و  غلظت  1984گلیلند  نمک    3/0(  درصد 

های برای ردیابی سویه را به عنوان غلظت بحرانی  صفراوی  

 Gilliland et) میکروبی مقاوم در برابر صفرا معرفی کردند 

al., 1984) . 

در    L. plantarumهای  این نتایج نشان داد که همه سویه

گونه سایر  به  نسبت  مطالعه  پروباین  شناخته های  یوتیک 

سیدهای در دیگر تحقیقات در برابر ا  lactobacillusشده  

مقاوم بودندصفراوی  )  .تر  همکاران  و  در  2012گایو   )
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زنده مطالعه مشابه  مختلف  ای  نژادهای   .Lمانی 

plantarum   را از دو نوع غذای تخمیری چین  جدا شده 

.  (2012)گایو و همکاران،    درصد گزارش کردند  2/32-2/7

مانی دو جدایه  ( نرخ زنده2016ین لی و همکاران )همچن

L. plantarum    وLeu. Mesenteroides   از شده  جدا 

ترتیب   3/0کیمچی در حضور   به  را  درصد نمک صفراوی 

 ,.Lee et al) درصد تعیین کردند  31/40درصد و  53/58

2016)( همکاران  و  احمدی  قابلیت  1395.  بررسی  در   )

مختلف لاکتیک نژادهای  تخمیری  رشد  زیتون  از  حاصل  ی 

درصد( در    1-6)های بالای نمک صفراوی  در حضور غلظت

از    MRSمحیط کشت   را    L. plantarumآگاردار، نژادی 

مقاوم عنوان  معرفی  به  صفروای  نمک  برابر  در  سویه  ترین 

بیان  (  2010کردند. در پژوهشی دیگر کاراسو و همکاران )

که   باکتری کردند  از  اسیدلاکتیک در   های مقاومت بسیاری 

فراوی و در برابر نمک صفراوی به توانایی هیدرولیز نمک ص 

 Karasu) شودآن مربوط می  نتیجه کاهش اثر بازدارندگی

et al., 2010)باکتری از  بسیاری  اسیدلاکتیک .  های 

ترشح  را  صفراوی  نمک  کننده  هیدرولیز  آنزیم  قادرند 

غیرکنژو فرم  به  را  کنژوگه  صفراوی  نمک  و  و نمایند  گه 

ین اسیدآمینه )گلایسین و تائورین( در آورند. با توجه به ا

تواند  که مقادیر بالای نمک صفراوی به فرم غیرکنژوگه می

هنوز  رو  این  از  باشد،  آفرین  مشکل  افراد  سلامت  برای 

باکتری صفراوی  نمک  هیدرولیز  مطلوب  های  اثرات 

غالب   حال  این  با  است.  تردید  و  سوال  مورد  پروبیوتیک 

جنس  کتریبا دو  به  متعلق  پروبیوتیک  های 

Lactobacillus    وBifidobacteria    به قادر 

نیستند.   غیرکنژوگه  صفراوی  نمک  کردن  دهیدروکسیله 

نمک   هیدرولیز  از  حاصل  محصولات  اعظم  بخش  بنابراین 

دفع   و  کرده  رسوب  مدفوع  در  که  است  ممکن  صفراوی 

( و  Thomas et al., 2000گردد  دوتوت  علاوه  به   .)

)1998)  همکاران همکاران  و  گانزل  و  نقش  1999(  به   ،)

غ  و  ترکیبات  محافظت  در  کشت  محیط  ترکیبات  و  ذایی 

سویه مقاومت  نمک  افزایش  برابر  در  باکتریایی  های 

نموده اشاره   ;Du Toit et al., 1998)اندصفراوی 

Gänzle et al., 1999)  همکاران و  آرگری  مطالعه  در   .

نیز  2013) مختل  12(   5شامل  Lactobacillus ف  گونه 

از قابلیت    L. pentosusسویه    7و    L. plantarumسویه  

همچنین  بودند.  برخوردار  صفراوی  نمک  جزئی  هیدرولیز 

سویه  در جمعیت  گرفتن  قرار  پس  مذکور  باکتریایی  های 

ساعت کمتر   4درصد نمک صفراوی به مدت    3/0معرض  

یافت کاهش  لگاریتمی  سیکل  یک   ,.Argyri et al) از 

2013) . 

باکتری ضدمیکروبی  از  فعالیت  پروبیوتیک   دیگرهای 

میآنهای  ابلیتق شمار  به  آنها  توانایی  به  که  در  آید  ها 

متابولیت مانند  تولید  ضدمیکروبی  آلی،  اسید های  های 

اسید استیل،  دی  استون،  هیدروژن،  چرب،  پراکسید  های 

باکتریوسین  ها پپتید میها  و   Herreros et)  شودمربوط 

al., 2005)  .  های  سویهدر این مطالعه روماند حاصل ازL. 

plantarum    مختلف موادغذایی  از  شده  فعالیت  جدا 

در برابر  ضدباکتریایی متفاوتی را در آزمون میکرودایلوشن  

 .Eو    L. monocytogenesزا شامل  باکتری های بیماری

coli    .45  بر این اساس سویهنشان دادند  KMC    جدا شده

-بیشترین خاصیت بازدارندگی را علیه باکتریر کوزه  از پنی

بیماری همکاران های  و  تاهور  داد.  نشان  مطالعه  مورد  زا 

( نیز در بررسی فعالیت ضدباکتریایی و ضد بیوفیلم  2016)

جدایه باکتری  سه  علیه  بیماریلاکتیکی  عامل  های  های 

 Taheur et) ای دست یافتنددهان و دندان به نتایج مشابه

al., 2016)  روماند فعالیت ضدمیکروبی  نیز  محققان  این   .

شد سویهفیلتر  از  حاصل  علیه  ه  را  لاکتیکی  مختلف  های 

زای گرم مثبت و گرم منفی در آزمون  های بیماریباکتری

آنمیکرودایلوشن   قابلیت  دلیل  متابولیت  به  تولید  در  ها 

ارزیابی کردند. به طور های ضدمیکروبی مختلف،   متفاوت 

ن مطالعه کلی  این  لاکتیکی  مختلف  قابلیت    ژادهای  از 

بیشت مختلف مهارکنندگی  نژادهای  سایر  به  نسبت  ری 

(  1396لاکتیکی مطالعات مشابه مانند ابراهیمی و همکاران ) 

باکتری 1396)  و خشایی و همکاران  برابر  زا  بیماری های  ( در 

همکاران   و  زاگو  مطالعه  در  دیگر  سویی  از  بودند.  برخوردار 

از    ( 2011)  یک  از    L. plantarumنژاد    98هیچ  شده  جدا 
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ایتالی  علیه  پنیرهای  بازدارندگی  فعالیت  آرژانتینی  و  ایی 

 . (Zago et al., 2011)   د ی  مذکور نشان ندادن ها باکتری 

 گیری کلی نتیجه

که داد  نشان  پژوهش  این   .L  سویه  10  بین  نتایج 

plantarum    تنوع نژادی غذایی  جدا شده از منابع مختلف  

دو  دارد  وجود   منشا    17KAOو    64KAOجدایه  و  با 

شده   یکسان تخمیری    جدا  زیتون  آزمون  از  -RAPDدر 

PCR  دارند.    بیشترین را  ویژگی  شباهت  این  بر  علاوه 

سویه نژاد    L. plantarum  های  پروبیوتیکی  سطح  در 

شده    بودهمتفاوت   جداسازی  غذایی  منشا  به  حدی  تا  و 

می ایمن   . شدمربوط  تست  همه نتایج  که  داد  نشان  ی 

مختلف   گاما L. plantarumنژادهای  و    ک همولتی -،  بودند 

-همچنین همه سویه  های خونی را هیدرولیز نکردند.سلول

ونکومایسین  بیوتیک  آنتی  برابر  در  ذاتی  مقاومت  از  ها 

آن مقاومت  و  بودند  آنتی برخوردار  سایر  برابر  در  ها 

مقاومت      اد کهنتایج نشان دهای رایج متفاوت بود.  بیوتیک

اسیدی  همه سویه برابر شرایط  از  بیشت  pH  =3ها در    2ر 

pH=    .شامل  بود کوزه  پنیر  از  شده  جدا  های  سویه 

37KMC    45و KMCبیشترین مقاومت در برابر اسید    از

بودند.   برابربرخوردار  درصد    3/0از سوی دیگر مقاومت در 

این نظر   نمک صفراوی از  نشان داد که اختلاف معناداری 

ندارد و  بین سویه زیتون تخمیری وجود  از  های جدا شده 

مقاومت  KMM  5سویه   داشت.    بیشترین    علاوه   به  را 

-های بیماریفعالیت ضدمیکروبی سویه ها در برابر باکتری

مثبت   گرم  منفی    L. monocytogenesزای  گرم   .Eو 

coli   متفاوت بود و بیشترین فعالیت ضدباکتریایی به سویه

45 KMCد مورد    اشت.  تعلق  هدف  به  توجه  با  بنابراین 

می ازنظر  هریک  از  به   L. plantarumهای  سویه  توان 

پروبیوتیک   کشت  دارویی  عنوان  یا  غذایی  صنایع  در 
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Abstract 

This study aimed to evaluate the intra-species diversity of 10 strains of Lactobacillus 

plantarum isolated from different foods including fermented olives, jar cheese, camel milk, 

and sourdough, using the RAPD-PCR method and also to compare their probiotic potential. 

The results showed that different banding patterns were created by three types of primers for 

different strains and according to the similarity matrix drawn by NTSYS software based on 

Jacard coefficient, a total of 10 strains were divided into two main branches and seven 

subgroups. The two strains of KAO 17  and KAO 64 isolated from fermented olives were most 

similar. In addition, the probiotic properties of  L. plantarum isolates  were evaluated 

differently at strain levels. The results of immunoassay showed that all different strains of L. 

plantarum were gamma-hemolytic and resistant to vancomycin and their resistance to other 

common antibiotics was different. Strains isolated from jar cheese containing KMC 37 and 

KMC 45 had the highest acid resistance. On the other hand, resistance to 0.3% of bile salt 

showed that there was no significant difference in this regard between the strains isolated 

from fermented olives, and the KMM 5 strain had the highest resistance. In addition, the 

antimicrobial activity of the strains against gram-positive pathogenic bacteria L. 

monocytogenes and gram-negative E. coli was different, and the highest antibacterial activity 

belonged to the KMC 45 strain. Therefore, according to the intended purpose, each of the L. 

plantarum strains can be suggested as a probiotic culture in the food or pharmaceutical 

industries. 
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