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بر روی  لاکتوباسیلوس پلانتارومو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسارزیابی اثرات آنتاگونیسمی 
 جداسازی شده از گیاهان انتروباکترکوانی

 9، ساسان صادقی خامنه تبریزی2فائزی قاسمی، محمد 2*زاده، خسرو عیسی 4فاطمه دارابی پور

استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد لاهیجان، دانشکده  2کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحدلاهیجان، دانشکده علوم پایه، گروه میکروب شناسی، 1
 مربی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد لاهیجان، دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی، گروه بیماری شناسی گیاهی 3علوم پایه، گروه میکروب شناسی، 

 چکیده

لاکتوباسیلوس ها بخش مهمی از فلور طبیعی مجاری در خاک، آب، فاضلاب و گیاهان یافت می شوند.  انتروباکتر  سابقه و هدف:

لاکتوباسیلوس این مطالعه با هدف بررسی اثرات آنتاگونیسمی  گوارشی، تناسلی، تنفسی انسان و حیوانات را تشکیل می دهند.

 جداسازی شده از گیاه باقلا انجام گرفت. انتروباکتر کوانیبر روی لاکتوباسیلوس پلانتاروم و  اسیدوفیلوس

کشت داده شدند.  King Bدر این مطالعه مقطعی ابتدا نمونه های گیاهی بر روی محیط انتخابی و اختصاصی   مواد و روش ها:

جداسازی شده به کمک آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی تایید گردید. سپس اثرات آنتاگونیسمی باکتریوسین های  انتروباکتر کوانی

 pHبه روش انتشار چاهک بر اساس  انتروباکتر کوانیبر روی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و  لاکتوباسیلوس پلانتارومجدا شده از 

 مورد بررسی قرارگرفت.

در دامنه های مختلف  انتروباکتر کوانیبر روی  لاکتوباسیلوس پلانتارومنتایج نشان داد که قطر هاله عدم رشد تشکیل شده یافته ها: 

pH   های مورد بررسی بیشترین هاله عدم رشد را در لاکتوباسیلوس بیشتر می باشد. همچنین  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسنسبت به 

4 pH .نشان دادند 

، استفاده از آن به عنوان عامل کنترل انتروباکتر کوانیبا توجه به نقش آنتاگونیستی باکتری های اسید لاکتیک در مهار نتیجه گیری: 

 زیستی به منظور  مبارزه با باکتری های بیماری زای گیاهان پیشنهاد می گردد.

 ، اثرات آنتاگونیسمی.انتروباکتر کوانی، لاکتو باسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسواژگان کلیدی: 

 33آبان ماه پذیرش برای چاپ:    33مرداد ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد لاهیجان، گروه میییکیروب شینیاسیی.

 issa_kaam@yahoo.comپست الکترونیک:   03331223390تلفن:    

 م دمه     

 ( باکتری های میله ای                                         ها  لاکتوباسیلوس                       

 در برخی موارد مارپیچی یا کوکوباسیلی(، گرم م بت، تخمیری                                                         

و ارگانوتروف هستند. این میکروارگانیس  ها در شیر، گوشت و                                                         

 (.    1-4محصولات تخمیری مورد استفاده قرار می گیرند                                            

باکتری های اسیدلاکتیک به شکل گسترده ای در طبیت پراکنده                                                       

این         (.   و     3،   2هستند و قدرت تحمل اسید را دارا می باشند                                           

باکتری ها بخش مهمی از فلور طبیعی مجاری گوارشی، تناسلی،                                                        

  ها  لاکتوباسیلوس               تنفسی انسان و حیوانات را تشکیل می دهند.                                         
فلور  ال  در شیر و محصولات لبنی هستند و به عنوان آ ازگر                                                        

به مواد  ذایی تخمیری اضافه می شوند. از طرفی دارای اثرات                                                         

پایین و تولید                 pHضد باکتریایی نی  می باشند. این اثرات به                                         

 (.    3برخی مواد اولیه و ثانویه وابسته می باشد                                           

 باکتری های اسیدلاکتیک با توجه به تولید متابولیت های                                                    

ضد میکروبی اولیه و ثانویه در مراحل مختلف رشد، می توانند                                                         

 به صورت ماندگار از رشد باکتری های دیگر به وی ه                                                

باکتری های فاسد کننده و مولد مواد سمی در ماده  ذایی                                                     
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را به عنوان                 ها  لاکتوباسیلوس             اساسا         (.       جلوگیری نمایند                  

مطالعات           (.   و     9،   3  شناسند      می          میکروارگانیس  های ایمن                      

 نشان داده است که این باکتری ها اثر ضدمیکروبی                                              

 اشریشیا کلی             در مقابل باکتری های بیماری زا مانند                                     

   استافیلوکوکوس اور وس                    (،                      

( و                 سالمونلا         (،                           

 ( دارند                                 لیستریا مونوسایتوژن                       

باکتری های اسید لاکتیک ترکیبات مختلفی شامل                                           .     (  و     3،   1  

روترین، اسیدهای آلی، دی استیل، دی اکسید کربن،                                               

لاکتوپراکسیداز، هیدروژن پراکسید و باکتریوسین ها را در                                                      

طول تخمیر لاکتیکی تولید می نمایند. همچنین این                                              

میکروارگانیس  ها قادر به تخمیر کربوهیدرات برای تولید                                                      

(. قابلیت باکتری های                       -10انرژی واسید لاکتیک می باشند                              

اسید لاکتیک در جلوگیری از رشد میکروب های بیماری زا به                                                      

عوامل متعدد وابسته می باشد. از این موارد می توان به                                                     

اسیدهای آلی مانند اسید لاکتیک، اسید استیک، پروپیونیک و                                                       

فرمیک و یا اسیدهای چرب آزاد، آمونیاک، پراکسید هیدروژن،                                                        

کاهش پتانسیل احیا و سنت  آنتی بیوتیک ها و باکتریوسین ها                                                         

 (.  11-13اشاره نمود              

(، یک باکتری گرم منفی و میله ای                                               انتروباکتر            

شکل  و هوازی می باشد که باع  ایجاد لکه هایی در بخش                                                    

( و     ng     n (. انگلبین              14- 1بیرونی گیاهان می گردد                         

در بررسی خود نشان دادند که باکتری                                     2003همکاران در سال                

انتروباکتر می تواند در بافت داخلی گیاه اکالیپتوس زندگی                                                        

 (.  14نماید         

لاکتوباسیلوس             هدف از این مطالعه بررسی اثرات آنتاگونیسمی                                           
انتروباکتر            بر روی        لاکتوباسیلوس پلانتاروم                      و     اسیدوفیلوس          

 جداسازی شده از گیاه باقلا بود.                               کوانی     
 

 مواد و رو  ها             

در این مطالعه               الف( جمع آوری نمونه و شناسایی باکتری:                                       

مقطعی نمونه ها در شرایط استریل به آزمایشگاه منتقل شدند.                                                         

در ابتدا گیاه باقلا به وسیله ی آب مقطر استریل شستشو                                                    

گردید. سپس قسمتی از پوسته نازک سطحی اولیه گیاه باقلا که                                                        

به صورت  لافی دانه ها را در بر می گیرد و مشکوک به ح ور                                                       

باکتری مورد نظر بود  به دلیل فساد و سیاه شدگی( به کمک                                                       

پنس استریل جداسازی گردید. نمونه یاد شده بر روی محیط                                                     

(  مرک، آلمان( قرار                     i m B Bas     Kings       King B   کشت     

درجه        30ساعت در دمای                 4تا      24داده شد و به مدت                  

سیلیسیوس گرماگذاری گردید. کلنی هایی که بر روی محیط                                                    

 رشد  اهر شدند مجددا  در محیط یاد شده کشت داده شدند.                                                   

پس از خال  سازی، کلنی های زرد رن  و برا  مشکوک به                                                   

 و     10،   4انتروباکتر به کمک رن  آمی ی گرم، رشد در دمای                                              

و آزمون های                 a درصد        3درجه سیلیسیوس، رشد در                         42

(،       – hy            بیوشیمیایی مانند اندول، کاتالاز، اکسیداز،                                        

       og s-  oska                                 19( مورد شناسایی قرار گرفتند  .) 

میلی لیتر محیط                  10ساعته به             4تک کلنی         :        ب( استخرا             

(  مرک، آلمان( اضافه                      yp icas   oy B o h         B  کشت   

 درجه سیلیسیوس و                   30گردید و در شیکر انکوباتور با دمای                                   

ساعت گرماگذاری شد. پس از                            24دور در دقیقه به مدت                       130

از کیت             تهیه لام و بررسی خلو ، به منظور استخرا                                         

 سیناژن،                    inna استخرا  باکتری های گرم منفی                             

   Bio aبه کمک دستگاه                    ایران( استفاده گردید. می ان                             

         Bion                             نانومتر           0 2، کره جنوبی( در طول مو 

 اندازه گیری شد.               

 به منظور تک یر ژن                 (:          ( واکنش زنجیره ای پلی مراز                               

استفاده گردید.                  1از پرایمرهای  کر شده در جدول                                        

 میکرولیتر             10شامل      میکرولیتر             100در حج                واکنش       

 میلی مولار(،             s       10    میکرولیتر           2(،                بافر      

 میکرولیتر آن ی                  3 0میلی مولار(،               g        30  میکرولیتر             3

 a      po ym  as    ،3                          میکرولیتر از هر پرایمر 

  3 91و        میکرولیتر             3میلی مولار(  سیناژن، ایران(،                             10  

 (.  13و      1انجام شد            میکرولیتر آب مقطر دیونی ه                           

با شرایط            ساخت کشور امریکا                   chn  ر دستگاه          د      واکنش       

درجه سیلیسیوس به مدت                        33واسرشت شدن ابتدایی در دمای                            

  33چرخه شامل واسرشت شدن اصلی در دمای                                     30دقیقه،          3
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درجه         3ثانیه، اتصال در دمای                        43درجه سیلیسیوس به مدت                      

درجه        92دقیقه، طویل شدن در دمای                           1سیلیسیوس به مدت                 

 ثانیه و طویل شدن نهایی در دمای                                  30سیلیسیوس به مدت                 

(.    13دقیقه انجام گرفت                      10درجه سیلیسیوس به مدت                        92

درصد منتقل و                9 0بر روی ژل آگاروز                       محصولات        

الکتروفورز گردیدند. پس از رن  آمی ی با اتیدیوم بروماید به                                                           

 oc m n a ion     منظور مشاهده اندازه باندها از دستگاه                                      

 استفاده شد.             

 سویه         کنترل م بت از               در این مطالعه به منظور                        

و از آب مقطر به عنوان                         mg m     3با  لظت                    

 کنترل منفی استفاده گردید.                           

به منظور              د( خال  سازی و تعیین توالی قطعات تک یر شده:                                           

 در تعیین توالی،                      بالا بردن عملکرد محصول                       

    -      an p       عمل تخلی  با کمک کیت                      

  مرک، آلمان( انجام شد. محصولات خال  سازی                                         

و     y -   mina o  s    ncing شده با استفاده از روش                       

 با دستگاه             appi  a y       c  opho  sis تکنیک       

 pp i       io sys  ms              na y              در شرکت

Bion                                  .کره جنوبی تعیین توالی شدند 

سویه      در این مطالعه               ه( تهیه میکروارگانیس  های مورد نظر:                                     

و                  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس                      های استاندارد               

کلکسیون میکروبی                 از               لاکتوباسیلوس پلنتاروم                      

ایران تهیه شدند. به                     سازمان پ وهش های علمی وصنعتی                              

 منظور فعال سازی باکتری های یاد شده از محیط                                          

    B o h  )    an   ogosa an   ha p                  )مرک، آلمان 

 (.    13استفاده شد              

ساعت در           24به مدت          39      لوله های محیط کشت در دمای                           

مک      3 0شرایط بی هوازی گرماگذاری شدند تا کدورت معادل                                              

  39روز در دمای               4فارلند به دست آید. سپس مجددا  به مدت                                      

درجه سیلیسیوس قرار داده شدند تا زمان کافی برای تولید مواد                                                           

 ضد میکروبی فراه  گردد.                      

پس از انجام مراحل یاد شده آنها به لوله استریل منتقل شدند و                                                            

سانتریفوژ گردیدند. محلول                            3000دقیقه در دور                10به مدت        

مایع محیط کشت جدا شده در                              pHرویی جداسازی شد.                  

 تنظی  گردید.              a H به وسیله            3  -9محدوده        

در این روش ابتدا                  :                    (و( روش انتشار در چاهک                       

سوسپانسیون نی  مک فارلند از باکتری های جدا شده در محیط                                                        

    B o h                                              تهیه گردید. سپس باکتری ها بر روی محیط مولر

 هینتون آگار  مرک، آلمان( کشت داده شدند.                                         

،   لاکتوباسیلوس           برای پی بردن به می ان فعالیت ضد میکروبی                                         

میلی متر در شرایط استریل بر روی                                    چاهک هایی با قطر                  

محیط های یاد شده که با باکتری های مورد آزمایش کشت داده                                                        

میکرولیتر از روماند کشت های مایع                                    100شدند، ایجاد گردید.                    

  10به مدت          3000ها پس از سانتریفیوژ در دور                              لاکتوباسیلوس           

دقیقه به در درون هر چاهک اضافه گردید. کشت های                                               

  92تا      24درجه سیلیسیوس به مدت                        39باکتریایی در دمای                   

ساعت گرماگذاری شدند. خوا  ضدمیکروبی با اندازه گیری                                                    

قطر هاله های مهاری میکروارگانیس  مورد آزمایش در اطراف                                                       

 چاهک بعد از هر گرماگذاری تعیین گردید.                                     

هر آزمون سه بار تکرار و میانگین قطر هاله های عدم رشد                                                      

محاسبه گردید. چاهک های بلانک بدون محلول روماند به                                                  

 (.  20و     2عنوان کنترل در نظر گرفته شدند                                 

بر روی            pHبه منظور بررسی اثرات                        :       ز( بررسی اثرات              

فعالیت ضد میکروبی باکتریوسین تولید شده توسط سویه های                                                      

محلول           pHاستاندارد بر روی باکتری های جداسازی شده،                                          

   10و      ،    ،   4،   2رویی در محدوده های متفاوت                           

   ساعت در دمای اتا  نگهداری شد                              4تنظی  گردید و به مدت                      

 تا مدت ماندگاری آنها سنجیده شود. سپس فعالیت                                             

 ضد میکروبی آنها با روش یاد شده قبلی مورد بررسی                                              

 قرار گرفت.          

 توالی پرایمر
طول قطعه 
  جفت باز(

27F  `-                    -  ` 
1300 

1541R  `-                     - ` 

4F  `-                      - ` 
1300 

1505R  `-                     - ` 

 (. 1پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه  : 1جدول 
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 یافته ها        

در این مطالعه نتایج آزمون های انجام شده با وی گی های                                                      

   انتروباکتر کوانی                فنوتیپیک گ ارش شده در مورد باکتری                                   

( مطابقت داشت. به این صورت که                                                     

درجه سیلیسیوس                 42و     10این باکتری گرم منفی، رشد در                             

    a درصد        3درجه سیلیسیوس منفی، رشد در                              4م بت و در           

منفی          و از نظر آزمون های بیوشیمیایی اندول، اکسیداز و                                                

 م بت بود.             و کاتالاز، مک کانکی و                      

نوکل وتید تعیین توالی                         9 14سویه دریافتی،                         از ژن       

 گردید. مقایسه توالی این ژن با توالی های موجود در                                                  

(    i osoma        a a as    o  c          بانک های اطلاعاتی                  

درصدی با توالی ژن                     91 33حاکی از مشابهت                  n Bank  و   

                         سویه تای                      

       
( بود.                 ثبت شده در بانک ژنی با کد                                  

لاکتوباسیلوس             قطر هاله عدم رشد متابولیت تولید شده توسط                                          

جدا شده از گیاه                     انتروباکتر کوانی                علیه باکتری             اسیدوفیلوس            

،   12،    به ترتی  برابر با                     10و      ،    ،   4،   2های         pHباقلا در         

 میلی متر بود.               0و     0،   10

لاکتوباسیلوس             قطر هاله عدم رشد متابولیت تولید شده توسط                                          

 جدا شده از گیاه                 انتروباکتر کوانی                  علیه باکتری                 پلانتاروم        

،   0،   13،   12به ترتی  معادل                  10و      ،    ،   4،   2های       pHباقلا در         

 میلی متر بود.                 0و     0

لاکتوباسیلوس             اثر ضد میکروبی باکتریوسین جدا شده از                                      

در دامنه            لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس                      در مقایسه با                پلانتاروم        

 بیشتر بود.              انتروباکتر کوانی                بر روی            pHهای مختلف           

لاکتوباسیلوس             و     لاکتوباسیلوس پلانتاروم                    همچنین        
 نشان دادند.               pH  4بیشترین هاله عدم رشد را در                            اسیدوفیلوس          

 بح    

در مطالعه حاضر برای اولین بار، اثرات آنتاگونیسمی                                                  

  بر روی        لاکتوباسیلوس پلانتاروم                      و   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس                        
جدا شده از گیاه باقلا مورد بررسی                                 انتروباکتر کوانی                  

قرارگرفت. نتایج نشان داد که این باکتری های اسید لاکتیک                                                       

دارند. همچنین مشخ                     انتروباکتر کوانی                    اثر مهاری بر روی                  

 متفاوت          pHگردید که این اثرات مهاری با توجه به پارامتر                                             

نسبت به           لاکتوباسیلوس پلانتاروم                    می باشد. در مجمو                    

اثر مهاری بیشتری را بر روی                              لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس                      

 اعمال نمود.             انتروباکتر کوانی                

  لاکتوباسیلوس ها              تاکنون مطالعه ای مبنی بر اثرات آنتاگونیسمی                                            

بر روی انتروباکترهای بیماری زای جدا شده از گیاهان انجام                                                         

 نشده است.         

گونه های متعل  به جنس انتروباکتر به طور معمول در ارتبا  با                                                            

محیط زیست طبیعی می باشند و معمولا  در آب، فاضلاب و                                                  

خاک یافت می شوند. برخی از آن ها سب  بیماری در درختان                                                      

و گیاهان می گردند. در حالی که برخی دیگر ازآن ها عوامل                                                       

 (.    14بیماری زای فرصت طل  در انسان می باشند                                         

همکاران بر                ( و   ng     n در مطالعه ای که توسط انگلبین                                

روی درختان اکالیپتوس در اوروگو ه انجام شد، علایمی از                                                     

پ مردگی و فساد تدریجی همراه با ضایعات نمناک و  اهری                                                     

 (.    14چرب در گیاهان مشاهده گردید که علتی ناشناخته داشت                                                    

برای مطالعه بر روی این ضایعات، بر  ها و شاخه های                                                  

مشکوک جمع آوری و مورد ارزیابی قرار گرفتند. باکتری های                                                       

 جدا شده از بافت های آلوده، گرم منفی و بی هوازی                                                

 اختیاری بودند و اک ر آن ها رنگدانه های زرد رن                                                 

 تولید می کردند.                 

پانتوآ          در ابتدا  تصور می شد که این باکتری ها متعل  به گونه                                                   

(، عامل پ مردگی و بیماری زایی                                                   آناناتیس          

در گیاهان اکالیپتوس واقع در آفریقای جنوبی می باشند. اما با                                                            

بررسی بیشتر مشخ  گردید که این باکتری ها به گونه                                                 

 تعل  دارند.           انتروباکتر کوانی                  

را به عنوان عامل                    انتروباکتر          گونه متعل  به                 3در گذشته تنها               

انتروباکتر                بیماری زا در گیاهان می شناختند که شامل                                      

انتروباکتر            (،                                   کانسروژنوس          
  انتروباکتر نیمی               ( و                           پیرینوس         
 ( بوده است.                                               پریسورالیس          

انتروباکتر            ( نشان داد که این                   ng     n اما مطالعه انگلبین                      



 فاطمه دارابی پور و همکاران ....  انتروباکترکوانیبر روی  لاکتوباسیلوس پلانتارومو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسارزیابی اثرات آنتاگونیسمی  .1334ها، سال هشت ، شماره اول بهار  دنیای میکروب

 

51 

نی  می تواند به عنوان عامل پ مردگی و فساد تدریجی                                                  کوانی       

(. همچنین این احتمال وجود دارد                                14در گیاهان مطر  باشد                       

 که باکتری جدا شده در این مطالعه به عنوان یک                                             

 اندوفیت  پارازیت گیاهی( در اکالیپتوس با سویه های                                                  

 (.    14سازگاری داشته باشد                        انتروباکتر          دیگر از         

 در مطالعه دیگری که بر روی بذر گیاه تنباکو انجام گرفت،                                                       

 در شرایط زیستی                  انتروباکتر کوانی                مشخ  گردید که               

 درجه سیلیسیوس محیط( می تواند به ایجاد                                         30 دمای       

 بیماری کمک کرده و شرایط را برای ح ور باکتری های                                                 

 (.    14دیگر مساعد نماید                    

 نتیجه گیری          

با توجه به نقش مه  باکتری های اسید لاکتیک در مهار                                                  

 ، می توان در آینده از آن برای مبارزه با                                         انتروباکتر کوانی                

باکتری های بیماری زای گیاهان به عنوان عامل کنترل زیستی                                                        

 استفاده نمود.             

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از کارشناسان آزمایشگاه دانشگاه آزاد                                                         

اسلامی واحد لاهیجان به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این                                                       

 پ وهش کمال امتنان را دارند.                           
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Abstract 

Background & Objectives: Enterobacter are found in water, sewage and plants. Lactobacillus  are 

one of the dominant microorganisms in normal flora of intestinal tracts, genital system and  

respiratory tracts of humans and animals. The aim of this study was to evaluate the antagonistic 

effects of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus plantarum against Enterobacter cowanii 

isolated from broad bean plant. 

Materials & Methods: In this sectional study Fava plants were collected, and after sampling, the 

samples were cultured on selective and specific King B  media. The presence of E. cowanii was 

confirmed based on biochemical and molecular techniques. Then, antagonistic effects of produced 

bacteriocins by L. plantarum and L. acidophilus on E. cowanii with well diffusion method on  

basis of pH were studied. 

Results: Based on this study, the growth inhibition zones produced by L.plantarum in different pH 

against E.cowanii were higher than that by L.acidophilus. Furthermore, the highest inhibition zone 

of Lactobacilli was observed in pH 4.   

Conclusion: According to antagonistic effects of lactic acid bacteria in the inhibition of E.cowanii, 

this factor can be used for treatment of the diseases caused by this factor. 

Keywords: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Enterobacter cowanii,  

Antagonistic effects. 
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