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  چکیده

این تحقیق، از هدف . اندها با منشاء لبنیات به عنوان پروبیوتیک گزارش شدههمچنین بعضی از انتروکوکسی. انتروکوکسی نقش مهمی در صنعت لبنیات دارد

در حضور . باشدمی پروبیوتیکی آنها پتانسیلو بررسی ) اردبیل(مشکین شهر و مغان مناطق  محصولات لبنی سنتیها از  انتروکوکسیجداسازي و شناسایی

تحمل   ایزوله با6 ایزوله با تحمل بالا، 7ایزوله مقاوم،  10هاي صفراوي،  ایزوله مقاوم به اسید و در حضور نمک26) 5/2 برابر pH( بافر فسفات سالین 

 .E(، انتروکوکس فاسیوم )E .avium(هاي انتروکوکس آویوم ها به گونهشناسایی بیوشیمیایی تعلق ایزوله.  شناسایی شد ایزوله حساس3 ضعیف و

faecium( انتروکوکس دورانس ،)E. durans ( و انتروکوکس فکالیس )E. faecalis(همچنین فعالیت آنتاگونیستی بررسی شده با روش .  را نشان داد

  بررسی حساسیت به .  هستندلیستریا اینوکوا و یرسینیا انتروکولیتیکاها داراي قدرت مهارکنندگی علیه اشریشیا کولی، گذاري نشان داد که ایزولهچاهک

نتایج . همچنین همه آنها به سولفامتوکسازول مقاوم بودند. ها به ونکومایسین و کلرامفنیکل حساس بودندهاي مختلف نشان داد که تمامی سویهبیوتیکآنتی

  .باشندوتیکی میهایی با خاصیت پروبیکند که محصولات لبنی سنتی منبع مهمی براي ارگانیسمبیان می

  .1505-1513 :، صفحات21پیاپی ، 1، شماره 6، دوره 1391مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

  محصولات لبنی، انتروکوکسیپروبیوتیک، : هاواژهکلید

  

  

  مقدمه

 بـه طـور     1970مصرف محصولات غذایی تخمیري از سـال             

ولات غذایی شامل ماست،    این محص . اي افزایش یافته است   عمده

 از قبیـل    تخمیـري پنیر، شیر بطري و همچنین محصولات غذایی        

تخمیر توسط لاکتیک اسید    . دنباشغیره  می   کفیر، کومیس، توگا و   

 در محصولات غذایی    4 به کمتر از     pHها، قادر به کاهش     باکتري

تعویق فساد مـاده   بو و، ها به دلیل تاثیر در طعم  این باکتري . است
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اثـر  . شـود یی، به طور سـنتی در تخمیـر غـذاها اسـتفاده مـی             غذا

نگهـداري   هاي اسید لاکتیک طی فرایند تولیـد و       حفاظتی باکتري 

 به خاطر شرایط اسیدي است کـه        بعدي غذاهاي تخمیري عمدتاً   

هـا بـه اسـیدهاي آلـی     ها از طریق تبدیل کربوهیدراتاین باکتري 

ن در مواد غـذایی     طول رشدشا  در) اسید استیک  اسید لاکتیک و  (

هـاي  هاي پروبیوتیک به عنـوان مکمـل   باکتري). 2(د  کننایجاد می 

شوند که به طور مفید با اصلاح       غذایی زنده میکروبی تعریف می    

). 9(دهنـد  تعادل میکروبی روده، میزبان را تحت تـاثیر قـرار مـی         

هـاي رژیمـی بـه صـورت قـرص،          ها به عنوان مکمل   پروبیوتیک

ارهاي منجمد خشک شده بـه بـازار عرضـه          کپسول، خمیر و تیم   

 کـه بـه عنـوان       هاهاي عمده اسید لاکتیک باکتري    جنس. شوندمی

،  انتروکوکوس لاکتوکوکوس، عبارتند از پروبیوتیک مطرح هستند    

 1 (لوکونوستوك، پدیوکوکوس، لاکتوباسیلوس و استرپتوکوکوس    

از قبیـل    راها مطالعات بالینی اثرات مفید پروبیوتیک     اخیراً). 11و  

تحریک سیستم ایمنی، خاصیت ضد سرطانی، اصلاح عدم تحمل   

لاکتوز، پیشگیري از اسهال را بر روي انسان و حیوان نـشان داده             

باکتریوسـین و    هاي پروبیوتیک، بـا تولیـد     چنین باکتري هم. است

  فاکتورهـاي  . کننـد هـا را مهـار مـی     اسیدهاي آلـی، رشـد پـاتوژن      

 نقـش   هـا  اسید بـاکتري   ی لاکتیک اي در خاصیت بازدارندگ   عمده

اسیداستیک و    مهمترین این فاکتورها تولید اسید لاکتیک و       .دارند

. باشـد ها می و همچنین تولید باکتریوسین    pHبه دنبال آن کاهش     

اسیدیته یا قلیائیت یک محیط تـاثیر زیـادي بـر ثبـات و فعالیـت                

ب ها دارد، از ایـن رو جـاي تعج ـ      هاي بزرگی نظیر آنزیم   مولکول

 pHهـا بـه وسـیله       ه رشد و متابولیـسم میکروارگانیـسم      نیست ک 

  ).11 و 1 (تحت تاثیر قرار گیرد

هـاي پروبیوتیـک   یکـی از منـابع مهـم بـراي جداسـازي بـاکتري      

 محـصولات لبنـی سـنتی       .محصولات لبنی تخمیري سنتی اسـت     

هاست که در بین افـراد بـومی منطقـه مـصرف            استان اردبیل سال  

ارشی از اثرات زیانبـار ایـن محـصولات بـر           شود و تاکنون گز   می

یکی از مهمترین فلـور میکروبـی       . سلامتی افراد ارائه نشده است    

هاي همچنین برخی از سویه   . این محصولات انتروکوکسی هست   

انتروکوکــسی جداســازي شــده از محــصولات لبنــی بــه عنــوان  

هـاي  پروبیوتیک مطرح شده است از طرفی دیگر بعضی از سویه          

هاي انسانی مرتبط بوده و به عنوان پاتوژن        ی با بیماري  انتروکوکس

در این تحقیق به بررسـی پتانـسیل پروبیـوتیکی و           . مطرح هست 

هـاي لبنـی سـنتی      ده از نمونـه    جداسازي ش ـ  هايایزولهشناسایی  

) محلـی (هاي خـانگی   تهیه شده به روش   )  کشک و  پنیر ،ماست(

هـاي  بـه نمـک  تحمل اسیدیته بالا و مقاومت    .  شده است  پرداخته

در ایـن  ضروري است که  صفراوي، از جمله خصوصیات اولیه و   

هاي با پتانسیل پروبیوتیکی در نظـر       تحقیق براي غربالگري سویه   

  هــاي غربــال شــده، بــا اســتفاده از شناســائی ســویه. گرفتــه شــد

پایـان فعالیـت     در. گرفتهاي بیوشیمیائی و مورفولوژیکی     تست

 3نظر بیوشـیمیایی، بـر روي       ت از هاي متفاو ضد میکروبی ایزوله  

یرســینیا  ، )PTCC 1399( اشریــشیاکولی بــاکتري پــاتوژن 

 لیـــــستریا اینوکـــــواو ) ATCC 1159 (انتروکولیتیکـــــا

)DSMZ20649 ( و همچنـــین حـــساسیت ایزولـــه هـــا بـــه  

  .گرفتبررسی قرار  موردهاي مهم بالینی بیوتیکآنتی

  هاروشمواد و 

 از مختلف محصولات لبنیهاي نمونه:  جمع آوري نمونه-1    

 جمع آوري و در مشکین شهر و مغان نقاط مختلف شهرستانهاي

هاي یخی به آزمایشگاه منتقل هاي استریل و درون بستهفالکون

  . داري شدندگردید و در یخچال نگه

براي تهیه سوسپانـسیون    : هاجداسازي و غربال اولیه باکتري     -2

 Callichiaباکتریــایی، از متــد 
  از. همکــارانش اســتفاده شــد و

سـازي و افـزایش     مـایع بـه  منظـور غنـی         MRSمحیط کـشت    

 درجـه  37جمعیت باکتریایی اولیه، در شرایط کم هوازي و دماي         

هاي مقاوم  جداسازي ایزوله  به منظور    .)8( داستفاده ش گراد  سانتی

 PBS( Phosphate-Buffered (به اسـید از محـیط معـدنی   

Saline      باpH   براساس این محیط معدنی    .  استفاده شد  3 برابر

هـاي زنـده   بـاکتري . )8 ( تهیـه شـد  Petajaو   Erkkila روش

در شرایط اسیدي تا ده برابر رقیق شدند و         ) مقاوم به اسید  (مانده  

آگـار کـشت داده      MRSبه صورت سـطحی در محـیط کـشت          
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 درجـه  37 سـاعت در دمـاي      72 تـا  48ها بـه مـدت      پلیت. شدند

  از . گــذاري شــدندایط کــم هـوازي گرمخانــه و شــر گــرادسـانتی 

هــاي بــا هــاي قابــل شــمارش، کلــونیهــاي داراي کلــونیپلیــت

مورفولوژي متفاوت جداسـازي و بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ،            

هـاي   ایزولـه . آمیزي گرم و واکنش کاتالاز آنها بررسـی شـد         رنگ

د اي شکل، گرم مثبت، کاتالاز منفی و مقاوم به اسی         باکتریایی میله 

هـاي  ضـمناً بـاکتري   . داري شـدند  نگـه در گلیسرول   جداسازي و   

  .حساس به اسید از بین رفتند و از آزمایشات بعدي حذف شدند

هاي جداسـازي شـده در شـرایط        تعیین درصد بقاء ایزوله    -3

  اسیدي معادل با شرایط اسیدي معده 

 CFU)Colony forming هـا،  براي تعیین درصد بقاء ایزوله

unit (بـراي  .  هر ایزوله به صورت جداگانه تعیـین گردیـد         براي

و ) لحظه تلقـیح (لیتر در زمان صفر  به ازاي هر میلی CFUتعیین  

هاي باکتریایی اولیـه و تلقـیح شـده      کشت ، از 3در انتهاي ساعت    

سـازي و    برابـر رقـت    10 به صورت سریالی تـا       PBSدر محیط   

بـه   کشت به صورت سـطحی انجـام گردیـده و          2براي هر رقت    

-72به مدت    گراد درجه سانتی  37هوازي و در دماي     صورت کم 

هـاي  هـاي حـاوي کلنـی     پلیت. گذاري شدند  ساعت گرمخانه  48

 200 الـی    20هـاي داراي    قابل شمارش و به طور معمـول پلیـت        

  . ، براي شمارش انتخاب شدندکلنی

  :لیترازاي هر میلیتعداد باکتري به

 DNNV

C
ML

COUNT



)21.0(1

  

C = ها هاي شمارش شده روي همه پلیتاد کل کلنیتعد  

V =ها حجم تلقیحی به کار برده شده براي همه پلیت  

N1 = ترین رقت هاي شمارش شده از پائینتعداد پلیت  

N2 = هاي شمارش شده از بالاترین رقت تعداد پلیت  

D = ترین رقتی که شمارش کلنی انجام گرفته استپائین .  

 باکتریایی در زمان صفر   هاي  ي همه ایزوله  برا CFUبدین ترتیب   

ــه محــیط معــدنی  ، )لحظــه تلقــیح( ــان  PBS انتقــال ب و در پای

 و  آگـار محاسـبه    MRSدر محـیط   ،تعیـین   سـاعته  3انکوباسیون  

  ). 3(  گردیدمقایسه

هـاي  هاي صـفراوي بـراي ایزولـه      تعیین مقاومت به نمک    -4

 و  Gillilandروش  اجـراي ایـن مرحلـه بـا         : مقاوم بـه اسـید    

مایع به عنوان کنتـرل      MRSمحیط کشت   .  شد انجامهمکارانش  

ــل 3/0 مــایع داراي MRSو  ــوان ) Oxgall( درصــد بای ــه عن ب

رشـد هـر نـیم سـاعت        . استفاده شد ) تیمار(کشت مورد آزمایش    

 نانومتر بـا    600گیري جذب نوري در طول موج       یک بار با اندازه   

نـی جـذب براسـاس      گیري و منح  استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه   

بـر حـسب دقیقـه      رشـدي    اختلاف   ود  شزمان انکوباسیون رسم    

 بیان و به عنوان تاخیر در رشـد در نتیجـه اثـر بازدارنـدگی بایـل             

  ).3( در نظر گرفته شد) نمک هاي صفراوي(

: شناسایی فنوتیپی ایزوله هاي داراي پتانسیل پروبیـوتیکی        -5

نـه براسـاس    هاي جداسـازي شـده در سـطح گو         شناسایی ایزوله 

ی، گ بر توسطمشخصات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی توصیه شده       

 و وود و هولزاپفل و همکـاران        1986اسنس و همکاران در سال      

دماي رشد، تحمل به نمـک و       ). 12(  انجام گردید  1995در سال   

pH    در محـیط   ) قنـد 17شـامل   ( ها  و الگوي تخمیر کربوهیدرات

ف شده بـه وسـیله      هاي توصی   مایع، براساس روش   MRSکشت  

Harrigan   و McCance   رشـد در   .  تعیـین شـد    1976 درسال

هاي کوکسی شـکل     گراد براي ایزوله    درجه سانتی  45 و   15دماي  

 48الـی    24اي بعد از انکوباسـیون بـه مـدت           به صورت مشاهده  

 وزنـی   - درصـد حجمـی    5/6( تحمل نمـک  . ساعت ارزیابی شد  

اسیون در دماي   با انکوب )  مایع MRS کلریدسدیم درمحیط کشت  

 سـاعت، بـراي     72بـه مـدت     ) گراد  درجه سانتی  37(ایزولاسیون  

هـا بـراي    الگوي تخمیر کربوهیدرات  . ها تعیین گردید   همه ایزوله 

 مـایع داراي معـرف فنـل        MRSها در محیط کـشت       همه ایزوله 

  . )4 (تعیین گردید)  گرم بر لیتر05/0( قرمز

بررسی خـصوصیات   : ها ایزوله ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی   -6

هاي ایزوله شده در شرایط آزمایشگاهی  علیـه         سویه نتاگونیستیآ

یرســینیا ، )PTCC 1399( اشریــشیاکولی پـاتوژن  سـه بــاکتري 
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 لیـــــستریا اینوکـــــواو ) ATCC 1159 (انتروکولیتیکـــــا

)DSMZ20649(   گـذاري  با روش چاهـک     به عنوان اندیکاتور 

تهیـه گردیـد و   هـا    در ابتـدا عـصاره انتروکوسـی       .صورت گرفت 

  تنظیم گردید  7 مولار در حد     NaOH 4 مایع رویی با   pHسپس  

/. 7(% Soft BHIagarمحیط کشت هاي پاتوژن به  باکتري).6(

سپس روي محـیط   . دشدنپخش   ها در پلیت  و سریعاً  تلقیح) آگار

 چاهـک داخـل هـر     .  ایجاد گردید  متر میلی 5 به قطر    هاییچاهک

هاي مورد بررسی ریخته شد    باسیل میکرولیتر از عصاره لاکتو    100

گیري  اندازه مترها براساس میلی  چاهکقطر هاله شفاف اطراف     و  

  ). 6( شد

  هاي مختلفبیوتیکبررسی حساسیت به آنتی -7

هاي بیوتیک روش انتشار دیسک به آنتی     وسیلههها ب مقاومت سویه 

 سـیلین، سپیروفلوکـساسین،   کلرامفنیکل، آمپی : مهم بالینی از قبیل   

متوپریم، تتراسایکلین، اریترومایسین و ونکومایـسین بررسـی      تري

هاي مورد مطالعه به    اساس اندازه هاله بازدارندگی باکتري     بر. شد

  .بندي شدندهاي مقاوم، متوسط و حساس طبقهگروه

  هایافته

ترین یکی از مهم: هاي مقاوم به اسیدجداسازي ایزوله -1    

قابلیت  کی تحمل اسیدیته معده وهاي پروبیوتیمشخصه باکتري

 pHبا  PBS غربالگري در محیط معدنی . باشدعبور از معده می

 ایزوله 26 ساعت منجر به جداسازي 5/2 به مدت 3برابر 

هاي اسید لاکتیکی باکتريبه عنوان کوکسی شکل مقاوم به اسید 

  . نمونه لبنی پنیر، ماست و کشک گردید5از 

  

  

  

  هاي کوکسی شکل جداسازي شده ایزوله منشا و تعداد-1جدول 

هاي کوکسی شکلتعداد ایزوله   نوع محصول لبنی

6  

6  

2  

6  

6  

A )کشک مغان(  

B)کشک مشکین(

C) پنیرسنتی مشکین(

 D) پنیر سنتی مغان(  

E )ماست مغان(  

 جداسازي شده هاي ایزوله: بررسی مقاومت ایزوله ها به اسید-2

 تعیین درصد بقاء در محیط سازي، به منظوردر مرحله غربال

 5/2 برابر pHبا  PBSاسیدي به طور جداگانه در محیط معدنی 

ها در که درصد بقاء ایزوله ساعت انکوبه گردیدند 3به مدت 

ها ایزوله،  بر اساس درصد بقاء. آورده شده است1نمودار شماره 

شکل با درصد  ایزوله کوکسی 5.  گروه تقسیم بندي شدندسهبه 

 75 تا 50 ایزوله در صد بقاء بین 12 درصد و 50 تا 30ن بقاء بی

 نشان  رادرصد100 تا75 ایزوله در صد بقاء بین 9و درصد 

 درصد را 30ها  درصد بقاء بالاي   ایزولههمههمچنین . دادند

  مغانهاي جداسازي شده از نمونه کشک ایزوله. نشان دادند

.  دادندرا نشان)  درصد50بالاي (همگی درصد بقاء خوبی 

 همگی درصد بقاء مغان سنتی رهاي جداسازي شده از پنی ایزوله

 نمودار شماره در. را نشان دادند)  درصد75بالاي (بسیار خوبی 

 جداسازي شده در محیط   ایزوله26اختلاف درصد بقاء  1

 ساعت نشان داد شده 3به مدت  5/2برابر  pH با  PBSمعدنی

. است
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  5/2برابر pH با PBS ها در محیط اسیدي صد بقاء ایزوله در - 1نمودار 

هایی که درصد ایزوله: هاي صفراويتعیین تحمل به نمک -3 

شان به بقاء بهتري را در محیط اسیدي نشان دادند میزان تحمل

 A6-E1-D6به غیر از ایزوله . هاي صفراوي بررسی شدنمک

ها همگی ه ایزولهبقی. دداکه یک تاخیر رشد یک ساعته را نشان 

نتایج بدست . تاخیر رشد کمتر از یک ساعت را نشان دادند

آمده بر اساس پیشنهاد ارائه شده توسط چاتئو و همکارانش در 

ایجاد  رشد ، که چهار گروه متمایز را براساس تاخیر1994سال 

هاي صفراوي تشخیص داده بودند، تحلیل شده به وسیله نمک

  ) 2جدول : (ند از این چهار گروه عبارت.شد

A  : هاي مقاوم ایزولهشامل)min15d(  

B : هایی با تحمل بالا ایزولهشامل)min1540  d(   

:Cهاي با تحمل ضعیف  ایزوله شامل)min4060  d (  

D :هاي حساس  ایزولهشامل)min60d(  

  

  

  )Bile oxgall(هاي صفراوي  هاي ایزوله شده بر اساس مقاومت به نمک اکتريبندي ب دسته -2جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاسویه

  خیر رشد بر حسب دقیقهأت
1

d <15  

2  

40<d <15  

3  

60<d< 40  

4  

d <60  

A5-B6-C5-D1-D2-D4-D5-E7-A1-B7+        

B1-B2-B4-B5-C6-D3-E3  +      

A2-A3-A4-E2-E4-E6    +    

A6-D6-E1      +  
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شناسـایی  : هـاي انتخـاب شـده     شناسایی فتوتیپی بـاکتري    -4

ــه هــا در ســطح گونــه براســاس الگــوي تخمیــر  مقــدماتی ایزول

در  گراد درجه سانتی  45  و 15ها و رشد در دماهاي      کربوهیدرات

 5/6(ع، رشـد در غلظـت بـالاي نمـک            مـای  MRSمحیط کشت   

قنـدهاي  . و تولید گاز از تخمیر قنـد گلـوکز تعیـین شـد            ) رصدد

سوکروز، سـوربیتول، لاکتـوز،   : مورد استفاده در این تحقیق شامل    

گالاکتوز، ترهالوز، فروکتوز، آرابینوز، رامنوز، سالیـسین، گلـوکز،         

 سـلوبیوز  اینوزیتول، مالتوز، مـانوز، مـانیتول، گزیلـوز، رافینـوز و       

 گـروه  4 انتروکوکـسی در       ایزولـه  26با تحلیل این نتـایج،      . بودند

در ) A3, B1, B2, A4, A5, B5( هـاي مختلف شامل ایزوله

هـاي  ایزولـه ) E. faecalis(  س فکـالیس وانتروکوکگونه درون 

)A1, A2, B4 (  انتروکوکـوس آویــوم در گونـه) E.avium (

 ,C5, D1, D6, C6, D2, D4,D5, D7, E1 ,(هاي ایزوله

E2, E3,B7, E4, E6, E7 (  انتروکوکـوس فاسـیوم  در گونـه 

)E.faecium (هـاي  ایزوله)A6, B6 (  انتروکوکـوس  در گونـه

بعد از شناسایی مقـدماتی،  . قرار گرفتند)  E. durans (دورانس

 Jacard و روش    NTsyspcآماري   نرم افزار  نتایج با استفاده از   

  . شده است آورده2شد که در نمودار تحلیل 

Coefficient
0.00 0.15 0.30 0.45 0.60

          

 A1 
 A2 

 E.avium 
 B4 
 A3 

 E.Faecalis 
 B1 
 B2 
 A4 
 B5 
 A5 
 A6 
 B6 

 E.Durans 
 B7 
 C5 
 D1 
 C6 
 D2 
 D4 
 D6 

 E.Faecium 
 D5 
 D7 
 E1 
 E4 
 E6 
 E7 
 E3 
 E2 

  

 26هاي بیوشیمیایی انجام شده براي  نتایج حاصل از تست) Jacard و روش NTsys pcبااستفاده ازنرم افزارآماري ( دندوگرام مربوط به تحلیل آماري، -2نمودار 

  مطالعه جداسازي شده در  انتروکوکسی ایزوله

  

هـاي ایزولـه     انتروکوکـسی   ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی      -5

  نظر بیوشیمیایی ده متفاوت ازش

هاي متفاوت از نظر بیوشیمیایی، براي بررسی فعالیت ضد ایزوله

نتایج مربوط به اثر . میکروبی مورد آزمایش قرار گرفتند

گیري قطر  با اندازهیهاي مختلف انتروکوکسبازدارندگی ایزوله

 همه تقریباً.  شده است آورده3هاي عدم رشد در جدول هاله

یک اثر ) مایع رویی خنثی نشده(ها در حالت طبیعی ایزوله

 این اثر مربوط ها داشتند که احتمالاًبازدارندگی روي همه پاتوژن

  به تولید اسید لاکتیک و یا به دلیل وجود پراکسید هیدروژن 

هاي متفاوت مایع رویی ایزوله pH ولی در حالتی که. باشدمی

از . ارندگی محدود شددر حد خنثی تنظیم گردید این اثر بازد

هاي که بر اساس تست B6 و ایزوله A1ها، ایزوله بین ایزوله



  1391بهار  ،21 پیاپی ،1، شماره 6تبریز، دوره واحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی                                                                                                               ...پروبیوتیکی انتروکوکسیل ارزیابی پتانسی

  

١۵١١

انتروکوکوس  و انتروکوکوس آویوم بیوشیمیایی به عنوان

 هم در حالت خنثی شده و ه بودند، تقریباًشناخته شد دورانس

هم در حالت خنثی نشده اثر بازدارندگی یکسانی بر روي 

رسد که این بنابراین به نظر می. ندهاي مختلف نشان دادپاتوژن

  . باشدهااثر مربوط به تولید مواد ضد میکروبی در این باکتري

  ها برخی از ایزولهمربوط به فعالیت آنتاگونیستی) متربرحسب میلی( هاي عدم رشد اندازه قطر هاله -3جدول 

  )pH=6.5( خنثی شده pHمایع رویی با   )pH=4( طبیعی pHمایع رویی با 

Listeria  

Innocua  

DSMZ 20649

Yersinia
Entercolitica
ATCC 1159

E.coli  

PTCC  1399

Listeria  

innocua  

DSMZ20649  

Yersinia
Entercoliticaa  

ATCC 1159  

E.coli  

PTCC 1399  

  

  

+  +  ++__  E. faecium (E6)

+++  +_+  E. avium (A1)

+  ++  _  _  _  E. faecalis (A3)

+++_+  +E. durans (B6)

++++_  _E. faecium (E1)

  

  هاي مختلفبررسی حساسیت به آنتی بیوتیک -6

ها به ونکومایسین و کلرامفنیکل نتایج نشان دادند که تمامی سویه

همچنین همه آنها به سولفامتوکسازول مقاوم . حساس بودند

س و به تتراسایکلین حسا) E1, E6, A2, A5( سویه 4. بودند

و یک سویه ) B7( انتروکوکسی فاشیومیک سویه متعلق به 

. به تتراسایکلین مقاوم بود) A5(انتروکوکسی فکالیس متعلق به 

هاي اریترومایسین و ها به آنتی بیوتیکهمچنین تمامی سویه

.نسبی نشان دادند) متوسط( مقاومت نسیلیآمپی

  گیري و نتیجهبحث

 هاي موجـود در حفظ بقاء باکتريرفتارهاي فیزیولوژیکی براي      

  دســتگاه گــوارش، شــامل مقاومــت بــه شــرایط اســیدي معــده و 

در مـورد شـرایط فیزیولـوژیکی    . باشـد هـاي صـفراوي مـی    نمک

هاي پروبیوتیک در حین عبور از شرایط اسیدي معده مثل          باکتري

هاي کمی وجود دارد، اما دانستهATP فعالیت متابولیکی و تولید 

ضوح ثابت شده، این است که مقاومت به شـرایط          چیزي که به و   

هاي مختلف یک گونه متفـاوت اسـت        اسیدي معده در بین سویه    

 داد هروش غربالگري استفاده شده در این تحقیق به ما اجـاز       ).5(

 ـ 5  مقاوم به اسید به طور مستقیم از       ه سوی 26که    محـصول   ه نمون

هاي  کتري با هگیر هم لبنی سنتی، بدون جداسازي مقدماتی و وقت      

در ایـن مطالعـه بـراي    . فلور پر جمعیـت آنهـا، جداسـازي کنـیم      

بـا   PBSهاي مقاوم به اسید، از محیط معـدنی         جداسازي باکتري 

pH    کـه بـسیاري از     اسـتفاده شـد    ساعت   5/2به مدت    3 برابر با 

 کـانوي، گورپـاچ و      .رفتنـد هاي حساس به اسـید از بـین         باکتري

 از  2002کـارانش در سـال       و پارك و هم    1987گولدین در سال    

 تغییر یافته براي این منظـور اسـتفاده کردنـد        pH با   PBSمحیط  

 کانوي و همکـارانش نـشان دادنـد کـه بقـاء             1987در سال   ). 7(

 نسبت به محتوي معدي، بـه خـاطر         PBSلاکتوباسیلی در محیط    

ــر روي     ــدي ب ــوي مع ــود در محت ــات موج ــاظتی ترکیب ــر حف   اث

اي که پناچیا   در مطالعه . تر است پائینهاي باکتریایی، اندکی    سلول
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هـاي سوسـیس     بر روي لاکتوباسـیل    2004و همکارانش در سال     

 با  PBS  درصد بقاء را در    80هایی که بالاتر از     انجام دادند، سویه  

pH   براي مطالعات بیـشتر     ، ساعت نشان داد   3به مدت    5/2 برابر 

ظـر  بـا در ن   ). 8( و بررسی خصوصیات پروبیوتیکی انتخاب کـرد      

هـاي  هسویبین  موارد گفته شده، باید اشاره کرد که از   هگرفتن هم 

 50 سویه درصـد بقـاء بـالاتر از          22انتخاب شده در این تحقیق،      

ها براي مطالعات بیشتر    درصد را نشان دادند و انتخاب این سویه       

  . با مطالعات قبلی مطابقت داشت

و  صفرا یک نقش اساسی در مکانیـسم دفـاعی اختـصاصی             هکیس

کند و بزرگی اثر بازدارندگی آن بـه  غیر اختصاصی روده بازي می    

بـاور بـر    ). 10(شـود   هاي صفراوي تعیین می    غلظت نمک  هوسیل

هاي این است که در دستگاه گوارشی انسان میانگین غلظت نمک         

-حجمی است و براي غربـال سـویه       /  درصد وزنی  3/0صفراوي  

ایـن  ). 10(شـود   یهاي مقاوم به صفرا، بحرانی و کافی تلقـی م ـ         

 هسـوی  26غلظت در ایـن مطالعـه بـراي ارزیـابی قابلیـت رشـد               

بـه  .  هاي صفراوي انتخاب گردیـد    انتخاب شده در حضور نمک    

، که تاخیر رشدي یک ساعته داشـت       A6-E1-D6 غیر از ایزوله  

بقیه سویه ها با سـطوح مختلفـی از مقاومـت قـادر بـه رشـد در                  

در  .صـفراوي بودنـد   هـاي   درصد نمـک   3/0محیط کشت داراي    

 توسط چـاتئو، دسـچامس، و هـادج         1994اي که در سال     مطالعه

 38هاي صـفراوي بـر روي رشـد         ساسسی انجام شد، تاثیر نمک    

 اسـتفاده شـده بـه عنـوان پروبیوتیـک         ه لاکتیک اسید باکتري   سوی

هاي مـورد آزمـایش بـه       نیمی از سویه  . مورد آزمایش قرار گرفت   

 درصد قـرار گرفتنـد و       3/0راوي  هاي صف آرامی تحت تاثیر نمک   

تاخیر  رشد زیر یک ساعت را تا رسیدن بـه یـک جـذب نـوري       

 مـایع در    MRS نانومتر در محیط کشت      600 در طول موج     3/0

مقایسه با کشت کنترل بـدون نمـک هـاي صـفراوي بـه نمـایش          

 براساس روش فنوتیپی    مذکورهاي  شناسایی ایزوله ). 3(گذاشتند  

فیزیولـوژي    موارد الگوي بیوشیمیایی و    انجام گردید و در بعضی    

 کـه نیـاز بـه شناسـایی      مبهمی براي بعضی ایزوله ها حاصل شـد       

 نوع محـصول لبنـی      5ها از   همه ایزوله . دهدمولکولی را نشان می   

 مـشگین   هاي کشک شهرستان  ماست و  متفاوت شامل پنیرسنتی،  

  رغــم وجــود علــی.  جداســازي گردیــد)اردبیــل(شــهر و مغــان 

ها الگـوي    لبنی متفاوت، در برخی موارد همگی ایزوله       هاينمونه

بیـشترین  . فیزیولـوژیکی یکـسانی را نـشان دادنـد         بیوشیمیایی و 

هـاي روئـی     مـایع  pHفعالیت بازدارندگی زمانی مشاهده شد که       

 خنثـی   pHهاي روئـی بـا      طبیعی بودند، اما در بعضی موارد مایع      

ــد   ــشان دادن ــشتري ن ــدگی بی ــت بازدارن ــستر. فعالی ــوالی    یا اینوک

نتایج نشان داد که عـلاوه   . ترین باکتري مورد آزمایش بود    حساس

هـاي  بر اسیدهاي آلی مواد ضد میکروبی دیگري بر علیه بـاکتري          

همچنـین، از   . شناساگر مورد آزمایش در این مطالعه وجود دارند       

هاي یک گونه طیف بازدارندگی متفـاوتی نـشان         آنجائی که سویه  

میزان مقاومت به   . وبی وابسته به سویه بود    دادند، طیف ضد میکر   

و حـساسیت بـه      خاصیت ضد میکروبـی      ، همچنین  صفرا واسید  

هاي جداسـازي شـده در      در بین  ایزوله   هاي مختلف   بیوتیکآنتی

  . بالایی برخوردار بود و تنوعتفاوت این  تحقیق از

شــود کــه  گیــري مــی نتیجــههــاي ایــن بررســی بـر اســاس یافتــه 

ارزشـی جهـت     ، منابع بـا   مناطق مذکور ختلف  محصولات لبنی م  

هـاي جداسـازي     ایزوله. هاي پروبیوتیک هستند  جداسازي باکتري 

 مقاومـت بهتـري نـسبت بـه     پنیر سنتی و کـشک    ي  شده از نمونه  

اثـر آنتاگونیـستی     نمک صفراوي نشان دادنـد و      شرایط اسیدي و  

هاي پاتوژن تست شـده داشـتند کـه         خیلی خوبی بر روي باکتري    

هـاي   باشـد ولـی بررسـی     میمربوط به تولید باکتریوسین       لاًًاحتما

ایـن   روش اسـتفاده شـده در     . نیاز است  بیشتر در این زمینه مورد    

اسـتفاده  (هاي مقاوم به اسـید      تحقیق، به منظور جداسازي باکتري    

با توجه به بار میکروبـی      ) 3 برابر   pH  با   PBSاز محیط معدنی    

وانـد روش مناسـبی بـراي       ت بالا در محصولات لبنـی سـنتی، مـی        

 هاي با پتانسیل پروبیوتیکی باشـد و      شناسایی باکتري  جداسازي و 

زمان بر جمعیت باکتریـایی اولیـه    نیاز براي جداسازي مقدماتی و    

  .سازد را برطرف می
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Abstract

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

Keywords: Probiotics, Enterococci, Traditional dairy products
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چكيده


انتروكوكسي نقش مهمي در صنعت لبنيات دارد. همچنين بعضي از انتروكوكسيها با منشاء لبنيات به عنوان پروبيوتيك گزارش شدهاند. هدف از این تحقیق، جداسازی و شناسایی انتروكوكسيها از محصولات لبنی سنتی مناطق مشکین شهر و مغان (اردبیل) و بررسی پتانسیل پروبیوتیکی آنها میباشد. در حضور بافر فسفات سالين ( pH برابر 5/2) 26 ايزوله مقاوم به اسيد و در حضور نمكهاي صفراوي، 10 ایزوله مقاوم، 7 ایزوله با تحمل بالا، 6 ایزوله با تحمل ضعیف و 3 ایزوله حساس شناسايي شد. شناسايي بيوشیميايي تعلق ايزولهها به گونههاي انتروكوكس آویوم (E .avium)، انتروكوكس فاسیوم (E. faecium)، انتروكوكس دورانس (E. durans) و انتروكوكس فكاليس ( E. faecalis) را نشان داد. همچنين فعاليت آنتاگونيستي بررسي شده با روش چاهكگذاري نشان داد كه ايزولهها داراي قدرت مهاركنندگي عليه اشريشيا كولي، يرسينيا انتروكوليتيکا و ليستريا اينوکوا هستند. بررسی حساسیت به 
آنتیبیوتیکهای مختلف نشان داد که تمامی سويهها به ونکومايسين و کلرامفنيکل حساس بودند. همچنين همه آنها به سولفامتوكسازول مقاوم بودند. نتايج بيان ميكند كه محصولات لبني سنتی منبع مهمي براي ارگانيسمهايي با خاصيت پروبيوتيكي ميباشند.

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

كليد واژهها: پروبیوتیک، انتروكوكسي، محصولات لبني

مقدمه

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

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

مواد و روشها

    1- جمع آوری نمونه: نمونههای مختلف محصولات لبني از نقاط مختلف شهرستانهای مشکین شهر و مغان جمع آوری و در فالکونهای استریل و درون بستههای یخی به آزمایشگاه منتقل گردید و در یخچال نگهداری شدند. 

2- جداسازی و غربال اولیه باکتریها: برای تهیه سوسپانسیون باکتریایی، از متد Callichia  و همکارانش استفاده شد. از محیط کشت MRS مایع به  منظور غنیسازی و افزایش جمعیت باکتریایی اولیه، در شرایط کم هوازی و دمای 37 درجه سانتیگراد استفاده شد (8). به منظور جداسازی ایزولههای مقاوم به اسید از محیط معدنی (PBS) Phosphate-Buffered Saline  با  pH برابر 3 استفاده شد. اين محيط معدني براساس روش Erkkila  و Petaja تهیه شد (8). باکتریهای زنده مانده (مقاوم به اسید) در شرایط اسیدی تا ده برابر رقیق شدند و به صورت سطحی در محیط کشت MRS آگار کشت داده شدند. پلیتها به مدت 48 تا72 ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد و شرایط کم هوازی گرمخانهگذاری شدند. از 
پلیتهای دارای کلونیهای قابل شمارش، کلونیهای با مورفولوژی متفاوت جداسازی و با استفاده از میکروسکوپ، رنگآمیزی گرم و واکنش کاتالاز آنها بررسی شد. ایزولههای  باکتریایی میلهای شکل، گرم مثبت، کاتالاز منفی و مقاوم به اسید جداسازی و در گليسرول نگهداری شدند. ضمناً باکتریهای حساس به اسید از بین رفتند و از آزمایشات بعدی حذف شدند.


3- تعیین درصد بقاء ایزولههای جداسازی شده در شرایط اسیدی معادل با شرایط اسیدی معده 

برای تعیین درصد بقاء ایزولهها،  CFU(Colony forming unit) برای هر ایزوله به صورت جداگانه تعیین گردید. برای تعیین CFU به ازای هر میلیلیتر در زمان صفر (لحظه تلقیح) و در انتهای ساعت 3، از کشتهای باکتریایی اولیه و تلقیح شده در محیط PBS به صورت سریالی تا 10 برابر رقتسازی و برای هر رقت 2 کشت به صورت سطحی انجام گردیده و به صورت کمهوازی و در دمای 37 درجه سانتیگراد به مدت 72-48 ساعت گرمخانهگذاری شدند. پلیتهای حاوی کلنیهای قابل شمارش و به طور معمول پلیتهای دارای 20 الی 200 کلنی، برای شمارش انتخاب شدند. 


تعداد باکتری بهازای هر میلیلیتر:
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C = تعداد کل کلنیهای شمارش شده روی همه پلیتها 


V= حجم تلقیحی به کار برده شده برای همه پلیتها 


N1 = تعداد پلیتهای شمارش شده از پائینترین رقت 


N2 = تعداد پلیتهای شمارش شده از بالاترین رقت 


D = پائینترین رقتی که شمارش کلنی انجام گرفته است. 


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


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

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

6- ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی ایزولهها: بررسی خصوصیات آنتاگونیستی سویههای ایزوله شده در شرایط آزمایشگاهی  علیه سه باکتری پاتوژن اشريشیاکولی (PTCC 1399)، یرسینیا انتروکولیتیکا (ATCC 1159) و لیستریا اینوكوا (DSMZ20649) به عنوان اندیکاتور با روش چاهكگذاري صورت گرفت. در ابتدا عصاره انتروکوسیها تهيه گرديد و سپس pH مایع رویی باNaOH 4 مولار در حد 7 تنظیم گردید (6). باكتريهاي پاتوژن به محیط کشت Soft BHIagar (%7/. آگار) تلقیح و سریعاً در پلیتها پخش شدند. سپس روی محیط چاهکهایی به قطر 5 میلیمتر ایجاد گردید. داخل هر چاهک 100 میکرولیتر از عصاره لاکتوباسیلهای مورد بررسی ریخته شد و قطر هاله شفاف اطراف چاهکها براساس میلیمتر اندازهگیری شد (6). 


7- بررسی حساسیت به آنتیبیوتیکهای مختلف

مقاومت سويهها بهوسيله روش انتشار ديسک به آنتيبيوتيکهاي مهم باليني از قبیل: کلرامفنيکل، آمپيسيلين، سپيروفلوكساسين، تريمتوپريم، تتراسايكلين، اريترومايسين و ونكومايسين بررسی شد. بر اساس اندازه هاله بازدارندگي باکتريهاي مورد مطالعه به گروههاي مقاوم، متوسط و حساس طبقهبندي شدند.

یافتهها

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

جدول 1- منشا و تعداد ایزولههای کوکسی شکل جداسازی شده

		تعداد ایزولههای کوکسی شکل

		نوع محصول لبنی



		6

6

2

6

6



		A (كشك مغان)


 B(كشك مشكين)

C (پنيرسنتي مشكين)

 D (پنير سنتي مغان)

E (ماست مغان)





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

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

A:  شامل ایزولههای مقاوم (
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B: شامل ایزولههایی با تحمل بالا (
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:C شامل ایزولههای با تحمل ضعیف (
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D: شامل ایزولههای حساس (
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جدول 2- دستهبندی باکتریهای ایزوله شده بر اساس مقاومت به نمکهای صفراوی (Bile oxgall)




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



5-  ارزیابی فعالیت آنتاگونیستی  انتروکوکسیهای ایزوله شده متفاوت از نظر بیوشیمیایی


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

جدول 3-  اندازه قطر هالههای عدم رشد (برحسب میلیمتر) مربوط به فعالیت آنتاگونیستی برخي از ايزولهها

		مايع رويي با pH طبيعي (pH=4)

		مايع رويي با pH خنثي شده (pH=6.5)



		Listeria

Innocua

DSMZ 20649


		Yersinia


Entercolitica ATCC 1159

		E.coli

PTCC  1399

		Listeria

innocua

DSMZ20649

		Yersinia


Entercoliticaa

ATCC 1159

		E.coli

PTCC 1399

		



		+

		+

		+

		+

		_

		_

		E. faecium (E6)



		+

		+

		+

		+

		_

		+

		E. avium (A1)



		+

		+

		+

		_

		_

		_

		E. faecalis (A3)



		+

		+

		+

		_

		+

		+

		E. durans (B6)



		+

		+

		+

		+

		_

		_

		E. faecium (E1)





6-
بررسی حساسیت به آنتی بیوتیکهای مختلف

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

بحث و نتیجهگیری

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


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


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

تشکر و قدردانی

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