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بدين  .باشدهاي بيماريزا ميلاكتيك از كره محلي مسكه، در برابر باكتريهاي اسيدهدف از اين پژوهش، بررسي خواص ضد ميكروبي باكتري: چكيده

نسبت به   16S rRNA)يابي ناحيه ژن توالي(و مولكولي هاي مبتني بر كشت آوري شده و با استفاده از روشمنظور، سه نمونه شير، ماست و مسكه جمع

با استفاده از  S.aureusو  E.coli ،L.innocoa هايهاي فوق در برابر شاخصجدايه ضد پاتوژنيكيت فعال .اقدام شد ،لاكتيكهاي اسيدشناسايي باكتري

، لاكتوباسيلوس دلبروكي :عبارت بودند ازنتايج حاصل از تعيين توالي،  .مورد سنجش قرار گرفتWell diffusion assay و  Agar Spotدو تكنيك

 لئوكونستوك و لاكتوكوكوس لاكتيس، استرپتوكوكوس ترموفيلوس، )ايكوو يورينه ويريدنس(ائروكوكوس ،)فاسيوم، دورانس، هيرايي(تروكوكوسان

تري در برابر حداقل يك باك جدايه Well diffusion assay،20و در  جدايه Agar Spot ،23ي مورد آزمون، در تكنيك جدايه 51از ميان . مزنتروئيدز

و انتروكوكوس متعلق به دو ايزوله  بعلاوهاثر بازدارندگي داشته  E.coliها بر روي بيماريزا، فعاليت بازدارندگي نشان دادند كه از اين ميان اكثر ايزوله

 .ندايجاد كرده بود با قطر قابل توجه روي ليستريا هاله شفافبر  نيز Agar spotدر تكنيك  كه استرپتوكوكوس

  

  Agar Spot ،Well diffusion assayهاي اسيد لاكتيك، خواص بازدارندگي، باكتريوسين، باكتري :واژه هاي كليدي
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   دمهقم

- هاي حاصل از شير بز و گوسفند، داراي طعم و مزه خاصي است كه با فرآوردهفرآورده .هاي توليد شده، از شير گوسفند و بز بودندنخستين كره

هاي مورد ترين كرهمسكه يكي از متداول .نام دارد 1ي تلمبي حاصل از ماست در ايران، مسكهكره .شير خام گاو كاملا متفاوت است هاي حاصل از

اين محصول . باشد كه طي فرايند خاصي از شير گاو يا گوسفند قابل استحصال استاي از مشتقات ماست مياستفاده در ناحيه جنوب خراسان و فرآورده

-همچنين لازم به ذكر است، در توليد سنتي اين محصول، يا از فرايند حرارتي استفاده نمي. م و آروماي خوب و قابليت هضم بالايي برخوردار استاز طع

ع با هاي اسيد لاكتيك متنوتواند به صورت بالقوه، حاوي باكتريبنابر خصوصيات ذكر شده، اين محصول مي. باشدشود يا اعمال آن بسيار اندك مي

  ).1391قيامتي يزدي، ( خصوصيات ايجاد عطر وآروماي فراوان باشد

دارند  را خود خاص فيزيولوژيكي و متابوليكي مورفولوژيكي، هايويژگي كه هستند مثبت گرم هايباكتري از گروهي لاكتيك، اسيد هايكتريبا

آيند ها به شمار ميك منبع با ارزش از عوامل ضد ميكروبي، يعني باكتريوسينهاي اسيد لاكتيك، يعلاوه بر آن، باكتري .)2006ساويجوكي و همكاران، (

باكتريوسين ها، پپتيد هاي سنتز شده ريبوزومي هستند كه داراي فعاليت ضد ميكروبي بوده و پتانسيل به كارگيري در  ).2005كوتر و همكاران، (

 به آن ميكروبي فلور كه ي محلي،در غذاهاي لبني محلي مانند پنير و كره. ا دارا مي باشندكنترل پاتوژن هاي غذا زاد و ميكروارگانيسم هاي مولد فساد ر

 و استرپتوكوكوس ،پديوكوكوس ،لاكتوكوكوس ،لاكتوباسيلوس هايجنس به متعلق عموما شده، ايزوله هايشود، باكتريمي ايجاد طبيعي طور

-كره ذاتي و طبيعي هايميكروارگانسيم واقع در و بوده اهميت حائز بسيار كره ميكروبي فلور بين در لاكتيك اسيد هايباكتري. باشندمي انتروكوكوس

 تحقيقات زيادي .)2008آيدو و كرم، (دباشن كره داشته هايويژگي روي بر خاصي تاثير توانندمي خانواده اين هايجنس از كي هر. اندبوده هاي محلي

بررسي و  مورد )مولكولي(هاي مبتني بر كشت سنتي و مدرن روش از استفاده با لاكتيك اسيد هايباكتري و پذيرفته انجام محصولات محلي روي بر

 هايباكتري شناسايي و بررسي به ريبوزومي S16 ژنيابي توالي از حاصل نتايج از استفاده ، با)2011( و همكاران عدالتيان .گرفته اند قرار شناسايي

 تا شير مرحله از( ليقوان پنير در را لاكتوباسيلوس و لاكتوكوكوس ،انتروكوكوس هايگونه توانستند ها،آن. پرداختند يقوانل پنير در موجود لاكتيك اسيد

هاي لاكتيك اسيد ايزوله شده هاي توليد شده توسط باكتري، بر روي تنوع باكتريوسين)2006(رودريگز و گونزالس  .كنند شناسايي) رسيده پنير توليد

باكتري توليد  82. نمونه شير گوسفند، گاو و بز، ايزوله شدند 289هاي اسيد لاكتيك توليد كننده باكتريوسين، از باكتري. ام، تحقيق نمودنداز شير خ

   .كننده باكتريوسين، از لحاظ فنوتيپي و ژنوتيپي، شناسايي شدند

ايزوله شده از پنير هاي سنتي ) انتروسين(اي انتروكوكوس ، مطالعه اي بر روي خواص ضدميكروبي باكتري ه)2012(عدالتيان و همكاران 

ايزوله ، اثر بازدارندگي را بر روي حداقل يك  48ايزوله انتروكوكوس، تعداد  96در اين بررسي مشخص شد از تعداد . انجام دادند) ليقوان و كوزه(ايراني 

 Well سويه مختلف ، در محيط كشت مايع در روش 15يزوله مطابق با ا 20كه از اين تعداد، . نشان دادند  Agar spotباكتري شاخص در روش 

Diffusion Assay مشخص شد كه تركيبات شبه باكتريوسيني توليد مي كنند ،.   

سنتي كره مسكه، بررسي و امكان توليد هدف اصلي از انجام اين تحقيق، پس از جداسازي و شناسايي باكتري هاي اسيد لاكتيك از محصول 

بوده )  Agar well Diffusion Assayو  Agar Spot(ضد ميكروبي شبه باكتريوسيني توسط فلور لاكتيكي توسط روشهاي مبتني بر كشت  تركيبات

   .است

  

  مواد و روش ها

  سويه ها، محيط كشت ها و شرايط كشت

ده از سه منطقه متفاوت در استان خراسان جمع آوري ش( ايزوله باكتري اسيد لاكتيك ، پس از جداسازي از نمونه هاي كره مسكه  51تعداد 

با پرايمرهاي  PCRانجام ،  DNAو شناسايي با روشهاي مبتني بر كشت تا مرحله جنس، سپس با استفاده از روشهاي مولكولي شامل استخراج )  رضوي

باكتري هاي شاخص به . و زيرگونه شناسايي شدندو توالي يابي محصولات حاصل از تكثير ، ايزوله ها تا مرحله گونه  16S rRNAيونيورسال از ناحيه 

 ، ATCC 25923) (Staphylococcus aureus :عبارت بودند ازتعيين خواص ضد ميكروبي باكتري هاي اسيد لاكتيك ايزوله شده كار رفته براي 

Listeria innocoa )ATCC33090(،  E.coli)ATCC 25922 (، Lactobacillus sake)ATCC15521(،Lactobacillus plantarum 

)ATCC8014( ،Lactococcus lactis ssp. Lactis )ATCC 11454  ( وLactococcus lactis ssp. cremoris )ATCC 19275 .(  

 TSAيا  BHI agarو براي باكتري هاي شاخص از  BHI-agarبراي فعال سازي اسيد لاكتيك باكتري هاي ايزوله شده از محيط كشت  

)Tryptone Soy agar (  از ليستريا اينوكوواو  اشرشيا كلي، استافيلوكوكوس اورئوسبراي ،MRS agar  لاكتوباسيلوس و  لاكتوباسيلوس پلانتارومبراي

عدالتيان و همكاران، (، استفاده گرديد لاكتوكوكوس لاكتيس زيرگونه كرموريسو  لاكتوكوكوس لاكتيس زيرگونه لاكتيسبراي  M17 agarو از  ساكي

درجه سانتيگراد ، بوسيله گرمخانه گذاري تحت  – 80بازيابي ايزوله ها از ميكروتيوب هاي ذخيره شده در دماي عال سازي مجدد و عمل ف. ) 2012

  .ساعت صورت گرفت 48تا  24شرايط هوازي و در دماي بهينه رشد مربوطه به مدت 
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  شناسايي و كشف فعاليت ضد ميكروبي

 -Wellو   Agar Spotمتناوب در محيط كشت هاي جامد و مايع به ترتيب با استفاده از آزمون هاي فعاليت بازدارندگي ايزوله ها به صورت 

diffusion Assay 2009؛ آلقريا و همكاران، 2012عدالتيان و همكاران، (بررسي گرديد(.  

  

   Agar spotتكنيك 

به طور . صورت پذيرفت) 1985(ح شده فلمينگ و همكاران اصلافعاليت آنتاگونيستي تمامي ايزوله ها در محيط كشت جامد با توجه به روش  

نقطه ) گلوكز%  2/0به همراه  BHI(اصلاح شده  BHI agarميكروليتر از كشت يك شبه ايزوله ها بر روي سطح پليت هاي حاوي  5ميزان  خلاصه،

 10سپس، نقاط مزبور با . شدها ، گرمخانه گذاري  ساعت ، جهت رشد و توسعه نقطه 24درجه سانتيگراد به مدت  32گذاري گرديد و سپس در دماي 

پليت ها به .با باكتري شاخص ، پوشيده شدند% 25/0مطابق با هر باكتري شاخص و تلقيح شده به ميزان %) 75/0(ميلي ليتر از محيط كشت آگار نرم 

در نهايت، پليت ها جهت هاله شفاف حاصل از بازدارندگي در . ساعت تحت شرايط دمايي مورد نياز هر باكتري شاخص گرمخانه گذاري شدند 24مدت 

    .اطراف نقاط بررسي  و كنترل گرديدند

  

   Well- diffusion Assayتكنيك 

به  .مورد بررسي قرار گرفتند Well-diffusion Assay، جهت فعاليت ضد ميكروبي در يك آزمون  Agar spotسويه هاي مثبت ، در آزمون 

درجه  45ميلي ليتر از محيط كشت آگار مربوطه در دماي  20به %) 1به ميزان (ت هاي يك شبه از باكتري هاي شاخص جهت تلقيح طور خلاصه ، كش

چاهك در هر پليت ايجاد  7تا  6سپس ، محيط كشت هاي تلقيح شده داخل پليت ها ريخته شد و بعد از جامد شدن، تعداد . سانتيگراد استفاده شدند

 ,µm pore membrane; Millipore 0.2(و استريل شده با فيلتر غشايي )  pH 6.5-7( ميكروليتر از سوپرناتانت خنثي شده  50ن، بعد از آ. گرديد

Bedford, MA, USA  ( حاصل از سويه هاي مولد تركيبات ضد ميكروبي رشد كرده درBHI تمامي پليت ها در . در داخل اين چاهك ها ريخته شد

  ).2012عدالتيان و همكاران، .(رمخانه گذاري شدندو بعد از آن ايجاد هاله حاصل از ممانعت در اطراف چاهك ها بررسي گرديدشرايط دمايي مناسب گ

 

  نتايج و بحث

فاسيوم، ( انتروكوكوس،  )7(لاكتيس يزيرگونهلاكتوباسيلوس دلبروكي : تعيين توالي، عبارت بودند ازشناسايي مولكولي و  نتايج حاصل

 لئوكونستوك، )1(لاكتوكوكوس لاكتيس، )11(استرپتوكوكوس ترموفيلوس ،  )13()ويريدنس و يورينه ايكو(ائروكوكوس، )16)(رايي، لاكتيسدورانس، هي

اي ايزوله در برابر حداقل يكي از باكتري ه 31ايزوله باكتري اسيد لاكتيك ،  51از ميان  ، Agar Spotدر تكنيك . )3(مزنتروئيدز يمزنتروئيدز زيرگونه

ايزوله و باكتري  7بوسيله  Staphylococcus aureusايزوله، باكتري   26بوسيله  E. coliباكتري . شاخص ، خاصيت بازدارندگي از خود نشان دادند

Listeria innocoa  البته تفاوت هايي در اندازه يا قطر هاله شفاف . ايزوله ممانعت شدند 9توسط)Clear zone  (اهده شدبرخي از ايزوله ها مش .

استرپتوكوكوس و يك سويه   انتروكوكوس فاسيومبيشترين قطر هاله بازدارندگي بر روي باكتري شاخص ليستريا مشاهده شد كه مربوط به يك سويه از 

منشاء اوليه هر هر دو سويه مورد نظر از كره مسكه ، ايزوله شده بودند، كه نشان دهنده اين حقيقت است كه  كه جالب است )1شكل ( بودترموفيلوس 

ايزوله ، براي توليد تركيبات ضد ميكروبي در محيط كشت مايع در برابر تمام باكتري هاي شاخص بيماري  51سپس، قابليت  .دو سويه يكي بوده است

رابر يك يا تعداد ايزوله ، فعاليت ممانعت كنندگي را در ب 20تحت اين شرايط ، فقط . ، سنجيده شد  Well- diffusion Assayزا در يك آزمون 

  .بيشتري باكتري شاخص ، از خود نشان دادند

  

  
  .ليستريا اينوكووا شاخص برروي باكتري انتروكوكوس فاسيومهاله شفاف حاصل از بازدارندگي سويه  -1شكل

  

ايزوله  7ا اينوكووا توسط ايزوله و ليستري 2ايزوله، استافيلوكوكوس اورئوس توسط  11كلي توسط  اشرشيا،  Well diffusion Assayدر روش 

  حظه مي شود ، دامنه ممانعت كنندگي در روش محيط كشت مايع با آنچه در روش محيط جامد مشاهده گرديد، ملا همانطور كه. ممانعت شدند

Ent.faecium 
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كشت جامد آگار ،  ري از محققين توافق دارد كه نشان دادند فعاليت هاي ممانعت كنندگي در محيطاگزارشات بسي متفاوت است كه اين موضوع با

. )1993لارسن و همكاران، ؛ 2005هرناندز و همكاران، ( همواره با آنچه در سوپرناتانت هاي خنثي شده و فيلتر شده مشاهده مي شود ، يكي نمي باشد

هاي آلي، پراكسيد هيدروژن و  اسيد از جمله  تواند باشد كه تركيبات متابوليكي وابسته به كلوني با خاصيت ضد ميكروبي،اين پديده به اين علت مي

  ).2007دي ويست و لوري ، ( هستند Agar Spotاسيد هاي چرب در واقع مسئول اثرات ضد ميكروبي مشاهده شده در روش 

  

 نتيجه گيري كلي 

برابر طيف  ، در)انتروسين ها( مشخص شده است كه بسياري از باكتريوسين ها بويژه باكتريوسين هاي توليد شده توسط انتروكوكوس ها 

اگر چه يك همبستگي مثبت ميان ممانعت ليستريا اينوكووا و ليستريا منوسيتوژنز، هموراه . وسيعي از باكتري پاتوژن ليستريا اثر بازدارندگي دارند

اي ليستريا و ساير پاتوژن هايي ممانعت گونه ه.فعاليت ممانعت كنندگي در برابر پاتوژن واقعي لزوماً ، مورد تاييد قرار گيردگزارش شده است ، اما بايد 

غذايي ،  مانند استافيلوكوكوس اورئوس بوسيله باكتري هاي اسيد لاكتيك مولد باكتريوسين ، استفاده و كاربرد آنها را در  تامين ايمني سيستم هاي

ر ژن هاي مولد باكتريوسين، به كمك تكنيك البته لازم است براي اظهار نظر دقيق تر در اين خصوص كارهاي مولكولي و اثبات حضو. تقويت مي نمايد

   .هاي مولكولي نيز صورت گيرد

  

 تشكر و قدرداني

نويسندگان مقاله ، بدين وسيله ، مرتب تشكر و قدرداني خود را از حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد ، كه حمايت مالي و تامين 
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