
 1398، 4، شماره 32جلد                                                      )                        مجله زيست شناسي ايران(لولي و مولكوليمجله پژوهشهاي س

459 

پنير قايني به با توانمندي پروبيوتيكي بالا از  Enterococcus sp. 7C37جداسازي باكتري 
  جنوبي خراساناستان در  لبنيك محصول تخميري عنوان ي

  معصومه بحريني و *سارا طالبي، علي مخدومي
  گروه زيست شناسي دانشكده علوم،دانشگاه فردوسي مشهد،  مشهد،ايران، 

  16/11/96 :تاريخ پذيرش  24/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

با توانمندي پروبيوتيكي جديد ي باكتريهاجداسازي . يي با اثرات مفيد بر سلامت انسان هستندميكروارگانيسمها پروبيوتيكها
حاضر جداسازي و  مطالعههدف . مي گردددر سلامت انسان و حيوانات  ميكروارگانيسمهايي اين گروه از موجب گسترش كارا

: صفات پروبيوتيكي شامل .استدر استان خراسان جنوبي قايني آمده از پنير  به دستي باكتريهاوانمندي پروبيوتيكي ارزيابي ت
ي سطحي، خودتجمعي آب گريز بيماري زا،ي باكتريها مقاومت به اسيد، مقاومت به صفرا، حساسيت به آنتي بيوتيك ، مهار رشد

 جدايه 30آمده  به دستجدايه باكتري  96از  .ارزيابي شدسنتي پنير اين آمده از  به دست هاي منتخب جدايهو آنتي اكسيداني در 
ساعت نگهداري در شرايط  2قادر به رشد پس از  جدايه 5 تعداداز اين . متفاوت جهت ارزيابي صفات پروبيوتيكي انتخاب شدند

به كلرآمفنيكل بقيه  جدايهاومت يك قاز مبه غير . قرار گرفتند بيشترمورد ارزيابي و تحمل صفرا بوده و  )pH=2(اسيدي 
  ها بر عليه باكتري جدايهاين بيشترين اثر ضد ميكروبي . برده شده حساس بودند به كار يآنتي بيوتيكها نسبت بهها  جدايه

E. coli  وBacillus subtilis 7 جدايه. بودC37  متعلق به جنسEnterococcus  تأخيردقيقه  44تحمل اسيد، درصد  88با 
 درصد 9/18، اثر ضد ميكروبي بر عليه سه باكتري بيماري زا، آنتي بيوتيكها تمامي رشد در حضور صفرا، حساسيت نسبت به

بيشترين توانمندي در مجموع  آنتي اكسيدانيفعاليت  درصد 38و  آب گريزي سطحي درصد 5/81 ،قدرت خودتجمعي
پروبيوتيك  انواعبه عنوان  مي تواننددارا بودن صفات لازم ا بپنيرسنتي  اين زآمده ا به دستي باكتريها. دارا بودپروبيوتيكي را 

   .گيرندمورد توجه قرار 

  غذاي تخميري، قايني پنيرپروبيوتيك، انتروكوكوس، : كليدي واژه هاي

 a.makhdomi@um.ac.ir: ، پست الكترونيكي05138805518:نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
به  1954اولين بار در سال ) تبراي حيا(واژه پروبيوتيك 

با تركيبات داراي عمل  آنتي بيوتيكهاهنگام مقايسه اثر 
ي دستگاه گوارش و در مقابل ميكروارگانيسمهامطلوب بر 

.  )21( برده شد به كار )ضد حيات( لفظ آنتي بيوتيك
معرفي اين گونه را  پروبيوتيكهاسازمان بهداشت جهاني 

نده كه به دنبال تجويز به ي زميكروارگانيسمها: است كرده
 .)9( ميزان كافي مزاياي سلامت براي ميزبان به همراه دارند

در  پروبيوتيكهاي انساني و حيواني نقش مدلهادر با مطالعه 

درمان اسهال، كاهش عدم تحمل لاكتوز، كاهش عوارض 
در درمان سرطان  تأثيربعد از عمل، اثرات ضد ميكروبي، 

ده روده تحريك پذير اثبات شروده بزرگ و كاهش علايم 
 - همچنين امروزه با در نظر گرفتن محور روده. )10(است

بر صفات ذهني و خلقي اشاره مي  پروبيوتيكها تأثيرمغز به 
 پروبيوتيكميكروارگانيسم يك صفات لازم براي  .)17(شود

ايمن ميكروارگانيسم بايد به عنوان ) 1: عبارت اند از
توانايي تحمل بالايي نسبت به  بايد) 2. شناخته شده باشد
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بايد قادر ) 3. شرايط اسيدي و نمك صفراوي داشته باشد
بايد توانايي مهار ) 4. ي جدار روده باشدسلولهابه اتصال به 

بايد ) 5. ي بيماري زاي گوارشي را دارا باشدباكتريهارشد 
امروزه . )8(مقاومت آنتي بيوتيكي بالا نداشته باشد

ي فوق به عنوان ويژگيهاا دارا بودن ي مختلفي بباكتريها
 .انواع واجد توانمندي پروبيوتيكي شناسايي شده اند

 ،Lactobacillus، Bifidobacteriaاعضاي جنس هاي 
Pediococcus، Enterococcus ، Bacillus همچنين  و

عنوان  هب  Saccharomyces boulardii   مخمر
ناخته مي يي با توانمندي پروبيوتيكي شميكروارگانيسمها

از منابع مختلف مانند دستگاه  پروبيوتيكها). 20(شوند 
گوارش انسان، غذا هاي تخميري لبني، غذاهاي تخميري 

). 20(غير لبني و انواع آب ميوه ها قابل جداسازي هستند
يي با ميكروارگانيسمهايكي از منابع مهم براي جداسازي 

از تخمير، يكي . خواص پروبيوتيك غذاهاي تخميري است
ي بيوتكنولوژي قديمي براي توليد محصولات روشها

غذايي با خصوصيات بهتر مانند ماندگاري بالا و طعم 
 جمعيتداراي  معمولاًحاصل نهايي تخمير  .مطلوب است

ميكروبي بهبود يافته، ايمن و با مواد مغذي غني شده است 
از ميان  .تواند در دماي محيط نگهداري گردد مي كه

به محصولات لبني منبع مهمي براي  غذاهاي تخميري
  . ي پروبيوتيك استميكروارگانيسمهاآوردن  دست

سويه هاي پروبيوتيك به شناسايي بيشتر مطالعات در 
با . )8( ي جنس لاكتوباسيلوس متمركز شده استباكتريها
د توانمندي پروبيوتيكي جنس هاي ديگر مانند واين وج

 تروكوكهاان.  مشخص شده است به خوبي انتروكوكها
ي اسيد باكتريهاي كروي گرم مثبت در گروه باكتريها

. لاكتيك بوده و در تخمير مواد غذايي نقش مهمي دارند
نقش آنها در رسيدن و ايجاد تركيبات معطر در پنير و 

در . )18( داده شده است سوسيس هاي تخميري نشان
رابطه با جداسازي سويه هاي با توانمندي پروبيوتيكي از 

، )7( ي سنتي در ايتالياروشهاهاي توليد شده با پنير 
ي متعددي گزارشها )11( و بلغارستان )22( آرژانتين

ي خراسان با تنوع اقليمي و فرهنگي استانها. موجود است
در اين . يك از ذخاير مهم در تنوع غذاهاي تخميري است

فراوان در جنوب  مصرفپژوهش پنير سنتي قايني با 
با توانمندي  هاي جدايهي جداساز خراسان براي

توانمندي . قرار گرفته است توجهپروبيوتيكي مورد 
ي متعدد ويژگيهاآمده از نظر  به دستي ميكروارگانيسمها

 .شده است ارزيابي لازم براي يك سويه پروبيوتيك

  روشهامواد و 
ني از مناطق روستايي شهرستان يپنير قا :جمع آوري نمونه

نمونه  . ي جمع آوري گرديدقاين در استان خراسان جنوب
به آزمايشگاه منتقل شده و  سرما و پنير در ظروف استريل

  . ساعت مورد بررسي قرار گرفت 72در كمتر از 

به ميزان  جمع آوري شده نمونه پنير: باكتريهاجداسازي 
 درصد 1ميلي ليتر آب نمك استريل  9يك گرم در 

ت تا سري رق درصد 1و با استفاده ازآب نمك  يكنواخت
ام و  ت آگارننوتريي كشت محيطهاتهيه و در  10- 5رقت 
 5/7و  pH 5/6و با  10و  3ي صفر، نمكهابا درصد  آر اس

 100(از آنتي بيوتيك سيكلوهگزاميد  .تلقيح گرديد
 قارچهاجهت جلوگيري از رشد ) ميكروگرم در ميلي ليتر

به مدت حداكثر  پليتها .در محيط جداسازي استفاده شد
نگهداري درجه سانتي گراد  37و  30در دماي يك ماه 

روزانه مورد بررسي قرار گرفته و ضمن  پليتها. شدند
آمده به محيط  به دست، جدايه هاي كلنيها شمارش تعداد

دست آوردن كشت خالص عمل كشت  جديد منتقل و تا به
آمده در محيط كشت  به دستجدايه هاي  .تكرار گرديد

براي كوتاه  سانتي گراددرجه  4شيب دار نوترينت آگار در 
 درصد 30به همراه  نوترينت براث مدت و محيط مايع

جهت زمان طولاني  سانتي گراددرجه  - 80گليسرول در
  .نگهداري شدند

براي تعيين : ها جدايهارزيابي توانمندي پروبيوتيكي 
جدايه هاي متفاوت بر اساس  ،خصوصيات پروبيوتيكي
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ي زير آزمونهاتخاب و ، رنگ و شكل كلني انمورفولوژي
  .ها انجام گرفت جدايهبراي اين 

 5/1×108(معادل نيم مك فارلند غلظتاز : مقاومت به اسيد
كشت شبانه ) واحد ايجاد كننده كلني در هر ميلي ليتر

 5/2( نمكي بافر فسفاتبه  درصد 1ها به ميزان  جدايه

=pH( 30در دماي  گرمخانهساعت در  2تلقيح و به مدت 
پس از اين مدت نمونه ها  . داده شدقرار تي گراد درجه سان

ساعت  24يح و بعداز تلق نوترينت آگاربر روي محيط 
درصد زنده ماني  .شدشمارش  كلنيها تعدادگرماگذاري 

   :)23(گرديدزير تعيين  رابطهبراساس 

100 
log At = (%)ميزان زنده ماني  
log A0 

A0 ر و ، تعداد كلنيهاي اوليه در زمان صفAt  تعداد كلني ،
  .ساعت تيمار در شرايط اسيدي است 2بعد از 

ها  جدايهساعته  24ع از كشت ماي: مقاومت به نمك صفرا
حاوي  نوتريت براثمحيط مايع دو به  درصد 5به ميزان 

تلقيح بدون صفرا  شاهد و محيطنمك صفرا  درصد 3/0
به  سانتي گراددرجه  30 گرمخانهمحيط كشت درون  .شد

رشد  ساعت قرار گرفت و در فواصل يك ساعته 12 مدت
نانومتر  620 با اندازه گيري جذب در طول موج جدايه ها

در هر دو واحد  3/0زمان رسيدن به جذب . مشخص شد
تعيين و اختلاف زمان بر اساس دقيقه نمونه شاهد و تيمار 

 جدايه. جذب تعيين شداين بين دو محيط براي رسيدن به 
دقيقه  به عنوان انواع  60زماني كمتر از  هايي با اختلاف
  .)16(ش شدند ارمقاوم به صفرا گز

به منظور ارزيابي : تست حساسيت به آنتي بيوتيك
 آزموناز  آنتي بيوتيكهاهاي منتخب به  جدايهحساسيت 

غلظت معادل نيم مك فارلند . آنتي بيوگرام استفاده شد
و ديسك ها بر روي محيط مولر هينتون آگار كشت  جدايه

 ):ميكروگرم بر ديسك(ي مورد استفاده شاملآنتي بيوتيكها
، )5(، ريفامپيسين »30«، تتراسايكلين )15(اريترومايسين 

و آمپي  »30«، كلرامفنيكل »30«، كانامايسين )5(متي سيلين 

و پس از  برروي محيط كشت قرار گرفت) 10(سيلين 
ستفاده با ا سانتي گراد درجه 30گرمخانه گذاري در دماي 

استاندارد هاي باليني و  مؤسسهاز جدول استاندارد 
 به ها جدايهعدم رشد، هاله قطر تعيين و آزمايشگاهي 

  .)6( طبقه بندي شده اند  و مقاوم نيمه حساسحساس، 

براي ارزيابي توانايي مهار رشد : فعاليت ضد ميكروبي
از روش كشت  توسط جدايه هاي بيماري زا باكتريها

به اين منظور ابتدا جدايه هاي  .)4( اده شدتقاطعي استف
پروبيوتيك در محيط مولر هينتون آگار به صورت خطي 

 48درجه سانتي گراد به مدت  30كشت و در درماي 
مورد  يي بيماري زاباكتريهاسپس . ندساعت نگهداري شد

 ،Escherichia coli PTCC1399استفاده  شامل 
PTCC1665 Bacillus cereus ،Staphylococcus aureus 

PTCC1431 ،Bacillus subtilis PTCC1365، 
Pseudomonas aeruginosa PTCC1047 و pneumoniae 

 Klebsiella )به صورت عمود بر خط ) بيمارستاني سويه
 24به مدت  پليتهارشد جدايه هاي پروبيوتيك كشت و 

نتايج  .درجه سانتي گراد نگهداري شد 37ساعت در دماي 
بيماري زا ثبت سويه هاي هاله عدم رشد  بر اساس ايجاد

  .گرديد

 جدايههر ساعته  24كشت مايع از : ارزيابي خودتجمعي
آزمايش  به لولهميلي ليتر  5  ،نوترينت براثدر محيط 

در ها  نمونهجذب بلافاصله  .شد مخلوطمنتقل و به خوبي 
اين لوله ها به مدت  و سپسثبت نانومتر  600طول موج 

بعد . قرار گرفتدرجه سانتي گراد  15ي سه ساعت در دما
در طول  مجدداًاز گذشت اين زمان جذب محلول رويي 

قدرت خود تجمعي با استفاده  .نانومتر تعيين شد 600موج 
 10بالاي  نتيجهي با جدايه هااز رابطه زير محاسبه و 

در داراي قدرت خودتجمعي به عنوان جدايه هاي  درصد
   .)3(نظر گرفته شدند

)100 
X2 

  

  (%)  خود تجمعي= )-1
X1 
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جذب بعد از   X2و  اوليهجذب   X1 ،فوقدر معادله 
  .گذشت سه ساعت است

 24كشت از هر جدايه ابتدا : ي سطحيآب گريز فعاليت
سپس با استفاده  وتهيه  نوتريت براثساعته در محيط مايع 

 6000و با دور درجه سانتي گراد  4از سانتريفيوژ، در دماي 
باكتري جدا  يسلولهادقيقه،  10زمان در طي و يقه در دق
نمكي با محلول بافر دو بار رسوب به دست آمده  .شد

 در رسوب باكتري .شستشو شدخنثي   pHدر فسفات
ون يحل و سوسپانس مولار 1/0پتاسيم محلول نيترات 

تهيه  نانومتر 600در طول موج  2/0ميكروبي با جذب 
 1:1ه دست آمده با نسبت پس از آن سوسپانسيون ب. گرديد

با كلروفرم مخلوط و به مدت يك ساعت در دماي محيط 
جذب فاز آبي  . ت تا محلول دو فازي به دست آمدقرار گرف

ي بر آب گريز ميزان .بعد از گذشت اين زمان ثبت گرديد
ي آب گريز جدايه هايي با فعاليت وتعيين زير  رابطهاساس 
ي آب گريز با ويژگيي به عنوان جدايه ها درصد 50بالاي 
  ).19( انتخاب شدند سطحي

)100 
X2 

  

  درصد آبگريزي= )-1
X1 

جذب سوسپانسيون باكتري در پتاسيم  X1در اين معادله، 
، جذب محلول بعد از مخلوط شدن و ايجاد  X2نيترات و 
  .آبي است- دو فاز آلي

در ها  جدايهساعته  24كشت : فعاليت آنتي اكسيداني
به دست آوردن  به منظور وتهيه  تريت براثنومحيط مايع 

دقيقه در حمام  20 نمونه ها به مدت  ،يسلولعصاره 
درجه سانتي  4دماي نمونه ها در. قرار گرفت سونيكاتور

و سانتريفيوژ دقيقه  10به مدت در دقيقه دور  8000 وگراد 
براي ارزيابي فعاليت آنتي  .مايع رويي جمع آوري شد

ميلي  2. شداستفاده   هيدرازيل پيكريل فنيل دي اكسيدان از
ميلي ليتر  100ميلي گرم در  6(دي فنيل ليتر از محلول 

 مايع به دست آمده از سانتريفيوژميكروليتر  100به ) متانول
 محلول دي فنيلميلي ليتر  2به عنوان كنترل از . شداضافه 

لوله ها به . ميلي ليتر متانول استفاده شد 2 حل شده در

دقيقه در  30رتكس شدند و در دماي اتاق به مدت خوبي و
بعد از گذشت اين مدت جذب هر . تاريكي قرار گرفتند

زير  رابطهاز با استفاده . نانومتر ثبت شد 517 نمونه در
 خص گرديدشم جدايههر  ميزان فعاليت آنتي اكسيداني

)3.(  

]100
(Acontrol-Arest) 

  

فعاليت آنتي اكسيداني = (%)]
Acontrol 

هاي منتخب با روش  جدايهشناسايي : شناسايي جدايه ها
ها، از  جدايهژنومي  DNAاستخراج . شدمولكولي انجام 

و ) سيناژن(كشت تازه و خالص با استفاده از كيت تجاري 
، با تكثير باكتريهاشناسايي . طبق دستور العمل آن انجام شد

 27Fبا آغازگرهاي عمومي  16S rRNAو تعيين توالي ژن 
جهت  DNAتكثير محصول . )14(انجام گرديد 1492Rو 

ارسال ) كره جنوبي( ماكروژنتعيين توالي به شركت 
آمده با  به دستقرابت فيلوژنتيكي جدايه هاي . گرديد

اطلاعاتي ي پايگاههايكديگر و با سويه هاي موجود در 
  . مورد بررسي قرار گرفت

 نتايج

آمده  به دست يكتريهاباپتانسيل پروبيوتيكي  مطالعهدر اين 
متعلق به  ينيپنير قا. از پنير قايني ارزيابي گرديده است

استان خراسان جنوبي بوده كه براي تهيه آن از شير تازه 
شود و دوره رسيدگي پنير درون  گوسفند و گاو استفاده مي

جدايه با تلقيح نمونه پنير بر روي  96 .مشك مي باشد
از اين تعداد . آمد ستبه دي كشت مورد استفاده محيطها

 آنها كروي و تمامي جدايه 37اي شكل و  ميله جدايه 59
متفاوت براساس صفاتي  جدايه 30تعداد  .ندگرم مثبت بود

كاتالاز  ؛مانند شكل ميكروسكوپي؛ شكل، رنگ و فرم كلني
ي پروبيوتيكي ويژگيهاو اكسيداز براي مرحله تعيين 

  .انتخاب شدند

مورد بررسي  جدايه 30ز ميان ا: مقاومت به اسيد و صفرا
 2737C ،1337C ، 7C37 ،1430BM ،630E جدايه 6
با توان متفاوت در شرايط اسيدي بقاء  قادر به 230Dو
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 2پس از بقاء  درصد 88با  7C37 جدايه). 1جدول ( ندبود
و مقاوم ترين ) pH = 5/2(ساعت تيمار در شرايط اسيدي 

ايه بوده جدحساس ترين  درصد 69با  1430BM جدايه
شرايط اسيدي مقاومت  كننده حملت جدايهشش . است

مقاوم ترين . )1جدول ( متفاوتي نسبت به صفرا نشان دادند
دقيقه  12تنها  با 1430BM باكتريدر اين ميان  جدايه

   .بودنمونه شاهد  نسبت بهاختلاف رشد 

 شد و زنده ماني جدايه هابر ر) درصد وزني حجمي 3/0(و نمك صفرا ) pH   5/2(اثر اسيد  -1جدول 

  صفرا اسيد 
  )دقيقه(تأخير رشد نسبت به شاهد   (%) نرخ بقا لگاريم تعداد بعد از تيمار اسيدي لگاريم تعداد اوليه جدايه
630E 48/5 ±0/9 83/4 ± 2/1  88>60 

2737C 62/6 ±0/3 50/5 ± 3/1  83 50± 0/3  

230D 92/6 ± 3/0  58/5 ± 3/0  80 55± 5/2  

1337C 65/6 ± 7/0  48/4 ± 3/0  71 58± 5/1  

1430BM 78/4 ± 4/0  30/3 ± 9/0  69 12± 5/0  
7C37 25/7 ± 1/1  38/6 ± 9/0  88 40± 5/0  

 

رشد  تأخيردقيقه  60به دليل اينكه بيش از  630E جدايه
به صفرا از ادامه مطالعات كنار  يتحساسدليل نشان داد به 

 جدايهپنج آمده،  به دستاز ميان جدايه هاي . شدگذاشته 
ي بعد آزمونهال صفرا و شرايط اسيدي براي قادر به تحم
  .انتخاب شدند

آزمون : و فعاليت ضد ميكروبي حساسيت به آنتي بيوتيك
آنتي بيوتيك با استفاده از روش  7حساسيت نسبت به 

بر اساس نتايج . انجام شد جدايه 5براي انتشاري ديسك  
 به كار يآنتي بيوتيكهاها نسبت به  جدايهاكثر ، )2جدول (

به  2737C جدايهتنها . ه شده داراي حساسيت بوده اندبرد
در سويه هاي گزارش . كلرآمفنيكل نيمه حساس بوده است

شده در اين پژوهش مقاومت آنتي بيوتيكي بالايي مشاهده 
را نشان  آنها نگرديد كه پتانسيل پروبيوتيكي مطلوب

  .دهد مي

 مقاوم: Rنيمه حساس، : Iحساس، : S.  قطر هاله عدم رشد بر اساس ميلي متر). كميكروگرم بر ديس(حساسيت نسبت به آنتي بيوتيك -2جدول 

آمپي سيلين 
)10( 

  كلرامفنيكل
)30(  

  كانامايسين
)30(  

 متي سيلين

)5(  
 ريفامپيسين

)5(  
 تتراسايكلين

)30(  
 اريترومايسين

)15(  
  نام جدايه

S )5/1±23(   I )2/1±17(  S )5/3±60(  S )6/3±37(  S )2/1±42(  S )8/2±46(  S )5/2±41(  2737C 

S )9/3±39(  S )9/3±45(  S )1/3±36(  S )5/3±57(  S )4/2±26(  S )2/5±50(  S )4/3±37(  230D 

S )5/2±27(  S )3/3±37(  S )5/3±35(  S )3/2±22(  S )5/3±40(  S )0/2±21(  S )5/1±20(  1337C 

S )5/3±36(  S )9/3±42(  S )9/1±29(  S )6/3±33(  S )3/3±44(  S )7/4±57(  S )3/3±42(  1430BM 

S )3/2±42(  S )1/4±36(  S )4/1±20(  S )2/2±21(  S )6/2±31(  S )7/3±40(  S )5/2±30(  7C37 

 

آمده در  به دستهاي  جدايهاثرات ضد ميكروبي  3جدول 
كه  1337C جدايهبه استثناي . اين پژوهش را نشان مي دهد

 به كار ي بيماري زايباكتريهاقادر به مهار رشد هيچ يك از 
قادر ها حداقل  جدايهساير  ،برده شده در اين پژوهش نبود

ثر ضد بيشترين ا. ندباكتري بيماري زا بود 2 مهار رشد به
باكتري  5 با توان مهار رشد 1430BM جدايهميكروبي در 

هاي مورد  جدايهاز  هيچ كدامبا اين وجود . ديده شد
 Pseudomonasارزيابي قادر به مهار رشد باكتري 

aeruginosa نبودند.  

نتايج : ي سطحي و آنتي اكسيدانيآب گريز خودتجمعي،
ني ي سطحي و آنتي اكسيداآب گريز قدرت خودتجمعي،
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 9/18با  7C37جدايه . شده است ارائه 1شكل جدايه ها در 
ي سطحي آب گريز درصد توان خود تجمعي و 5/81و 

ي سلولهامطلوب ترين جدايه از نظر پتانسيل اتصال به 
با وجود اينكه در ساير  1430BMجدايه . جدار روده است

صفات بررسي شده توانمندي بالايي از خود بروز داده بود 
ويژگي اتصال جزء جدايه هاي متوسط در نظر گرفته اما در 

جدايه هاي مورد ارزيابي داراي فعاليت آنتي . مي شود
 7C37(، متوسط )  2737Cو 1430BM(اكسيداني خوب 

  .بوده اند) 230D(و ضعيف ) 1337Cو

 
آزمونهاي خود تجمعي، آب گريزي سطحي و آنتي اكسيداني  -1شكل 

  در جدايه هاي پروبيوتيك

 اثرات ضد ميكروبي جدايه هاي پروبيوتيكي -3ل جدو

K. pneumoniae P. aeruginosa B. cereus B. subtilis S. aureus E. coli نام جدايه 

₋ ₋ ₋ ₊ ₊ ₋ 2737C 

₋ ₋ ₋ ₊ ₋ ₊ 230D 

₋ ₋ ₋ ₋ ₋ ₋ 1337C 

₊ ₋ ₊ ₊ ₊ ₊ 1430BM 

₋ ₋ ₊ ₊ ₋ ₊ 7C37 

 

برتر از ميان  جهت انتخاب جدايه با پتانسيل پروبيوتيكي
پنج جدايه مورد ارزيابي ، براي هر يك از هفت ويژگي 
 پروبيوتيكي بررسي شده، جدايه ها به سه گروه خوب

گروه با بالاترين توانمندي در ميان جدايه هاي مورد (
گروه با توانمندي متوسط در (، متوسط  )امتياز 3بررسي، 

گروه (و ضعيف ) امتياز 2ميان جدايه هاي مورد بررسي، 
 1با توانمندي پايين در ميان جدايه هاي مورد بررسي، 

ر اساس نتايج ب. )4جدول ( تقسيم بندي شدند) امتياز
به  7C37حاصل از مجموع صفات پروبيوتيكي جدايه 

عنوان جدايه با بالاترين توانمندي پروبيوتيكي انتخاب و 
بر اساس نتايج  .توسط روش مولكولي شناسايي گرديد

متعلق  7C37 جدايه، 16S rRNAيين توالي ژن حاصل از تع
گونه  هبيشترين شباهت ب با Enterococcusبه جنس 

Enterococcus facium )99 تمام داده  .بود )تشابه درصد
ها با استفاده از روش آناليز واريانس يك طرفه مورد تجزيه 

 درصد 95با (معني دار بودن نتايج . و تحليل قرار گرفتند
  .استفاده از آزمون دانكن مقايسه شد با) اطمينان 

سويه برتر به صورت پر رنگ (امتياز  1امتياز، ضعيف  2امتياز، متوسط  3خوب . امتياز دهي به سويه ها بر اساس نتايج آناليز هاي مختلف -4جدول 
  .)نشان داده شده است

مجموع 
 امتياز

آنتي 
 اكسيداني

خود آبگريزي
 تجمعي

ضد
 ميكروبي

تيمقاومت به آن
 بيوتيك

 نام جدايه pH صفرا

13 3 1 2 2 1 1 3 2737C 

13 1 1 2 2 3 1 3 230D 

14 2 2 3 1 3 1 2 1337D 

16 3 2 1 3 3 3 1 1430BM 

17 2 3 2 3 2 2 3 7C37 
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  بحث و نتيجه گيري
آمده از پنير  به دستهاي باكتري  جدايه مطالعهدر اين 

بني در خراسان سنتي قايني به عنوان يك فراورده تخميري ل
مورد  آنها جنوبي جهت بررسي توانمندي پروبيوتيكي

بيشتر مطالعات در با توجه به اينكه  .ارزيابي قرار گرفتند
جداسازي سويه هاي پروبيوتيك بر اعضاي جنس 
لاكتوباسيلوس متمركز شده است در اين پژوهش به منظور 
امكان ارزيابي توانمندي پروبيوتيكي ساير سويه هاي 

رشد مانند  لاكتوباسيلهاشرايط معمول جداسازي  ،ودموج
ي لازم ويژگيهااز . بي هوازي استفاده نگرديد در شرايط

در شرايط دستگاه بقاء  براي يك پروبيوتيك توانايي
همچنين تحمل  .ستو صفرا مقاومت به اسيد باگوارش 

اسيد امكان استفاده و بقاي اين سويه ها در محصولات 
غذايي اسيدي مانند ماست را بدون كاهش قابل توجه 

 انتروكوكوسجدايه  ).21(جمعيت باكتري فراهم مي كند
 به بالاتري نسبتآمده در اين پژوهش مقاومت  به دست

در مقايسه با برخي گونه هاي لاكتوباسيلوس اسيد و صفرا 
سويه هاي آنتي بيوتيكي، مقاومت پديده . داشته است) 1(

ميزان شيوع . پروبيوتيك را نيز مصون نگذاشته است
 با منطقه جداسازي پروبيوتيكهادر  آنتي بيوتيكهامقاومت به 

سويه هاي  رويدر پژوهشي . مرتبط مي باشد آنها
پروبيوتيكي جدا شده از غذا هاي سنتي يك ناحيه 

مشاهده نگرديد كه دليل  آنتي بيوتيكهاه مقاومت ب ،روستايي
در  آنتي بيوتيكها به جايي سنتي درمانهاگيري به كار آن

با اين وجود در ساير  ).13(منطقه مورد نظربيان شده است
يي مانند استرپتومايسين آنتي بيوتيكهامقاومت به  پژوهشها

گزارش  Bifidobacteriumو  Lactobacillusي باكتريهادر 
به هر روي عدم وجود مقاومت آنتي  ).24(شده است 

در . باشد بيوتيكي در سويه هاي پروبيوتيكي ضروري مي
آمده در اين پژوهش مقاومت بسيار  به دستهاي  جدايه

نسبت به  جدايهتنها يك ( آنتي بيوتيكهااندكي نسبت به 
ي ژنها عدم شيوع. مشاهده گرديد) يك آنتي بيوتيك

ي مطلوبي براي توانمندي ها ويژگ جدايهاومت در اين مق
 پروبيوتيكها لازم براياز ديگر صفات . ستآنها پروبيوتيك

پيدايش سريع . ي بيماري زاستباكتريهاتوانايي مهار رشد 
سويه هاي بيماري زاي مقاوم و سميت مزمن مواد ضد 

آنتي ميكروبي شيميايي به دنبال استفاده گسترده از 
دا كردن ابزارهايي ايمن پي را ترغيب بهدانشمندان  ،بيوتيكها

استفاده از . رده استي باكتريايي كعفونتهادر درمان 
ي پروبيوتيك براي حل اين مشكل گزينه مناسبي باكتريها
بر يك پروبيوتيك مفيد بايد فعاليت ضد ميكروبي . است
 .هاي موجود در سيستم گوارش داشته باشدبيماري زا عليه

تنها بر عليه  آمده در اين پژوهش به دستهاي  جدايه
 اثري نداشتند كه با توجه به عدم Pseudomonasباكتري 

حضور اين باكتري در دستگاه گوارش محدوديت براي يك 
  . سويه پروبيوتيك نمي باشد

هاي مورد بررسي در اين پژوهش از نظر صفات  جدايه
لازم براي اتصال و كلونيزه شدن در دستگاه گوارش نيز 

تجمع، يك فرآيند . جهي بودندداراي توانمندي قابل تو
شود  برگشت پذير انباشت سلول است كه باعث مي

ي رسوب خود به خودي موجود در محيط به طور سلولها
ي سطحي در آب گريز قدرت خود تجمعي و. كنند

روده  جداري سلولهاي پروبيوتيك براي اتصال به باكتريها
 زايش حضور درمهم و منجر به كلونيزاسيون باكتري و اف

فعاليت آنتي اكسيداني از  ).15(دستگاه گوارش مي شود
آمده از  به دستهاي  جدايهديگر صفات مشاهده شده در 

ي آزاد ، با دارا بودن راديكالها. پنير قايني بوده است
يي بسيار ناپايدار هستند مولكولهاي جفت نشده الكترونها

اين تركيبات . كه به دلايل مختلف در بدن ايجاد مي گردند
ب موج مولكولهااكنش با ساير ماكرواكسيد كننده به دنبال و
گاهي . مي شوند DNAو  آنزيمهاآسيب غشاي سلول، 
ي خطرناكي مانند سرطان و بيماريهانتيجه اين آسيب، ايجاد 

تركيبات  اكسيدانهاآنتي ). 5(ي قلبي خواهد بودبيماريها
ي اكسيداتيو جلوگيري آسيبهاشيميايي هستند كه از ايجاد 

كرده و يا آن را كاهش مي دهد و براي حفظ سلامتي انسان 



 1398، 4، شماره 32جلد                                                      )                        مجله زيست شناسي ايران(لولي و مولكوليمجله پژوهشهاي س

466 

فعاليت آنتي اكسيداني در برخي . بسيار مهم مي باشند
و از صفات مطلوب ي اسيد لاكتيك گزارش شده باكتريها

   ).12 و 2( در يك باكتري پروبيوتيك است

 ،بر اساس نتايج حاصل از مجموع صفات ارزيابي شده
به عنوان  Enterococcusس به جن قمتعل 7C37باكتري 

 Enterococcusجنس  .پيشنهاد گرديد جدايهكاراترين 
اعضاي اين . ي اسيد لاكتيك استباكتريهامتعلق به گروه 

 جنس در تخمير مواد غذايي نقش مهمي دارند مانند نقش
ي در رسيدن پنير و توليد تركيبات معطر در آن و يا نقش آنها
 به واسطه. دارند يدر برخي سوسيسها تخمير آنها كه

و نمك اعضاي اين جنس در  pHتوانايي بالا در تحمل 
با . طيف گسترده اي از غذاهاي تخميري يافت شده است

وجود اينكه اعضاي جنس انتروكوكوس به عنوان 
اند امروزه برخي در ي توانمند شناسايي شده پروبيوتيكها

. دانندمي ضروري را رعايت احتياط  آنها مورد كار برد
ي بيمارستاني عفونتهابرخي از انواع اين جنس در ايجاد 

 .مانند اندوكارديت، عفونت ادراري، و باكتريمي نقش دارند
ي اتصال و تهاجم و ژنها ،آنتي بيوتيكهاي مقاومت به ژنها

با اين . هموليزين از دلايل بيماري زا بودن اين سويه هاست
 وكهاانتروكوجود با گذشت بيش از بيست سال از مصرف 

به عنوان پروبيوتيك تا كنون گزارشي از بيماري زا بودن 
برخي محققين امكان انتقال . اين سويه ها منتشر نشده است

ي بيماري زا به سويه هاي پروبيوتيك را مطرح ژنها افقي
اين امكان در مورد ساير پروبيوتيك  حالبه هر . مي كنند

به  لزاماًنيز قابل بيان است و همين طور دريافت يك ژن ا
  .معني تبديل يك سويه به نوع بيماري زا نخواهد بود

 جدايهبه عنوان نتيجه گيري كلي در اين پژوهش 

Enterococcus sp.7C37 از با توانمندي پروبيوتيكي بالا
 جدايهاين . لي در استان خراسان جدا گرديديك پنير مح

مي باشد كه در  Enterococcus faciumمتعلق به گونه 
ايمني بيشتري  Enterococcus faecalisبا گونه  مقايسه
در كشت سلولي و  بررسيهامطالعات تكميلي جهت  .دارد

و  جدايهمدل حيواني جهت ارزيابي اثرات مطلوب اين 
با احتياط  استفادههمين طور توجه به نكات مورد نظر در 

Enterococcus ضروري است آنگيري به كار ها براي. 
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Isolation of Enterococcus sp. 7C37 with high probiotic potentials 
from Qaeni cheese, a diary fermented product in South Khorasan 
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Abstract 

Probiotics are live microorganisms with helpful effects on digestive system of human 
and animals. Isolation of novel bacteria with probiotic potentials from less investigated 
sources, expand the application of these microorganisms in human and animals health. 
Isolation and exploring the probiotic potentials of resident bacteria from a native cheese 
in south khorasan was the aim of the current study. In order to isolating the bacteria 
from Qaeni cheese, samples were inoculated on NA and MRS culture media after 
prepared suitable dilution. In order to assay their probiotic activity characteristics 
including acid and bile resistance, antibiotic susceptibility, antimicrobial activity, 
hydrophobicity, self-aggregation and anti-oxidant activity were analyzed among the 
selected strains. A total of 90 isolates were obtained in this study. Of them 30 isolates 
were selected as different ones base on colony pigmentation, microscopic morphology 
and Gram staining. A total of 5 isolated could survive in acidic and presence of bile 
conditions and selected for further analysis. All of the strains were susceptible to 
erythromycin, tetracycline, methicillin and chloramphenicol, rifampicin and ampicillin. 
Only one isolate was resistant to chloramphenicol. The most antibacterial activity was 
observed against E. coli and B. subtilis. Based on the results from all probiotic traits, 
strain 7C37 which belonged to the genus Enterococcus represent the highest probiotic 
potential. The novel strains from indigenous fermented cheese are good candidate for 
complementary analysis for selection as probiotic bacteria. 
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