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  :چکیده 
بطور کلی دانه هاي کفیر داراي .کفیر یک پروبیوتیک کمپلکس می باشد که مبدأ آن شمال قفقاز است :سابقه وهدف

مخمرهاي ،لاکتوباسیل هاي مزوفیلیلیک اسید لاکتیک،سید لاکتیکمیکروارگانیسم هایی نظیر استرپتوکوکسی هاي ا
  . که به اثرات درمانی آنها اشاره شده است ،تخمیر کننده و غیر تخمیر کننده لاکتوز و باکتریهاي اسید استیک است

شده از اثرات ضد میکروبی کفیر بر روي باکتري سودوموناس آئروژنوزا جدا  مطالعه تجربیدر این  :مواد و روشها
با استفاده از محیطهاي کشت )  ATCC 27853 (بیمار دچار سوختگی و سودوموناس آئروژنوزا استاندارد

و بررسی کینیتیک مرگ در  روش چاهکبا استفاده از روش هاي رقت لوله اي و  MICمیکروبیولوژي و تعیین
درجه سلسیوس به  35در دماي ساعت  72و  96تخمیر  متفاوت حضور دو نوع از عصاره هاي کفیر در دو زمان

اندازه  فاز معکوس HPLCمیزان اسید لاکتیک و اسید استیک نیز با  .مورد مطالعه قرار گرفت in vitro صورت 
  .گیري گردید

ساعت  96درجه سلسیوس با  35بیشترین اثر ضد میکروبی عصاره کفیر در دماي  در این مطالعه تجربی، :یافته ها
و ) ATCC 27853( میلی گرم در میلی لیتر روي سودوموناس آئروژنوزا استاندارد 250 زمان تخمیر و غلظت

  .مدآسودوموناس آئروژنوزا جدا شده از بیمار سوخته بدست 
   

   داراي اثرات ضد میکروبی بر روي باکتري سودوموناس آئروژنوزا استاندارد عصاره کفیر :گیري نتیجه
ATCC 27853)  ( دا شده از بیمار سوخته می باشدسودوموناس آئروژنوزا ج و.  
  تخمیراثرات ضد میکروبی، کفیر،   :واژه هاي کلیدي
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  :مقدمه
تاریخچه استفاده از میکروارگانیسم هاي زنده در غذا به 
ویژه باکتریهاي تولید کننده اسید لاکتیک به منظور حفظ و 

فرآورده هاي لبنی . بهبود سلامت انسان بسیار طولانی است
وع از محصولات پروبیوتیکی بوده اند که مورد اولین ن

سابقه استفاده از فرآورده هاي . استفاده بشر قرار گرفته اند
لبنی به ابتداي تمدن بشر بر میگردد و اشاره اي به استفاده 
از فرآورده هاي لبنی در انجیل و کتب مقدس هند نیز 

پروبیوتیک ها این چنین تعریف می  .)1(وجود دارد
یکروارگانیسم هاي زنده و غیر پاتوژنی که پس از م ":شوند

هضم شدن داراي اثرات مثبت بر سلامتی میزبان یا 
توسط  2001تعریفی که در سال  اًنهایت .فیزیولوژي او دارند

وتیک ها بیبراي پرو FAO/WHOکمسیون تخصص از 
پروبیوتیک ها  "ارائه شده است عبارت است از 

تند که وقتی به مقدار میکروارگانیسم هاي زنده اي هس
کافی از آن ها مصرف می شود اثرات مفیدي بر سلامت 

  ).2( انسان دارند
پروبیوتیک کمپلکس و نوعی نوشیدنی است که از  یک کفیر

الکلی شیر بدست می آید و منشا آن  –تخمیر لاکتیک 
از اواخر قرن گذشته که . کوههاي قفقاز در روسیه می باشد

شرقی ومرکزي و سایر کشورها انتشار تولید کفیر در اروپاي 
پیدا نمود میکروبیولوژي دانه هاي کفیر توجه بسیاري از 

در حال حاضر مشخص .محققان را به خود جلب نمود
گردیده است که میکروارگانیسم هاي موجود در دانه هاي 
کفیر شامل باکتري هاي لاکتیک و باکتري هاي استیک و 

تهیه کفیر مورد استفاده قرار  مخمرها بوده که بعنوان مایه در
مزوفیل (باکتري هاي لاکتیک بطور کلی باسیلها .می گیرند
و استرپتوکوکهاي لاکتیک و لوکونوستوك را )وترموفیل

نکته جالب توجه این است که  .)3-6(شامل می شود
بسیاري از این فرآورده ها در طب سنتی بدون اینکه هیچ 

و خواص درمانی آن ها اطلاعی از وجود میکروارگانیسم ها 
 76. وجود داشته باشد به عنوان دارو تجویز می شده اند

سال قبل از میلاد مسیح مورخ رومی استفاده از فرآورده 
هاي تخمیري شیر را به منظور درمان گاستروانتریت توصیه 

علی رغم پیشرفت ها در زمینه کنترل و درمان . )7(نمود
ویژه براي این  زخم هاي سوختگی و وجود مراقبت هاي

بیماران، عامل اصلی مرگ و میر در بیماران دچار سوختگی 
کنترل عفونت زخم یکی از مشکلات .) 8-9(عفونت است

اساسی هر بخش سوختگی است و هر سال تعداد زیادي از 
بیماران سوخته در اثر این ضایعه جان خود را از دست داده 

باعث صدمه  سوختگی نه تنها. و یا ناتوانی پیدا می کنند
شدید پوستی می شود بلکه محیط و شرایط مناسبی را براي 
رشد و نمو فلور میکروبی و سایر باکتري ها فراهم می 

در اثر سوختگی شدید زخم هاي عفونی ).10-11(وردآ
ناشی از باکتري هاي غیر معمول و یا سپتی سمی تهدید 

 سودوموناس آئروژنوزا). 12- 13(کننده زندگی پدید می آید
ن به ترتیب آو بعد از  معمول ترین عامل عفونت است

استافیلوکوك طلایی ، انتروباکتریاسه و سایر گرم منفی ها و 
گرم مثبت ها سایر سویه هاي جدا شده را تشکیل می 

افزایش مقاومت این  باکتري ها به آنتی  .)14- 15(دهند
بیوتیک ها مسایل مهم و جدي در درمان و کنترل عفونت را 

باکتري ). 16(یان بیماران دچار سوختگی مطرح می کنددر م
سودوموناس آئروژنوزا باسیل گرم منفی است که بوي آمیل 
الکل ایجاد می کند و کلنی با رنگ فلئورسانت سبز تولید 

این باکتري با توجه به سیستمهاي خاص درونی . می نماید
خود از جمله سیستم انتقال مقاومت به آنتی 

به سرعت در مقابل آنتی بیوتیک هاي ) پلاسمید(بیوتیک
مختلف مقاوم شده و باعث انتشار عفونت و سپتی سمی در 

استفاده از وسایل هیدروتراپی و . بدن بیماران خواهد شد
لگن هاي شستشوي آلوده همگی منابعی هستند که این 

از جمله راههاي مبارزه با .ارگانیسم از آنها جدا شده است
دوموناس آئروژینوزا استفاده از آنتی عفونتهاي ناشی از سو

بیوتیکهاي مخصوص ضد سودوموناس آئروژینوزا و 
 سال است، زیرا این باکتري 2یا  1تعویض مکرر آنها هر 

راه حل دیگر استفاده از  .به سرعت به آنها مقاوم می شود 
آنتی بیوتیک موضعی و برداشتن زودرس زخم و 

قویت سیستم ایمنی جهت ت. )17(پانسمانهاي مکرر می باشد
و جلوگیري از عفونت باکتریایی در سوختگی ترکیبی بنام 

این ماده نه تنها خاصیت ضد .کفیر مورد توجه می باشد
میکروبی داشته بلکه سبب تسریع روند بهبودي و ترمیم 

  .)3(زخم سوخته نیز می گردد
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  :مواد و روش کار
ور بط) گرم  50( جهت تهیه عصاره کفیر، دانه هاي کفیر 

 4براث به مدت  MRSمیلی لیتر محیط  100متوالی در 
درجه سلسیوس  35روز در شرایط بی هوازي در دماي 

ساعت  24براث در هر  MRS محیط . گرما گزاري شدند
دقیقه  20سپس محلول رویی به مدت ). 18(تعوض گردید

سانتریفوژ گردید و  rpm1000 ×6با سانتریفوز با دور  
میکرون  2/0ندن از فیلترمیلی پور محصول رویی با گذرا

عصاره ها طی  pHمیزان  .عاري از هر گونه باکتري گشت
 pH با دستگاه) ساعت 72، 96(زمانهاي مختلف تخمیر 

نشان  1و در  نمودار شماره  سنج دیجیتالی بررسی گردید
جهت بررسی اثرات ضد میکروبی از  . داده شده است

حداقل غلظت  و رقت لوله اي جهت تعیین چاهکروش 

و حداقل غلظت کشنده ) MIC(بازدارنده رشد
 نیز همچنین کنیتیک مرگ. استفاده شد) MBC(رشد

درروش چاهک، ابتدا مایه میکروبی که . بررسی گردید
تهیه )  CFU/mL108×5/1( مک فارلند  5/0معادل 

گشت، سپس از این مایه میکروبی بصورت متراکم روي 
اده شد و با پیپت پاستور محیط مولر هینتون آگار کشت د

حفر شد و عصاره کفیر حاصله از  mm  6چاهک به قطر
ساعت تخمیر در چاهک ریخته شد و سپس  72و  96

درجه سلسیوس  37ساعت در دماي  24پلیتها به مدت 
ساعت بررسی  24گرما گزاري و هاله عدم رشد بعد از 

  ). 1شکل ) (18( گردید

  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
تخمیر ساعت 96چاهک در هاله عدم رشد در روش .1شکل  

  

 
 

  )ساعت 96،72(عصاره کفیر در دو زمان متفاوت تخمیر pH -1نمودار
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ه استریل درب دار عدد لول 10درروش رقت لوله اي، در 
) M.H.B(مولر هینتون براث  به میزان ده میلی لیتر محیط

ریخته و به لوله اول عصاره کفیر حاصل از دو زمان 
را اضافه کرده سپس یک ) ساعت 72، 96(مختلف تخمیر 

اضافه شد و این  2به لوله شماره  1میلی لیتر از لوله شماره 
سوسپانسیون  سپس. تکرار گردید 9عمل تا لوله شماره 

میکروبی شامل باکتري سودوموناس آئروزنوزا سویه 
و نمونه جدا شده از بیمار ) ATCC 27853(استاندارد

مک فارلند به مقدار  5/0دچار سوختگی معادل 
در نهایت لوله  میکرولیتر به تمام لوله ها اضافه شد و100

به  سلسیوسدرجه  37ساعت در دماي  24ها به مدت 
گرما گزاري شدند   MBCو MICمنظور بررسی 

کینیتیک ) Pour plate(بر اساس روش ). 1جدول )(18(
هر یک ساعت مرگ بررسی شد، این روش تا زمان هفت 

عدد لوله استریل درب دار  10در. ساعت یک بار تکرا شد
میلی لیتر سرم فیزیولوژي ریخته شد و سپس به  9به میزان 

 5/0کتري معادل میکرولیتر سوسپانسیون با 100لوله اول 
میلی لیتر  1مک فارلند به لوله اول اضافه شد و از لوله اول 

تکرار  9به لوله دوم اضافه شد و این عمل تا لوله شماره 
و سوسپانسیون باکتریایی که حاوي عصاره کفیر بود . گردید

در انکوباتور قرار گرفت و پس از یک ساعت مجددا در 
  ). 18( دعدد لوله این عمل تکرار گردی 10

جهت مشخص کردن درصد اسیدهاي آلی،از جمله اسید 
لاکتیک و اسید استیک حاصله از تخمیر کفیر از روش 

HPLC  فاز معکوس با استفاده از ستونC18  استفاده
  ). 2نمودار(گردید 

 Design ofجهت برسی آماري از نرم افزار 

experiment   وآزمونANOVA استفاده گردید.  
  

  
  mg/mL  ساعت تخمیر برحسب 72و  96عصاره ها ي کفیر در دو زمان  MBCو   MIC .1جدول 
  

  نوع عصاره کفیر
  

  نوع باکتري

  
 35عصاره کفیر حاصل ازتخمیر در دماي 

  ساعت تخمیر 96درجه سلسیوس با زمان 

  
 35عصاره کفیر حاصل ازتخمیر در دماي 

  رساعت تخمی 72درجه سلسیوس با زمان 

MIC MBC MIC  MBC  
سودومو ناس آئروژنوزا 

  ATCC27853(  mg/mL 250  mg/mL 250(استاندارد
  
  

  
  

پسودوموناس آئروژنوزا جدا شده از بیمار 
  mg/mL 250  mg/mL 250  دچار سوختگی

  
  

  
  

  .بدین معناست که در زمان تخمیر بکار رفته اثر ضد میکروبی دیده نشد) --- (علامت 
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  Retention time= 2.74علامت فلش بیانگر  ساعت 96تولید شده در زمان اسید لاکتیک فاز معکوس  HPLC-2نمودار
  
  

  :نتایج
اثر ضد میکروبی عصاره کفیر فیلتر شده در روش بررسی 

چاهک بر روي باکتري سودوموناس آئروزنوزا 
و نمونه جدا شده از بیمار ) ATCC 27853(استاندارد

دچار سوختگی نشان داد که  عصاره کفیر فیلتر شده در 
ساعت تخمیر اثر  72درجه سلسیوس در زمان  35دماي 

ناس آئروزنوزا ضد میکروبی بر روي باکتري پسودومو
در حالی که عصاره . ندارد و هاله عدم رشد مشاهده نشد

 96درجه سلسیوس در زمان  35کفیر فیلتر شده در دماي 
ساعت تخمیر اثر ضد میکروبی بر روي باکتري 
پسودوموناس آئروزنوزا داشته و قطر هاله عدم رشد برابر 

  .گزارش گردید mm13 با 
اقل غلظت بازدارنده نتایج مربوط به اندازه گیري حد

و متعاقب آن حداقل غلظت کشنده ) MIC(رشد
داد که عصاره کفیر فیلتر شده در دماي  نشان) MBC(رشد
ساعت تخمیر اثر ضد  72درجه سلسیوس در زمان  35

میلی گرم در میلی لیتر بر روي  250میکروبی با غلظت 
باکتري سودوموناس آئروزنوزا نداشت،در حالیکه عصاره 

 96درجه سلسیوس در زمان  35کفیر فیلتر شده در دماي 
میلی گرم بر  250غلظت  ساعت تخمیر اثر ضد میکروبی با

میلی لیتر بر روي باکتري سودوموناس آئروزنوزا داشت 
 250برابر ) MIC(بطوري که حداقل غلظت بازدارنده رشد

  ).1جدول (میلی گرم در میلی لیتر بود 
  

در بررسی کینیتیک مرگ با توجه به اینکه غلظت باکتري در 
بود، با گذشت هر یک )  CFU/mL 106(ساعت صفر 

 Log(از زمان میزان باکتري سودوموناس آئروژنوزا  ساعت
کاهش داشت و مشخص گردید که عصاره کفیر حاصل ) 1

درجه سلسیوس تاثیر  35ساعت در دماي  96از تخمیر 
  . باکتریوسید بر باکتري سودوموناس آئروژنوزا داشته است

میزان اسید لاکتیک حاصله فاز معکوس  HPLCدر روش 
 96درجه سلسیوس طی زمان  35اي از تخمیر کفیر در دم

درصد و اسید لاکتیک حاصله از تخمیر کفیر  84.14ساعت  
 53.61  ساعت 72درجه سلسیوس طی زمان  35در دماي 

میزان اسید استیک تولید شده طی . درصد محاسبه گردید
 96درجه سلسیوس طی زمان  35تخمیر کفیر در دماي 

تی که اسید درصد محاسبه گردید،در صور 17.76ساعت، 
ساعت  72درجه سلسیوس طی زمان  35استیک در دماي 

از نظر آماري با توجه به . تولید نشده بود
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محاسبه گردید، کلیه نتایج داراي ) p≤0/0001(اینکه
  .اختلاف بسیار معنی داري بودند

  :بحث 
استارتر کفیر با فرض بر اینکه دما ثابت باشد ، در زمانهاي 

بطوري . تفاوتی تولید می نمایدمختلف تخمیر محصولات م
درجه  35طی تخمیر کفیر در دماي  1که طبق نمودار 

ساعت اسید بیشتري تولید شده و  96سلسیوس در زمان 
نتیجه افزایش اسیدیته حاصل در  در.دیده شد pHکاهش 
یند تخمیر کفیر سبب افزایش اثرات ضد میکروبی آطی فر

درجه  35ر دماي یند تخمیر کفیر دآطی فر .عصاره کفیر شد
 افزایش می یابد pH ،ساعت تخمیر 72سلسیوس با زمان 

در این  .روش چاهک هاله عدم رشد مشاهده نگردید که در
 در تعریف نشد کهMIC,MBC عصاره کفیر  براي زمان

 72نهایت کاهش اثر ضد میکروبی عصاره کفیر پس از 
در شرایط تخمیر کفیر با . گردد ساعت تخمیر نتیجه می

 MBC ،ساعت 96درجه سلسیوس و زمان  35ي دما
MIC =  لیتر می میلی میلی گرم در  250ن آبوده و میزان

که  در این زمان عصاره کفیر اثر ضد میکروبی داشتهباشد،
و حضور اسیدهاي آلی ازجمله  علت آن افزایش اسیدیته

که سبب افزایش اثرات  است اسید لاکتیک و اسید استیک
 72در طی تخمیر در زمانهاي  .ستا ن شدهآضد میکروبی 

 2طبق نمودار  اسید لاکتیک تولید گردیده و ،ساعت 96و 
اسید لاکتیک  درصد فاز معکوس HPLCحاصل از روش 

ساعت  72زمان ساعت بیشتر از  96تولید شده در زمان 
بوده که این خود دلیلی بر اثر ضد میکروبی عصاره کفیر در 

 ید استیک نیز با روشاس درصد .می باشدساعت  96زمان 
HPLC  در . ساعت اندازه گیري شد 96و  72در دو زمان

ساعت تخمیر، اسید استیک تولید نشد در صورتی  72زمان 
ساعت تخمیر، اسید استیک نیز تولید  96که در زمان 
اسید لاکتیک تولید  ،در دو زمان تخمیر. گردیده است

 96 گردید ولی اثر ضد میکروبی عصاره کفیر در زمان
ساعت بیشتر بود که به دلیل اسیداستیک تولید شده در این 
زمان می باشد و بیانگر این است که اثر ضد میکروبی 

ساعته  24کفیر . می باشداسیداستیک بیشتر از اسید لاکتیک 
درصد 6/0ساعته  72درصد، 4/0ساعته  48درصد ، 2/0

با آزمایشات انجام شده توسط . داشت اتیلیک الکل
Webb مشخص شد که اسید بیشتر و  1970سال  در
CO2 از طرفی .بیشتر در دماي پایین تر حاصل می گردد

افزایش دما و زمان تخمیر قوام و ویسکوزیته ماست هاي 
تحقیقات دیگري با استارترهاي .حاصله را افزایش می دهد

مختلف در تهیه عصاره کفیر بکار رفته و مشخص شد که 
اروم ایجاد ماده ضد میکروبی باکتري لاکتوباسیلوس پلانت

لاکتین کرده و در جهت کنترل رشد اشرشیاکلی و 
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس و باسیلوس سوبتیلیس بکار می 

 1978در سال  Evenshteinطبق آزمایشات ). 19(رود 
روده اي ،  –نشان داده شد با مصرف کفیر در محیط معدي 

رات ضد غلظت کل اسید معدي افزایش می یابد و اث
میکروبی بیشتري بر روي میکروارگانیسم هاي بیماریزا 
دارد و چنانچه بجاي شیره معدي ، سرم فیزیولوژي بکار 

لذا با توجه به نتایج به . )19( رود این اثر کم می شود
لعه می توان از خاصیت ضد  دست آمده در این مطا

میکروبی عصاره کفیر جهت از بین بردن میکروبهاي 
  .استفاده کردبیماریزا 
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