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Background and Aims: Lactobacillus salivarius is a well-known probiotic bacterium, 

which is commonly isolated from gastro-intestinal tract of human and animals. The objectives of 

the present study were isolation, molecular detection and antimicrobial characterization of L. 

salivarius from buffalo’s raw milk. 

Materials and Methods: A total number of 20 buffalo milk samples were collected 

aseptically from traditional buffalo farms in Urmia city, Iran. Milk samples were cultured and 

incubated on MRS agar, then suspected colonies were primarily determined according to their 

appearance and biochemical characteristics. Bacteria species were confirmed by polymerase 

chain reaction accompanied by restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and 

nucleotide sequencing of 16s rRNA gene. Antimicrobial activity of L. salivarius against 

pathogenic bacteria including Listeria monocytogenesis, Escherichia coli, Salmonella 

typhimurium, and Staphylococcus aureus was examined using agar-spot and agar-disk diffusion 

methods. Cell surface hydrophobicity of L. salivarius was also investigated according to 

microbial adhesion to xylene and toluene hydrocarbons.   

Results: From 60 suspected colonies which were selected according to phenotypic 

characteristics, 23 colonies were confirmed as lactic acid bacteria based on the molecular 

identification. Only one isolate belonged to L. salivarius. The antimicrobial activity results 

showed a significant growth inhibitory effect of L. salivarius on pathogenic bacteria comparing 

to standard bacteria. L. salivarius had the most inhibitory effect on S. aureus while it had the 

least  inhibitory against S. typhimurium. The hydrophobicity of L. salivarius to xylene and 

toluene were 55.3% and 55.6% respectively. 

Conclusions: Based on the results, the frequency of the Lactobacillus genus s was very 

low in buffalo milk. In addition, isolated L. salivarius had strong antimicrobial activity against 

pathogenic bacteria. 

Keywords: Buffaloes, Lactobacillus salivarius, Antimicrobial Capacity, Hydrophobicity, 

Molecular Diagnostics, Milk. 
 

 

Copyright © 2018 Iranian Journal of Medical Microbiology. All rights reserved. 

Corresponding author: 
 

Mehran Moradi  

Assistant Professor in Food 

Hygiene, Department of Food 

Hygiene and Quality Control, 

Faculty of Veterinary 

Medicine, Urmia University, 

Urmia, Iran  

Tel: 044-31942633 

Email: 
  m.moradi@urmia.ac.ir  
 

Use your device to scan 

and read the article online 

 

How to cite this article: 

Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iran J Med Microbiol: Volume 12, Number 2 (May - June) 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

Original

Article 

 

Hossein Alipour E, Mardani K, Moradi M. Isolation and Identification of Lactobacillus salivarius 

from Buffalo Milk and Evaluation of Its Antimicrobial Activity. Iran J Med Microbiol. 2018; 12 (2): 

96-106 

mailto:m.moradi@urmia.ac.ir
http://www.ijmm.ir/


 

97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 از شیر گاومیش و  لاکتوباسیلوس سالیواریوسجداسازی و شناسایی 

 زیابی اثرات ضدمیکروبی آنار
 

 2مرادیمهران ، 2مردانیکریم ، 1علیپورالهام حسین 

 

 ، ایران، تهرانعلوم پایه، دانشگاه پیام نور واحد تهران شرق ۀدانشکدبیوتکنولوژی میکروبی، گروه  .1

 ، ایران، ارومیهدامپزشکی، دانشگاه ارومیه ۀگروه بهداشت و کنترل کیفی موادغذایی، دانشکد .2

 مقاله اطلاعات
 

 

 

 

 

 چکیده

 تاریخچه مقاله

 07/03/1396 :دریافت

 09/02/1397پذیرش:

 09/04/1397 :یننلاآانتشار

 موضوع:

 میکروب شناسی مواد غذایی 
 

IJMM1397;12(2): 96-106 

ات است که از دستگاه گوارش انسان و حیوان ایشدهلاکتوباسیلوس سالیواریوس، باکتری پروبیوتیک شناخته :زمینه و هدف

های شود. هدف از این مطالعه، جداسازی لاکتوباسیلوس سالیواریوس از شیر خام گاومیش و شناسایی مولکولی و بررسی ویژگیجدا می
 ضدمیکروبی آن در شرایط آزمایشگاهی است.

س از انتقال های سنتی و صنعتی شهرستان ارومیه تهیه و پنمونه شیر خام گاومیش از دامداری 20 تعداد :کارروش و مواد 

انتخاب و  های مشکوک از نظر شکل و خصوصیات بیوشیمیاییداده شدند. در ادامه کلنیکشت  MRSبه آزمایشگاه، روی محیط 

و  (PCR-RFLPدنبال آن چندشکلی طولی قطعۀ محدودشونده )مراز و بهپلی ایواکنش زنجیره از روشۀ آنها تعیین گون منظوربه

لیستریا و مایع رویی آن بر علیه  لاکتوباسیلوس سالیواریوس اثرات ضدمیکروبی .شداستفاده  16S rRNA نژنوکلئوتیدی  تعیین توالی
ای و دیسک بررسی شد. همچنین نقطهترتیب به روش به استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیا کلی، موریومسالمونلا تیفی، منوسیتوژنز

 به هیدروکربن گزیلن و تولئن ارزیابی شد.  اتصال باکتریباکتری به روش  ی سطحیتیسیدروفوبیه

مختلف از  ۀجدای 23 نوکلئوتیدی، تعداد تعیین توالیآمده از شیر گاومیش، پس از دستجدایۀ مشکوک به 60از  :هایافته

اثر وس لاکتوباسیلوس سالیواریبود. جدایۀ لاکتوباسیلوس سالیواریوس شناسایی شد که فقط یک جدایه های اسید لاکتیک باکتری

ترتیب در داشت. بیشترین و کمترین اثر مهاری به شدهزای مطالعهداری در مقایسه با باکتری استاندارد، بر عوامل بیماریمهاری معنی

 6/55درصد و تولئن  3/55مشاهده شد. هیدروفوبیستی باکتری نسبت به گزیلن  موریومسالمونلا تیفیو  استافیلوکوکوس اورئوس

 درصد گزارش شد.

لاکتوباسیلوس در شیر گاومیش بسیار پایین است و  لاکتوباسیلوسنتایج این مطالعه نشان داد که شیوع جنس  :گیرینتیجه

 استاندارد برخوردار است. پروبیوتیکفردی در مقایسه با باکتری جداشده از خصوصیات ضدمیکروبی منحصربه سالیواریوس

 تشخیص مولکولی، شیر هیدروفوبیستی، ،ضدمیکروب قدرت ،یوسسالیوار لاکتوباسیلوسگاومیش،  :کلمات کلیدی
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مهمقد

 دستگاه گوارش انسان یعی، فلور طبکیلاکتدیاس هاییرباکت

های غذایی در بسیاری از اکوسیستم. روندیشمار مبه و حیوانات

دهند ها بخش اعظمی از میکروفلور غالب را تشکیل میاین باکتری

استارتر به محصولات  ایو  یصورت کشت کمکبهو ممکن است 

علیه  کیدلاکتیاس ایهیباکترشوند. همچنین  اضافه یی نیزغذا

زا، طیف وسیعی از ترکیبات زا یا غیر بیماریعوامل مختلف بیماری

کنند و لذا این قابلیت را دارند که برای ضدمیکروبی را تولید می

. در (2،1)مقابله با این نوع از عوامل میکروبی استفاده شوند 

 های اسیدلاکتیک توانایی تولیدشرایط خاصی، بسیاری از باکتری

ساکارید را نیز دارند. ترکیبی که در مقاومت اگزوپلی

ها و نیز تشکیل در مقابل فاژها، حملات انگل میکروارگانیسم

بیوفیلم اهمیت بسزایی داشته و موجب افزایش مقاومت باکتری 

 جهیو در نتها از سوی این باکتری کیدلاکتیاس دیتولشود. می

نجر به عملکرد محیط از جمله عواملی است که م pHکاهش 

شود. همچنین تولید ترکیبات ضدمیکروبی می هانآ یکروبیضدم

متنوع که در دو دسته ترکیبات با وزن مولکولی پایین )پراکسید 

استیل( و وزن مولکولی بالا )نظیر اکسیدکربن و دیهیدروژن، دی

ها های بارز این باکتریگیرند، از ویژگیها( قرار میباکتریوسین
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های اسیدلاکتیک و ها پیش رابطۀ بین باکتریسالاست. از 

 شماربی یسلامت اتیخصوصسلامت انسان مشخص شده است. 

عنوان دسته به نیباعث شده است که ا کیلاکتدیاس هاییباکتر

د نشومطرح  کیوتیپروب سمیکروارگانبرای می یمناسب ایدیکاند

(4،3) .  

ای شکل های گرم مثبت میلهها، باکتریلاکتوباسیلوس

های اسیدلاکتیک هستند. این جنس بیشترین متعلق به باکتری

گونۀ مختلف هستند. این  152ای را دارند و بالغ بر گونهتنوع بین

کنند و از ها در موادی با میزان کربوهیدرات بالا زیست میباکتری

مخاط دهان، روده و واژن انسان و حیوانات تا گیاهان و محصولات 

ها نقش اند. لاکتوباسلوسجداسازی و شناسایی شدهغذایی مختلف 

مهمی در تولید محصولات تخمیری سبزی، گوشت و محصولات 

. در محصولات لبنی و دیگر محصولات تخمیری، (5)لبنی دارند 

ها از جمله تولید ها مسئول برخی ویژگیلاکتوباسیلوس

اسیدلاکتیک، کاهش میزان لاکتوز، بهبود خصوصیات حسی، 

-زا هستند. لذا از گونهی و شیمیایی و کنترل عوامل بیماریفیزیک

عنوان استارتر و یا پروبیوتیک استفاده های مختلف  این جنس به

های جدید این های زیادی برای جداسازی گونهشود و تلاشمی

 .(6) باکتری در حال انجام است

های همچون بسیاری از گونه لاکتوباسیلوس سالیواریوس

عنوان یک باکتری دلیل خصوصیات ویژه، به، بهلوسلاکتوباسی

-های پروبیوتیک این باکتری میاز ویژگی پروبیوتیک مطرح است.

توان به ایجاد تعادل میکروبی در روده، تولید ترکیبات ضدمیکروب، 

تحریک سیستم ایمنی، مهار فعالیت آنزیمی مدفوع، تولید 

دلیل تولید کتری بهبااین اسیدهای چرب کوتاه زنجیر اشاره کرد. 

عنوان یک پروبیوتیک به IIa, IIb, IIdهای زیر کلاس باکتریوسین

. تاکنون مطالعات مختلفی برای جداسازی (7) شاخص مطرح است

از منابع مختلف از جمله مدفوع نوزاد  لاکتوباسیلوس سالیواریوس

و مدفوع مرغ  (10)شدۀ خوک آوریگوشت عمل (9،  8)شیرخوار 

انجام شده است که نتیجۀ این تحقیقات جداسازی  (12،  11)

های عملکردی متفاوت است. در برخی های مختلف با ویژگیسویه

جداشده از  CECT لاکتوباسیلوس سالیواریوسها از جمله نمونه

عنوان پروبیوتیک ، باکتری به(8)مدفوع نوزاد شیرخوار 

 شود.برداری میشده در سطح دنیا بهرهشناخته

های اسیدلاکتیک با منظور جداسازی باکتریهتلاش ب

فرد از شیر و محصولات تخمیری برای خصوصیات منحصربه

ای از اهمیت ویژه( Functional food)استفاده در غذاهای عملگرا 

. تاکنون از منابع مختلف برای جداسازی، (13)برخوردار است 

های جدید با خصوصیات عملکردی شناسایی و عرضۀ جدایه

های جدید و اسب استفاده شده که نتیجۀ آن دستیابی به سویهمن

استفاده از آنها در صنایع مختلف بوده است. با این وجود، محققان 

های جدید با همچنان درصدد جداسازی و شناسایی جدایه

های اسید فرد هستند. تنوع باکتریخصوصیات عملکردی منحصربه

شرایط جغرافیایی لاکتیک در محصولات غذایی مختلف و در 

مختلف متفاوت است. این تنوع در محصولات لبنی تولید و 

شده در دنیا از جمله شیر گاومیش که تولید و مصرف آن عرضه

گیرد نیز بسیار پیچیده و محدودۀ جغرافیایی خاصی را در بر می

گری این محصولات با ای برای غربالتواند انگیزهمتنوع است و می

های مناسب با خصوصیات عملکردی و سویههدف دستیابی به 

های با وجود انجام مطالعاتی دربارۀ ویژگی تکنولوژیک ویژه باشد.

 ،15)های اسیدلاکتیک در محصولات لبنی شیر گاومیش باکتری

های غالب و حضور گونهمطالعۀ جامعی در زمینۀ تنوع،  (6 ،14

 در شیر گاومیش صورت سالیواریوس لاکتوباسیلوسباکتری 

نپذیرفته است. هدف از این مطالعه، جداسازی و شناسایی فنوتیپی 

از شیر خام گاومیش و  لاکتوباسیلوس سالیواریوس و مولکولی

از جمله اثرات ضدمیکروبی و  ی آنارزیابی برخی اثرات پروبیوتیک

شیا کلی، یموریوم، اشرسالمونلا تیفیبر علیه  کینوژنیوسیباکتر
ی تیسیدروفوبیهو تافیلوکوکوس اورئوس لیستریا مونوسیتوژنز و اس

 باکتری در شرایط آزمایشگاهی است. سطحی

 هاروشمواد و 

برداری شیر خام گاومیش و شناسایی فنوتیپی نمونه

 لاکتوباسیلوسهای جدایه

میش از دامدارهای سنتی و نمونه شیر خام گاو 20تعداد 

ی شد آورجمع 1394ماه اول سال  6صنعتی شهرستان ارومیه در 

های استریل در شرایط سرد به آزمایشگاه و سریعاً در داخل بطری

میکروبیولوژی موادغذایی دانشکدۀ دامپزشکی دانشگاه ارومیه 

لیتر از هر نمونه منتقل شدند. برای جداسازی اولیه، ابتدا یک میلی

 deMan, Rogosa andبراث )   MRSلیتر محیط میلی 10شیر، به 

Sharpeب، کانادا( اضافه شد و هر نمونه در شرایط ( )شرکت کیول

 C37˚در دمای  Cهوازی در جار و با استفاده از گاز پک نوع بی

ساعت انکوبه شد. سپس از هر نوع نمونه با آنس  24ـ48مدت به

ها در دمای آگار کشت خطی داده و پلیت MRSروی محیط 

˚C37 گذاری شدند. پس از آن ساعت گرمخانه 24ـ48مدت به

صورت تصادفی از هر نمونه کلنی تکی متفاوت به 5داکثر تعداد ح
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آمیزی گرم و بررسی انتخاب شد و ابتدا تست کاتالاز و سپس رنگ

-. کلنی(16)شکل با استفاده از میکروسکوپ نوری انجام پذیرفت 

دست، رنگ سفید اپک و هایی که به شکل گرد و محدب با لبۀ یک

منفی بودند، برای انجام آزمایشات  موکوئید، گرم مثبت و کاتالاز

 مولکولی انتخاب شدند. 

 شناسایی مولکولی

به روش مولکولی،  لاکتوباسیلوسهای برای شناسایی جدایه

شده با استفاده از روش های انتخابژنومی از جدایه DNAابتدا 

( استخراج 1997) Martinezو   Aljanabiشده از سوی توصیف

جفت باز با  1540اندازۀ به 16S rRNA ای از ژن. قطعه(17)شد 

و   Scarpelliniشده از سویاستفاده از جفت پرایمر توصیف

( EGE2( و برگشت )EGE1( شامل پرایمر رفت )2002همکاران )

 ’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3-’5های ترتیب با توالیبه

تکثیر  PCRروش به ’CTACGGCTACCTTGTTACGA-3-’5و 

 5/2شامل میکرولیتر  25در حجم  PCRواکنش . (18) شد

رفت و برگشت با  مریبرابر، پرا 10با غلظت  PCRبافر  تریکرولیم

یک میکرولیتر  تر،یکرولیم 5/0هر کدام  کرومولاریم 25غلظت 

با غلظت  dNTPs چهار میکرولیتر ،مولاریلیم 50 میزیمن دیکلرا

و  Taq DNA Polymerase میآنز واحد 5/2 ،مولاریلیم 25/1

. واکنش ، انجام گرفتشدهاستخراج DNA تریکرولیم 5دار مق

PCR کلریبا استفاده از ترموسا QB96 (Quanta Biotech, UK ) با

و همکاران انجام  Scarpellini از سویشده عرضه ییدما ۀبرنام

 HinfI. در ادامه قطعۀ تکثیرشده با استفاده از آنزیم (18) گرفت

ایی گونه، الگوی هضم آنزیمی منظور شناسهضم آنزیمی  شد و به

-های مختلف با الگوی هضم آنزیمی جدایهجدایه PCRمحصول 

 تأیید برای شده در بانک ژن مقایسه شد. همچنینهای گزارش

 یک هضمی، متفاوت الگوی با جدایه هر از آنزیمی هضم نتایج

 کلون سینا شرکت به توالی تعیین برای PCR محصول نمونه

 نشده بیان توالی تعیین نتایج که است ذکر به لازم. شد ارسال

 .است

 لاکتوباسیلوس یکروبیضدم هایارزیابی ویژگی

 سالیواریوس

 هاسازی باکتریتهیه و آماده

موریوم سالمونلا تیفیهای در این مطالعه، باکتری
ATCC1730شیا کلی ی، اشرATCC 11303 لیستریا مونوسیتوژنز ،

ATCC 19115س ، استافیلوکوکوس اورئوATCC 25923 عنوان به

عنوان به  LA5 لوسیدوفیلاکتوباسیلوس اسزا و عوامل بیماری

ها از کلکسیون میکروبی گروه کنترل استفاده شدند. این باکتری

بهداشت موادغذایی دانشکدۀ دامپزشکی دانشگاه ارومیه تهیه 

و تهیۀ  -C18˚ها در دمای شدند. برای نگهداری باکتری

استفاده  MRSاز محیط کشت لوریا برتانی و سوسپانسیون آنها 

از روش لیتر، دست آوردن تعداد باکتری در هر میلیبرای بهشد. 

 ۀوسیلنانومتر به 600موج تعیین جذب نوری در طول

 .شداسپکتوفتومتر و کشت باکتری استفاده 

لاکتوباسیلوس ی کروبیضدم تیفعال بررسی

 سالیواریوس

به روش  اسیلوس سالیواریوسلاکتوب یکروبیضدم هایویژگی

برای این منظور مقدار . (19)گرفت انجام  هیو کشت دولا اینقطه

لاکتوباسیلوس  هیساعته جدا 18 ونیاز سوسپانس تریلکرویم 10
 24مدت به هاتیو پلشد  ختهیآگار ر MRS یرو وسیواریسال

 طیمح تریلیلیم 7سپس  شدند. ینگهدار C37˚ یساعت در دما

باکتری در  5/1×610تعداد استاندارد ) یجامد حاومهین یبرتان ایلور

 شدهزای بررسیبیماری هاییباکتراز  کیاز هر (لیترهر میلی

 ،یاکلیشیراش وم،یمور یفیسالمونلات توژنز،یمونوس ایستریل)
 بهدوم  یۀصورت لابه ییستای( در فاز اکوکوس اورئوسلویاستاف

 یمهاریۀ ناح ،گذارینهگرمخاساعت  24و پس از  اضافه شد تیپل

از  شیآزما نی. در اشد یریگاندازهبا کولیس و  یشده بررسلیتشک

 شاهد ۀعنوان نمونبه LA5 لوسیدوفیاسلاکتوباسیلوس  یباکتر

 .شداستفاده  سالیواریوس لاکتوباسیلوسبرای مقایسه با  

 لاکتوباسیلوس سالیواریوسبررسی تولید باکتریوسین 

لاکتوباسیلوس یکروبی جدایۀ پس از تأیید خواص ضدم
 Cell free، برای تهیۀ مایع رویی حاصل از کشت باکتری )وسیواریسال

supernatant ،)طیدر مح MRS  و  داده شد کشتبرای باکتری

از آن  دارکریدر انکوباتور ش C35˚ی ساعت در دما 24مدت به

 10مدت به ییایباکتر ونیسپس سوسپانس عمل آمد.ی بهنگهدار

شد.  فوژیسانتر قهیدور در دق 6000 با سرعت C2˚ یدر دما قهیدق

 یاحتمال دروژنیه دیسو پراک کیلاکتدیبردن اثر اس نیاز ب برای

از آمده دستهب مایع رویی pH بترتیبه ،یباکتر از سویشده دیتول

در و شد  میتنظ 7نرمال در عدد  1/0با استفاده از سود کشت باکتری 

. پس (20)به آن اضافه شد ( تریگرم در لیلیم دوکاتالاز ) میآنزادامه 

و  لتریف ی،کرونیم 22/0 لتریبا استفاده از ف مایع رویی مار،یاز انجام ت

 هایسکید. بدین منظور، شد یبررس نیوسیباکتر دیتول تیخصوص

 ورغوطه قهیدق 5مدت به مایع روییمتر در یلیم 6به قطر  یکاغذ

 تیسطح پل یرو، C37˚ دمای در شدنخشک از پس شدند و

پس از زای منتخب قرار گرفتند. های بیماریشده با باکتریدادهکشت



 وسیواریلاکتوباسیلوس سال اثرات ضدمیکروبی | همکارانو  علیپورحسین  

100 

 

شده لیتشک یمهار یۀناح، C37˚ گذاری در دمایگرمخانهساعت  24

 . (20) شد یریگاندازه سیو با استفاده از کول یبررس

 باکتری یستیدروفوبیه سنجش

 ونآزماز  باکتری، یسطح یستیدروفوبیسنجش ه یبرا

و تولئن استفاده شد. ابتدا  لنیگز دروکربنیبه ه یاتصال باکتر

در طول موج  1/0تا  08/0ی با جذب نور ییایباکتر ونیسوسپانس

از  ترلییلیم 5/0سپس به  و (هیاول یر)جذب نو هینانومتر ته 640

. شداضافه  ونیاز سوسپانس ترلییلیم 3ها، دروکربنیاز ه کیهر

 قهیدق 15مدت به ونیسوسپانس ،قهیدقو دمدت پس از هم زدن به

فاز  یزمان جذب نور نی. پس از اگرفتمحل ثابت قرار  کیدر 

-( و درصد سلولهینانومتر ثبت )جذب ثانو 640در طول موج  یآب

محاسبه شد.  لیبا استفاده از فرمول ذ دروکربنیمتصل به ه یها

نوان عبه LA5 لوسیدوفیاسلاکتوباسیلوس  یباکتر شیآزما نیدر ا

بررسی  سالیواریوس لاکتوباسیلوسبرای مقایسه با   شاهد ۀنمون

 . (21)شد 

های متصل به هیدروکربن اکتان = }جذب اولیه درصد سلول

  100ـ جذب ثانویه/ جذب اولیه{ 

 آماری روش

آنالیز با استفاده از  قیتحق نای در آمدهدستهب هایداده

 ۀنسخ SPSS ۀبرنام دانکن درطرفه و تست تعقیبی واریانس یک

22 (IBM corp., NY, USA )05/0دار در سطح معنی > P آنالیز 

  GraphPad (San Diego California USA)افزاراز نرم یرسم منحن ی. براشدند

حداقل  یتیسیدروفوبیو ه یکروبیم هایتست یتمام شد. استفاده

 .گرفتنددر سه تکرار انجام 

 هاافتهی

 اسیدلاکتیک هایریباکت مولکولی شناسایی

، در لاکتوباسیلوسکلنی مشکوک به جنس  60از تعداد 

 23بررسی مولکولی و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی، برای 

( 1)شکل  یر شدتکثجفت باز  1540حدود  طولبه ایجدایه قطعه

 23شدند.  شناسایی لاکتوباسیلوسعنوان جنس که به

-ارزیابی اسایی گونه، تحتشده برای شنشناسایی لاکتوباسیلوس

قرار شامل هضم آنزیمی و تعیین توالی نوکلئوتیدی مولکولی های 

 قطعات تکثیرشده برش داده HinfI. با استفاده از آنزیم گرفتند

های مختلف شدند. الگوهای هضم آنزیمی متفاوتی برای جدایه

شده جدایۀ بررسی 23طور کلی از تعداد به(. 2آمد )شکلدست به

-که تحتالگوی هضم آنزیمی متفاوت  8روش هضم آنزیمی،  به

  Aدست آمد )شکلبهنامگذاری شدند،  P8الی  P1عنوان الگوهای 

های . الگوهای هضمی متفاوت حاکی از وجود گونه(B2 و  2

آمده روشی دستمختلف بود. هرچند الگوهای هضم آنزیمی به

منظور بههای باکتریایی است ولی مناسب برای تفکیک گونه

تر، از هر الگوی هضم آنزیمی متفاوت یک نمونه ارزیابی دقیق

هضم ها با الگوهای تعیین توالی شد. نتایج تعیین توالی جدایه

و  ومیانتروکوکوس فاسنشان داد  2آنزیمی متفاوت در شکل 

-در بین جدایه .بودندغالب  هایگونه وسیواریلاکتوباسیلوس سال

لاکتوباسیلوس ایه مربوط به ، یک جدلاکتوباسیلوس های
 گزارش شد.سالیواریوس 

 

 
 .درصد 5/1 اگارز ژل یشده روی( بارگذارهایو کوکس هالی)باس ییایباکتر یهاهیاز جدا یتعداد rRNA 16Sژن  ریحاصل از تکثجفت باز  1540اندازۀ به  PCRمحصولات . 1 شکل

شده ریتکث  PCRمحصولات : 4-20های : کنترل منفی، چاهک3)کنترل مثبت(، چاهک  لوسیدوفیاس لاکتوباسیلوس: 2 چاهک )سینا کلون، ایران(، bp100 ی: نشانگر مولکول1چاهک 

 .کیدلاکتیاس یهایمختلف باکتر یهاهیاز جدا
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 16S rRNA، 23 یژنوم یۀناح PCRمحصولات  ییمهضم آنز الگوی .2 شکل

انجام گرفته است   HinfI یمبا استفاده از آنزتأیید شده که  لاکتوباسیلوس یۀجدا

 ی: مارکر مولکول16و  1 هایچاهک: A. (درصد 5/1 آگارز ژل یشده رویبارگذار)

bp 50 )ی: الگو3، چاهک )سینا کلون، ایران P1، 13و  11، 10، 4 هایچاهک: 

چاهک  ،P4 الگوی 15 و 12، 8، 7، 6 هایچاهک ،P3 ی: الگو5چاهک  ،P2 یلگوا

-چاهک ،P6 ی: الگو2 چاهک ،bp 50 ی: مارکر مولکول1: چاهک P5، B ی: الگو14

 ،P7 ی: الگو6چاهک  ،P4 یالگو  :7 و 5، 4 هایچاهک ،P2 ی: الگو11و  3 های

: 11چاهک  ،P1 ی: الگو10، چاهک P3 ی: الگو9 چاهک، P8 الگوی: 8 چاهک

 .P2 یالگو
 

  لاکتوباسیلوس سالیواریوسی کروبیضدم تیفعال

لاکتوباسیلوس سالیواریوس و  مهار رشد جدایۀتوانایی 
زا که های بیماریروی باکتری LA5 لوسیدوفیاسلاکتوباسیلوس 

آورده شده  3شود، در شکل صورت هالۀ ممانعت از رشد بیان میبه

لاکتوباسیلوس که  نشان داد یروبکیضدم آزمون جینتااست. 
 ،توژنزیمونوس ایستریل هاییباکتر یرو یاثر مهار وسیواریسال

 دارد اورئوس لوکوکوسیاستاف و وممورییفیت سالمونلا ،یاکلیشیاشر

 55/40، 72/42، 37/48 به قطر یممانعت از رشد ۀهالترتیب به و

 ( P < 05/0) دارییکه اختلاف معن کرد جادیا متریلیم 27/49و 

 داشت.  LA-5 لوسیدوفیلاکتوباسیلوس اساستاندارد  یبا باکتر

 سالیواریوس لاکتوباسیلوساثرات مهاری مایع رویی جدایۀ 

صورت هالۀ ممانعت از رشد است زا که بههای بیماریروی باکتری

 .استشده  آورده 5 (، در شکل4)شکل
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-شده بر حسب میلیزای بررسیهای بیماریۀ رشدنیافتگی باکتریهال قطر .3شکل

-LAلاکتوباسیلوس سالیواریوس و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  متر در مواجهه با

بین گروه تیمار و گروه  ( P < 05/0دار )دهندۀ وجود اختلاف معنی)کنترل( نشان 5

 کنترل است.
 

 
علیه باکتری  لاکتوباسیلوس سالیواریوسنعت از رشد مایع رویی هالۀ مما .4شکل

استافیلوکوکوس ( )سمت راست(. باکتری گرم مثبت )شیا کلییاشرگرم منفی )
 ( )سمت چپ(.اورئوس

 
متر در مواجهه زا بر حسب میلیهای بیماریۀ رشدنیافتگی باکتریهال قطر .5شکل

 لاکتوباسیلوس سالیواریوسبا مایع رویی 

 

 وسیواریسال لاکتوباسیلوس یستیدروفوبیه

با  سالیواریوس هیدروفوبیستی سطحی لاکتوباسیلوس

آورده شده است.  6استفاده از اتصال به گزیلن و تولئن در شکل 

هیدروفوبیستی لاکتوباسیلوس سالیواریوس به گزیلین و تولئین 

که حاکی از درصد گزارش شد  3/55و  6/55ترتیب به

 هیدروفوبیستی متوسط و مناسب جدایه بود.
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لاکتوباسیلوس سالیواریوس و درصد هیدروفوبیستی سطحی  .6شکل

 )نمونۀ کنترل( با استفاده از گزیلن و تولئن.  LA-5لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
 

 گیریبحث و نتیجه

-مینۀ جداسازی باکتریباتوجه به اینکه جزئیات کاملی در ز

های اسیدلاکتیک از شیر خام گاومیش وجود ندارد، بنابراین 

های اسیدلاکتیک از برای شناسایی باکتری مطالعات و بررسی

-شیرخام گاومیش انجام شد. مرحلۀ اول بررسی فنوتیپ باکتری

های کلاسیک و مرحلۀ دوم های اسیدلاکتیک با استفاده از روش

ی مولکولی بود. در هر مرحله مشخص شد که هااستفاده از روش

 بیشتر از باسیل بود. های کوکسیتعداد جدایه

های اسیدلاکتیک در محصولات غذایی مختلف تنوع باکتری

و در شرایط جغرافیایی گوناگون زیاد است. این تنوع در محصولات 

شده در دنیا نیز بسیار پیچیده و بالا است که لبنی تولید و عرضه

گری این محصولات با هدف دستیابی ای برای غربالاند انگیزهتومی

های مناسب با خصوصیات عملکردی و تکنولوژیک ویژه به سویه

های شیر تخمیری گاو، گوسفند، گاو نمونه . در بررسی(22)باشد 

 لاکتوباسیلوس ترموفیلوسدار و مادیان در کشور مغولستان، کوهان

های اسیدلاکتیک عنوان باکتری، بهلاکتوباسیلوس هلوتیکوسو 

روی  2016ای که در سال . در مطالعه(22)غالب گزارش شدند 

های اسیدلاکتیک شیر گاومیش در کشور اندونزی انجام باکتری

 لاکتوباسیلوسمربوط به ها جدایهگرفت، نشان داده شد که غالب 

لاکتوباسیلوس پاراکازئی، لاکتوباسیلوس پنتوسوس، ، برویس

در  .(23)هستند یلوس پلانتاروم و لاکتوکوکوس لاکتیس لاکتوباس

منظور جداسازی (، به2011و همکاران ) Messaoudiمطالعۀ 

ها متعلق های اسیدلاکتیک از مدفوع مرغ، اکثریت جدایهباکتری

، لاکتوباسیلوس سالیواریوسبود.  لاکتوباسیلوسبه جنس 

ص داد. های جداشده را به خود اختصادرصد کل باسیلوس4/19

 ,SMXD51) لاکتوباسیلوس سالیواریوس سه سویۀ مختلف

MMS122, MMS151 اثرات ضدمیکروب چشمگیری بر )

دلیل داشت. این ویژگی به کمپیلوباکتر کلیو  کمپیلوباکتر ژژونی

 .(12) ها گزارش شدتولید باکتریسوین از سوی این سویه

های ( روی باکتری2009و همکاران ) Azizنتایج بررسی 

جدایۀ  27اسیدلاکتیک در شیر گاو نشان داد که از مجموع 

، با استفاده از شناسایی بیوشیمیایی، MRSرشدیافته در محیط 

، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسباکتری اسیدلاکتیک شامل  5فقط 

بولگاریکوس، لاکتوکوکوس  ۀگون تحتلاکتوباسیلوس دلبروکی 
 تحت گونۀ سلاکتوکوکوس لاکتی، کرموریستحت گونۀ  لاکتیس

. (15)وجود دارند  استرپتوکوکوس ترموفیلوسو  لاکتیس

اسیدلاکتیک غالب در شیر  ، باکتریلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

گاومیش گزارش شد. این در حالی بود که در شیر گاو و گوسفند 

 ترتیب استرپتوکوکوس ترموفیلوس و لاکتوکوکوس لاکتیسبه

. مطالعات این (14)ودند های غالب بتحت گونۀ لاکتیس، گونه

های اسیدلاکتیک دلیل تنوع بالای باکتریمحققان نشان داد که به

اسیدلاکتیک شیر این حیوان، مناسب  در شیر گاومیش، باکتری

عنوان استارتر در کره است. در این مطالعه برای استفاده به

 هایهای باکتریخصوصیات عملکردی و تکنولوژیک جدایه

های مولکولی در مطالعۀ . بررسی(14)اسیدلاکتیک بررسی نشد 

های اسیدلاکتیک کوکوسی، حاضر نشان داد از تعداد کل باکتری

درصد  3و حدود  انتروکوکوس فاسیوم درصد 97حدود 

( برای 2006و همکاران ) Martinبودند.  انتروکوکوس کازئیفلاووس

ا از مدفوع نوزاد ر CECT لاکتوباسیلوس سالیواریوساولین بار 

شیرخوار جداسازی و به روش مولکولی تشخیص دادند. این جدایه 

زای های بیماریهای ضدمیکروبی مناسبی روی باکتریویژگی

آل در شرایط دستگاه شده نشان داد و روند بقای ایدهمطالعه

گوارشی را نیز از خود نشان داد. نتایج این مطالعه مشخص کرد که 

دلیل تولید لاکتات، استات کروبی این جدایه بهعلت خاصیت ضدمی

 . (8)و پراکسید هیدروژن است 

-زا از مهمهای فسادزا و بیماریتوانایی در مهار رشد باکتری

-رود و بهمیشمار های اسیدلاکتیک بههای باکتریترین ویژگی

عنوان یکی از معیارهای پیشنهادی در بررسی خصوصیات یک 

طرح است. اگر باکتری چنین توانایی در باکتری پروبیوتیک م

تواند زا داشته باشد، میمحافظت از میزبان در مقابل اجرام بیماری

عنوان باکتری پروبیوتیک مناسب مطرح شود و در ادامه لازم به

های تعیین خصوصیت پروبیوتیکی از جمله توانایی است تست

ه شدن در زا نبودن، کلونیزتحمل شرایط دستگاه گوارش، بیماری

-زا انجام مخاط دستگاه گوارش و رقابت و حذف عوامل بیماری

لاکتوباسیلوس . نتایج این مطالعه نشان داد که (24)پذیرد 
جداشده در این مطالعه اثرات ضدمیکروبی سالیواریوس 
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لاکتوباسیلوس طوری که در مقایسه با فردی دارد؛ بهمنحصربه
داری نشان داد. عنی، اثرات ضدمیکروبی مLA-5اسیدوفیلوس 

 لاکتوباسیلوس سالیواریوسبیشترین اثر ضدمیکروبی جدایۀ 

متر(، میلی 27/49) استافیلوکوکوس آرئوسترتیب در به

-میلی 72/42) شیاکلییاشرمتر( میلی 37/48) لیستریامنوسیتوژنز

متر( دیده شد. این اثرات میلی 55/40) موریومسالمونلاتیفیمتر( و 

، 49/39، 60/33ترتیب بهسیلوس اسیدوفیلوس لاکتوبادربارۀ 

گرم مثبت  هایمتر بود. در مجموع باکتریمیلی 65/42و  37/37

ها، حساسیت بیشتری نسبت به جدایۀ در مقایسه با گرم منفی

و   Iranmaneshنشان دادند. در مطالعۀلاکتوباسیلوس سالیواریوس 

های کتریهای ضدمیکروبی با( پیرامون ویژگی2012همکاران )

اسیدلاکتیک جداشده از شیر و ماست، نشان داده شد که از 

درصد جزو  77، فقط MRSجدایۀ جداشده از محیط  168مجموع 

جدایه خواص  33های اسیدلاکتیک بودند و از این تعداد باکتری

لیستریا زا از جمله ضدمیکروبی بر علیه برخی عوامل بیماری
 سالمونلا انترتیدیسو  منوسیتوژنز، استافیلوکوکوس آرئوس

 .(25)داشتند 

 Karami( اثرات ضدمیکروبی جدایه2017و همکاران ) های

های لبنی شامل شیر گاو، شیر جداشده از نمونه لاکتوباسیلوس

باسیلوس ، استافیلوکوکوس اورئوسگاومیش، پنیر و ماست علیه 
را بررسی کردند. نتایج نشان  سودوموناس آئروژینوزاو  سوبتیلیس

 لاکتوباسیلوس ساکای، لاکتوباسیلوس آلیمانتاریوسداد سه جدایۀ 

اثرات ضدمیکروبی متوسط )هالۀ  لاکتوباسیلوس کلونوایدسو 

متر( و قوی )هالۀ ممانعت از رشد بالای میلی 15ممانعت کمتر از 

( اثرات 2015و همکاران ) Mercan. (26)متر( داشتند میلی 15

جداشده از  وس سالیواریوسلاکتوباسیلجدایۀ  4ضدمیکروبی 

استافیلوکوکوس های گرم مثبت )مدفوع مرغ را بر علیه باکتری
شیاکلی، سالمونلا یاشر( و منفی )باسیلوس سرئوس واورئوس 

( بررسی کردند. نتایج مطالعۀ یرسینیا انتروکولیتیکا وموریوم تیفی

جدایه، توانایی مهار رشد هر دو دسته  4آنها نشان داد که هر 

و منفی را  باسیلوس سرئوس( های گرم مثبت )به استثناءتریباک

شده را به های ضدمیکروبی مشاهدهداشتند. این محققان، ویژگی

. (11)تولید باکتریوسین و ترکیبات شبه باکتریوسین نسبت دادند 

شده های اسیدلاکتیک دانه کفیر استفادهای تنوع باکتریدر مطالعه

با  لاکتوباسیلوسسازی جدایۀ در کشور برزیل با هدف جدا

جدایۀ جداشده به  108خصوصیت پروبیوتیک انجام پذیرفت. 

  16S rRNAریبوزومی و سکانس ژن DNAروش مولکولی و برش 
شامل  جنس 11تعیین گونه شدند که در مجموع در 

 و اُانِکوکوس قرار لاکتوباسیلوسلاکتوکوکوس، لوکونستوک، 

تست مقاومت به اسید معده،  یلوسلاکتوباسجدایۀ  52گرفتند. در 

های صفراوی، بررسی خصوصیات ضدمیکروبی و مقاومت به نمک

بیوتیک انجام پذیرفت که نتایج وجود ویژگی پروبیوتیکی آنتی

 .(27)مناسب در سه گونه را نشان داد 

های ضدمیکروبی مطالعات مختلفی دربارۀ بررسی ویژگی

در برخی از آنها علت  های اسیدلاکتیک صورت گرفته کهباکتری

اصلی این خصوصیت، تولید پراکسید هیدروژن و اسیدهای آلی 

ای که متأثر از نوع و جنس گونه است. گزارش شده است؛ ویژگی

های اسیدلاکتیک یکی از دلایل مهم ویژگی ضدمیکروبی باکتری

ها، باکتریوسینمربوط به تولید ترکیبات شبه باکتریوسین است. 

ها هستند که از قدرت شده از سوی ریبوزومپپتیدهای سنتز

ها از جمله ضدمیکروبی بالایی برخوردارند. طیف وسیعی از باکتری

. در این (2)های اسیدلاکتیک قادر به تولید آنها هستند باکتری

مطالعه برای اینکه مشخص شود خصوصیات ضدمیکروبی باکتری 

ری تهیه و مربوط به کدام ترکیب باکتری است، مایع رویی باکت

و پراکسید هیدروژن موجود  pHترتیب برای حذف اثرات سپس به

به میزان خنثی( و کاتالاز  pHاز سود )رساندن مایع رویی در 

مایع استفاده شد. در نتیجه، عمده ترکیب ضدمیکروب موجود در 

شود. نتایج مطالعۀ ، ترکیبات شبه باکتریوسین تصور میرویی

اثرات ضدمیکروبی جدایۀ  حاضر نشان داد که بخشی از

مربوط به ترکیبات شبه باکتریوسین است، چرا که  لاکتوباسیلوس

تمیارشده با سود و کاتالاز، اثرات ضدمیکروبی نشان مایع رویی 

داد. بیشترین اثر ضدمیکروبی پالیده بر علیه باکتری گرم مثبت 

متر میلی 3/1با قطر هاله ممانعت از رشد  استافیلوکوکوس آرئوس

 شیا کلییاشرود و کمترین اثر ضدمیکروب هم مربوط به باکتری ب

 شد.متر( میمیلی 5/0)قطر هاله ممانعت 

ها علیه طور کلی، فعالیت ضدمیکروبی باکتریوسینبه 

میکروارگانیسمی است که ارتباط نزدیکی با میکروارگانیسم 

نمونه شیر در  54شده روی در بررسی انجامآن دارد.  تولیدکنندۀ

جدایۀ مختلف باکتری اسیدلاکتیک به روش فنوتیپی  198ایران، 

ها تقریباً اثر ضدمیکروبی بر جداسازی و شناسایی شد. همۀ جدایه

نشان دادند. نتایج اشریشیا کلی و استافیلوکوکوس آرئوس علیه 

این مطالعه نشان داد که این خاصیت ضدمیکروبی بیشتر مربوط به 

ها است و پراکسید هیدرون باکتری تولید اسید آلی از سوی این

جدایۀ تحت  4نقشی ندارد. همچنین ثابت شد که اثر ضدمیکروبی 

مرتبط با تولید مواد مهاری  استافیلوکوکوس آرئوسمطالعه روی 

( اثرات 2017و همکاران ) Marques. (28) شبه باکتریوسین است
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تریا لیسرا بر  P99 لاکتوباسیلوس کورواتوسمواد شبه باکتریوسین 
در محیط آزمایشگاهی و پنیر پراتو بررسی کردند.  منوسیتوژنز

حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی مایع رویی حاوی مواد شبه 

میکروگرم بر  5/62و  6/15ترتیب باکتریوسین بر علیه باکتری به

لیستریا لیتر گزارش شد. این مایع باعث کنترل رشد میلی

 .(4)در پنیر شد  منوسیتوژنز

های پروبیوتیک، مرتبط با توانایی ی از معیارهای باکترییک

باکترسی در کلونیزه شدن در دستگاه گوارش انسان و حیوان است. 

عوامل مختلفی در این اتصال مؤثر هستند که یکی از آنها 

هیدروفوبیستی سطح باکتری است. هرچقدر باکتری هیدروفوب 

رد. هیدروفوبیستی باشد، توانایی بیشتری در اتصال به سطوح دا

سطحی باکتری، متأثر از محتوای غشاء سیتوپلاسمی باکتری است. 

هایی با قدرت هیدروفوبی بالا، کاندیداهای مناسبی برای باکتری

هیدروفوبیستی  .(29)هستند عنوان پروبیوتیک استفاده به

و  6/55ترتیب به گزیلین و تولئین به لاکتوباسیلوس سالیواریوس

ارش شد. این در حالی بود که این مقدار برای درصد گز 3/55

درصد بود. هر  6/74و  LA-5  ،6/65لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

گریز هستند و روی فاز آبی، یک فاز آلی تشکیل دو هیدروکربن آب

های شده دربارۀ هیدروفوبیستی باکتریدر بررسی انجامدهند. می

شان داد که دو اسیدلاکتیک جداشده در حضور گزیلن، نتایج ن

درصد( در مقایسه با  52و  48گونه از فعالیت هیدروفوبی بالا )

. نتایج مطالعۀ (21) درصد( برخوردار بودند 37سویه استاندارد )

، لاکتوباسیلوسحاضر نشان داد که هیدروفوبیسیتی سطحی جدایۀ 

 داری با باکتری استاندارد ندارد.اختلاف معنی

ها از منابع ل میکروارگانیسماز آنجا که جداسازی و غربا

های مفید با دست آوردن سویهطبیعی، روشی مؤثر برای به

خصوصیات ژنتیکی ثابت و استفاده از آنها در محصولات صنعتی 

 است، لذا این مطالعه با هدف بررسی امکان شناسایی
عنوان باکتری پروبیوتیک بالقوه به لاکتوباسیلوس سالیواریوس

 لاکتوباسیلوسین مطالعه نشان داد که فراوانی انجام شد. نتایج ا

های اسیدلاکتیک در شیر یهای مهم باکترعنوان یکی از جنسبه

ها از رسد، دیگر جنسنظر میخام گاومیش بسیار پایین است و به

لاکتوباسیلوس فراوانی بیشتری در این شیر برخوردار باشند. 
العه اثرات جداشده از شیر گاومیش در این مط سالیواریوس

لاکتوباسیلوس فردی در مقایسه با ضدمیکروبی منحصربه
نشان داد. مطالعات همچنین نشان داد که  LA-5اسیدوفیلوس

بخشی از این خصوصیت مربوط به ترکیبات شبه باکتریوسین است 

های که این نیاز به مطالعات تکمیلی دارد. با انجام دیگر آزمون

-ات پروبیوتیک در جدایه، میمرسوم و استاندارد بررسی خصوصی

عنوان یک پروبیوتیک جدید در صنایع توان از جدایۀ فعلی به

 مختلف از جمله صنایع لبنی استفاده کرد.

 سپاسگزاری

آزمایشگاه  محترم از همکاران نویسندگان مقاله

شناسی موادغذایی و آزمایشگاه مرکزی دانشکدۀ میکروب

 پژوهش این اجرای کاری درخاطر همبه ارومیه دانشگاه دامپزشکی

 آورند.می عملامتنان را به کمال

 تعارض منافع

 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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