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  ها باكتريايي پروبيوتيك  هاي متابوليكي و ضد اثر محيط كشت بر فعاليت
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  چكيده
ضافه شده و تأثير مطلـوبي بـر عملكـرد و سـلامت     اي هستند كه مستقيماً به مواد غذايي ا ها تركيبات ميكروبي زنده پروبيوتيك زمينه و هدف:

هـاي اسـيد لاكتيـك از جملـه      گذارنـد. فاكتورهـاي بيفيـدوژنيك بـا ورود بـه روده بـزرگ، بـه افـزايش جمعيـت بـاكتري           موجودات زنده مـي 

بررسـي اثـر محـيط كشـت بـر      شوند. ايـن مطالعـه بـا هـدف      اي مي هاي روده كمك كرده و مانع رشد پاتوژن ها بيفيدوباكتريومو  ها لاكتوباسيل

  ها صورت گرفت. هاي متابوليكي و ضد باكتريايي پروبيوتيك فعاليت

بـا   هـا  بيفيـدوباكتريوم و  هـا  لاكتوباسـيل اي اسـتفاده شـد.    هاي پاتوژن روده هاي پروبيوتيك و باكتري در اين مطالعه، از باكتري روش بررسي:

هـا در حضـور    ارد بيوشـيميايي شناسـايي شـدند. اثـر آنتاگونيسـتي پروبيوتيـك      هـاي اسـتاند   آميـزي گـرم و روش   ، رنگMRSكشت در محيط 

محـيط كشـت    pHبررسـي گرديـد و    سالمونلا تيفي موريومو  اشرشيا كلي، شيگلا فلكسنريفاكتورهاي رشد به روش انتشار در آگار، بر روي 

  گيري شد. اندازه

لاكتوز به اضافه سوربتيول، رافينوز و ريبوفلاوين، خاصيت ضـد   %1حاوي  MRSهاي پروبيوتيك رشد كرده در محيط كشت  باكتري ها: يافته

و  شـيگلا فلكسـنري  سـويه صـنعتي بـر روي     لاكتوباسيلوس اسـيدوفيلوس باكتريايي از خود نشان دادند. بيشترين فعاليت آنتاگونيستي مربوط به  

بيفيـدوباكتريوم  بـود. همچنـين    سالمونلا تيفي موريـوم ) بر روي  PTCC 1608( لاكتوباسيلوس كازئيكمترين فعاليت ضد باكتريايي مربوط به 
  محيط كشت در اثر مصرف تركيبات فوق داشت. pHسويه صنعتي، بيشترين تأثير را در كاهش  بيفيدوم

افـزايش يافتـه و   ها  لاكتوز، رشد پروبيوتيك %1حاوي  MRSنتايج اين مطالعه نشان داد با افزودن فاكتورهاي رشد به محيط پايه  گيري: نتيجه

  شود. باكتريايي آنها نيز بيشتر مي  فعاليت ضد

  ها. ها؛ پروبيوتيك ها و مهاركننده ؛ آنتاگونيستبيفيدوباكتريوم؛ ها لاكتوباسيل ها: واژه كليد
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  18/6/89تاريخ پذيرش:                  16/4/89تاريخ دريافت: 

 
  مقدمه

زا،  هـاي زنـده و غيربيمـاري    ارگانيسم عنوان ميكرو ها به پروبيوتيك

وقتي در مواد غذايي به مقادير كافي وارد بدن شوند؛ تأثير مثبتي بر 

پزشـك ژاپنـي   ، Minora Shirota). 1( گذارنـد  سلامت ميزبان مي

اين تئوري را مطرح نمود كـه بـالانس ميكروبـي مناسـب در روده     

كنـد، و عـدم تعـادل فلـور      تواند از ابتلا بـه بيمـاري جلـوگيري    مي

هاي مختلفي از جمله اسـهال   ميكروبي روده نيز عامل ايجاد بيماري

بيوتيــك، مســافرت، عفونــت روده و    (بــه دليــل مصــرف آنتــي   

ــاب روده  ــوتراپي)، التهـ ــندرم روده   راديـ ــت، سـ ــده، يبوسـ و معـ

پذير، بيماري كرون، التهاب كولون، آلرژي ناشي از غـذا   تحريك
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باشد. برعكس فلور متعادل روده از طريـق   ها مي و بعضي از سرطان

ــا تحريــك  هــاي بيمــاري رقابــت، بــاكتري زا را از روده خــارج و ب

 سيستم ايمني، مواد مغذي و حياتي مانند اسيدهاي چرب با زنجيره

ها، اسيدهاي آمينـه آرژنـين، سيسـتين، گلوتـامين و      كوتاه، ويتامين

هاي مختلف را توليد  اكسيدان ها، فاكتورهاي رشد و آنتي آمين پلي

دو جـنس از   هـا  بيفيـدوباكتريوم و  هـا  لاكتوباسـيلوس ). 2كنـد (  مي

هــا بــراي انســان هســتند كــه بــه گــروه  پركــاربردترين پروبيوتيــك

). بايـد بـه ايـن    3) تعلـق دارنـد (  LAB( هاي لاكتيك اسيد باكتري

هــاي اســيدلاكتيك لزومــاً  نكتــه توجــه نمــود كــه تمــامي بــاكتري

عنـوان پروبيوتيـك    هـايي كـه بـه    باشـند. ارگـانيزم   پروبيوتيك نمـي 

شوند به مواد غذايي اضافه شده و از اين طريق بـا ورود   استفاده مي

ذاهاي دهنـد. رونـد مصـرف غ ـ    به روده، عملكرد خود را انجام مي

تــدريج در حــال  پروبيوتيــك در اروپــا، آســيا و شــمال آمريكــا بــه

هاي سراسر دنيا ايـن   افزايش است، و امروزه در بيشتر سوپرماركت

). ايـن مطالعـه بـا هـدف تعيـين اثـر       4شـود (   مواد غذايي عرضه مي

ــر فعاليــت    ــت ب ــيط كش ــد باكتريــايي     مح ــابوليكي و ض ــاي مت ه

  ها انجام شد.  پروبيوتيك
  

  رسيروش بر
بيفيـدوباكتريوم  و  از لاكتوباسيلوس اسـيدوفيلوس در اين تحقيق 

جداشـده از يـك كپسـول تجـاري پروبيوتيـك سـاخت       بيفيدوم 

زيرگونه  لاكتوباسيلوس دلبروكيشركت نچرال فاكتورز كانادا، 

ــاريكوس ــيس و  بولگ ــدوباكتريوم لاكت ــت   بيفي ــده از ماس جداش

ـــپروبي ــويهـوتي  ــ كي و س ــاي است ــلاكتوباندارد ـه ـــاسي  ازئيـل ك

)PTCC 1608،(  ــوس ــيلوس رامنوس )، PTCC 1637( لاكتوباس

 PTCC( سـالمونلا تيفـي موريـوم   )، PTCC 1552( كلـي  اشرشـيا 

ــه )PTCC 1234( شــيگلا فلكســنري) و 1609 شــده از مركــز  تهي

هاي سازمان پژوهش علمـي و صـنعتي    ها و قارچ كلكسيون باكتري

  ، استفاده شد. ايران

ر كپسول و ماست پروبيوتيكي پس از انتقـال  هاي موجود د باكتري

 c˚38هـوازي   ساعت در جار بـي  48، به مدت MRSبه محيط مايع 

ــه محــيط   ــه شــدند. ســپس ب ــد منتقــل و در جــار   MRSانكوب جام

قـرار داده شـدند. در ادامـه، بـا اسـتفاده از       c˚38هوازي با دماي  بي

در  آميزي گـرم، قابليـت رشـد    هاي بيوشيميايي شامل: رنگ آزمون

، توليد گاز گلوكز، گلوكونات، گالاكتوز و c˚45و  c˚15دماهاي 

مالتوز، مانيتول، ريبوز، سوكروز، آرابينوز، لاكتوز، مانوز، رافينوز، 

رامنوز، گزيلوز، سوربتيول و ساليسين و تسـت كاتـالاز، اكسـيداز،    

  بررسي و نتايج بـه  SIMتوليد اندول و سولفيد هيدروژن در محيط 

ا اطلاعات منـدرج در كتـاب برجـي، جـنس و گونـه      دست آمد، ب

ــد (    ــد گردي ــر تأيي ــورد نظ ــاكتري م ــت   5ب ــي فعالي ــراي بررس ). ب

بعد از اتـوكلاو در   MRS ، به محيط كشت پايهLABآنتاگونيستي 

c˚121  سـوربتيول،  2دقيقه، فاكتورهاي رشد شـامل:   20به مدت %

افه شـد.  ريبوفلاوين بعد از فيلتراسـيون اض ـ  mg/l100نوز و ي% راف2

 5/0هـــاي پروبيوتيـــك بـــه كـــدورت  سوسپانســـيوني از بـــاكتري

بـه محـيط    ml1/0) تهيـه و بـه ميـزان    cfu/ml)108×5/1فارلند  مك

 24كشت حـاوي فاكتورهـاي رشـد تلقـيح شـد، سـپس بـه مـدت         

انكوبـه گرديـد. جهـت بررسـي      c˚38هـوازي   ساعت در جـار بـي  

اسـتفاده شـد.   فعاليت ضد باكتريايي، از محيط مولر هينتـون آگـار   

براي اين منظور با استفاده از آزمون انتشار در آگار توسط چاهك 

)Well Diffusion Agar ــاكتري ــتي بـ ــر آنتاگونيسـ ــاي  )، اثـ هـ

)، PTCC 1552( اشرشـيا كلـي  سـويه اسـتاندارد    3پروبيوتيـك بـر   

) PTCC 1234( شيگلا فلكسنري) و PTCC 1609( سالمونلا تيفي

 24هـاي پـاتوژن، كشـت تلقـيح      تريهاي بـاك  بررسي شد. از نمونه

فارلند مقايسـه گرديـد.    مك 5/0ساعته تهيه و كدورت آن با شاهد 

از كشت تلقيح فوق بـه محـيط كشـت مـولر هنيتـول       ml1/0ميزان 

آگار منتقل و با سواپ اسـتريل كشـت يكنواخـت و متـراكم تهيـه      

مــايع  MRSاز محــيط كشــت  ml50شــد. بعــد از ايجــاد چاهــك، 

عنوان شـاهد)   ي رشد و بدون فاكتورهاي رشد (بهحاوي فاكتورها

ــه اضــافه   %1حــاوي  MRSو محــيط  ــه جــاي گلــوكز ب لاكتــوز ب

عنـوان شـاهد) كـه     هاي رشد و بدون فاكتورهـاي رشـد (بـه    فاكتور

هاي پروبيوتيك در آن رشد كـرده بودنـد بـه هـر چاهـك       باكتري

هاي فوق در محـيط كشـت،    منظور انتشار بهتر بخش افزوده شد. به

سـرماگذاري شـده، و    c˚4ها به مدت يك ساعت در يخچال  پليت

سـاعت، قطـر    24منتقل شدند. بعـد از گذشـت    c˚37به انكوباتور 

كـش   هـا توسـط خـط    هاله عدم رشد مربـوط بـه هريـك از بخـش    

  گيري و در جداول مربوطه ثبت گرديد. متري اندازه ميلي

  ها يافته
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 هـا  بيفيدوباكتريومو  ها سيللاكتوبادر اين بررسي، فعاليت آنتاگونيستي 
عنـوان فـاكتور    در حضور سوربتيول، رافينـوز و ريبـوفلاوين بـه   

رشد بيشتر از زماني بود كه محيط كشت پايه بـه تنهـايي مـورد    

گرفت، و در حضـور ايـن تركيبـات رشـد ايـن       مي استفاده قرار 

  ها نيز افزايش يافت. باكتري

ــه     ــوط بـ ــتي مربـ ــت آنتاگونيسـ ــترين فعاليـ ــيلوس لاكبيشـ توباسـ
و كمتــرين فعاليــت ضــد  شــيگلا فلكســنريبــر روي  اسـيدوفيلوس 

سـالمونلا تيفـي   بر روي  لاكتوباسيلوس كازئيباكتريايي مربوط به  

در حضور سوربيتول، رافينـوز و ريبـوفلاوين بـود (نمـودار      موريوم

تـر از   ). محيط كشت در حضور اين تركيبـات، پـايين  2و  1شماره 

بيفيـدوباكتريوم  تنهـايي بـود. همچنـين     حالت محيط كشت پايه به
محــيط در اثــر مصــرف  pHبيشــترين تــأثير را در كــاهش  بيفيــدوم

، نسـبت بـه كنتـرل    12/5% لاكتوز داشت ( برابـر  1تركيبات فوق و 

لاكتوباسـيلوس  مربـوط بـه    pH) و كمترين تـأثير در كـاهش   54/6
ــر  رامنوســوس ــرل 55/6(براب ــه كنت رش شــد ) گــزا62/6، نســبت ب

  ).، جدول4و  3ر شماره (نمودا
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 همراه با فاكتورهاي رشد MRSپايه و محيط  MRSحيط در م pH: مقدار جدول

  شده پايه بهينه MRS  پايه MRS  % لاكتوز1بهينه حاوي  MRS  % لاكتوز1حاوي  MRS  هاي پروبيوتيك باكتري

  93/5  42/6  63/5  38/6  اسيدوفيلوس لاكتوباسيلوس 

  51/5  82/6  21/5  54/6  بيفيدوباكتريوم بيفيدوم

  88/5  63/6  78/5  59/6  لاكتوباسيلوس بولگاريكوس

  10/6  71/6  01/6  63/6  بيفيدوباكتريوم لاكتيس

  لاكتوباسيلوس رامنوسوس

)PTCC 1634(  

62/6  55/6  83/6  72/6  

  لاكتوباسيلوس كازئي

)PTCC 1608(  

83/6  38/6  91/6  59/6  
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  بحث
در اين تحقيق اثر فاكتورهـاي رشـد (فاكتورهـاي بيفيـدوژنيك) بـر      

ــت ــاي ضــد باكتر  روي فعالي ــايي ه ــيلوسي ــيدوفيلوس لاكتوباس ، اس

 بيفيــدوباكتريوم، بولگــاريكوسزيرگونــه  لاكتوباســيلوس دلبروكــي

 لاكتوباســيلوسو دوســويه اســتاندارد  بــاكتريوم لاكتــيسو  بيفيــدوم

) PTCC 1634( رامنوسوس لاكتوباسيلوس )، PTCC 1608( كازئي

)، PTCC 1552( اشرشيا كلـي اي از جمله  هاي روده عليه پاتوژن

ــا ــوم س ــي موري ــنري ) و PTCC 1609( لمونلا تيف ــيگلا فلكس  ش

)PTCC 1234(   بررسي شد. بسياري از محققان اثر ضد ميكروبـي

ها در طي سـاليان طـولاني    را بر ساير ميكروارگانيسم ها لاكتوباسيل

كــه  انــد، تحقيقــات آنهــا نشــان داده اســت هنگــامي بررســي كــرده

خابي يا اختصاصـي  بر روي محيط كشت انت لاكتوباسيلهاي  نمونه

كشت داده شود؛ قادر به توليد تركيبات ضد ميكروبي خواهد بـود  

نظير اسيدلاكتيك،  ). تركيبات توليدشده با جرم مولكولي كم6،7(

ــاتوژن  ــد پ ــي    رش ــار م ــي را مه ــرم منف ــاي گ ــد ( ه ــت 8كن ). فعالي

ها از توانايي شكل اسيدي ايـن   آنتاگونيستي لاكتيك اسيد باكتري

وجود آمدن لاكتيك اسـيد و   آيد. به وجود مي ها به ميكروارگانيسم

شده كـه مـانع    pHها منجر به كاهش  استيك اسيد از كربوهيدرات

هـاي موجــود در   هـا و ميكروارگانيسـم   از رشـد بسـياري از پـاتوژن   

). يـك تحقيـق ديگـر بـا بررسـي تـأثير       9شـود (  غذاهاي آلوده مي

ي فعاليـت ضـد   لاكتولوز و لاكتيتول (از مشـتقات لاكتـوز) بـر رو   

ها عليـه رشـد پـاتوژن     ها، حضور پروبيوتيك باكتريايي پروبيوتيك

% 1روده را نشان داد اين يافته با نتايج مطالعه حاضر كه در حضـور  

لاكتوز و فاكتورهاي رشد، اثر ضد باكتريايي بيشتر بـود، مطابقـت   

و همكارانش در سال  Klewickiاي كه توسط  ). مطالعه10داشت (

عنوان  وي فعاليت ضدباكتريايي لاكتيك اسيد باكتري بهبر ر 2004

اي خـانواده انتروباكترياسـه در    هـاي روده  پروبيوتيك عليه پـاتوژن 

ها و مشتقات گالاكتوزيلي آنها انجام شد، نشـان داد   ال حضور پلي

ــور كربوهيـــدرات  ــتي در حضـ ــه  فعاليـــت آنتاگونيسـ ــا از جملـ هـ

Galaxylitol  بيشتر شده وpH يابد كه اين  اهش ميمحيط كشت ك

يافته با مطالعه حاضر همخواني داشت. فعاليت ضد ميكروبـي اكثـر   

علت توليـد اسـيد لاكتيـك اسـت، امـا مـواد ضـد         ها به لاكتوباسيل

هــاي  ميكروبــي ديگــر نظيــر تركيبــات آروماتيــك و مولكــول     

 pHشوند كه در  توليد مي ها لاكتوباسيلوسيله  هتروسيلكيك نيز به

هاي گرم منفي تـأثير   ر اسيد لاكتيك بر باكترياسيدي و در حضو

). اثر بازدارندگي رشد توسط برخي از اين مواد بر 11گذارند ( مي

هـاي فاسـدكننده نظيـر     هاي مـواد غـذايي، ميكروارگانيسـم    پاتوژن

ــترياها ــتريديوم، ليسـ ــا كلسـ ــا انتروكوكـــوسو  هـ ــي از هـ ، و برخـ

توليدشــده  هــاي ، باكتريوســينهــا اســتافيلوكوكوسو  هــا باســيلوس

هـاي ضـد ميكروبـي     هـا يـا پـروتئين    ، پپتـون هـا  لاكتوباسـيل توسط 

هـاي گـرم مثبـت جلـوگيري      باشد كه معمـولاً از رشـد بـاكتري    مي

با منشأ انساني، اثر آنتاگونيستي بر  ها لاكتوباسيل). 12،13كنند ( مي

، هليكوبـاكترپيلوري اي مختلـف نظيـر    روده هـاي گوارشـي    پاتوژن

دارنـد  اشرشـيا كلـي   و كمپيلـو بـاكترژوژني   ، يلكلستريديوم ديفس

در  1384). تحقيقي كه توسـط اخـوان و همكـارانش در سـال     14(

بيوتيك رافتيلوز و رافتيلين  ايران صورت گرفت، نشان داد دو پري

شــده، و  هــا لاكتوباســيلو  هــا بيفيــدوباكتريباعــث افــزايش رشــد 

اي از جملـه   رودههـاي   فعاليت آنتاگونيستي آنها را نيز عليه پـاتوژن 

افـزايش  سـالمونلا تيفـي مـوريم    و اشرشيا كلي و شيگلا فلكسنري 

دهد. همچنين در اين مطالعـه، بيشـترين اثـر ضـد باكتريـايي بـر        مي

گزارش شد كه با تحقيق حاضـر مطابقـت داشـت. در    شيگلا روي 

ضمن، در اين مطالعه شاهدي در نظـر گرفتـه نشـده بـود، ولـي در      

عنـوان شـاهد    فاقـد فاكتورهـاي رشـد بـه    پژوهش حاضر از محـيط  

باكتريــايي كمتــري نســبت بــه   اســتفاده گرديــد، كــه فعاليــت ضــد

شـده بـا فاكتورهـاي رشـد      هاي رشد كرده در محيط بهينـه  باكتري

  داشت.
  

  گيري نتيجه
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد بيشترين فعاليت ضد باكتريايي 

و  شيگلا فلكسـنري روي بر  اسيدوفيلوسمربوط به لاكتوباسيلوس 

بـر   لاكتوباسيلوس كازئيباكتريايي مربوط به  كمترين فعاليت ضد 

ــوم روي  ــي موري ــالمونلا تيف ــوز و   س ــوربتيول، رافين در حضــور س

هـاي   باشد. تمامي باكتري عنوان فاكتورهاي رشد مي ريبوفلاوين به

پايـه بـه    MRSپروبيوتيك مورد بررسي در اين مطالعـه در محـيط   

باكتريـايي بيشـتري از خـود     تورهاي رشد، فعاليـت ضـد   اضافه فاك

دهنــده رشــد بهتــر در ايــن محــيط و توليــد  نشــان دادنــد كــه نشــان

باشـد. همچنـين در    ها مي هاي ضدميكروبي و باكتريوسين متابوليت

محيط كشت نسبت به محيط پايه كاهش يافت كه  pHاين محيط، 
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توان نتيجـه   العه ميباشد. براساس اين مط دهنده توليد اسيد مي نشان

ــري   ــدوژنيك و پ ــاي بيفي ــت فاكتوره ــك گرف ــار   بيوتي ــا در كن ه

هاي پروبيوتيك باعـث افـزايش خصوصـيات پروبيـوتيكي      باكتري

ــده مــي مــي ــن مــواد در كپســوله كــردن   شــود و در آين ــوان از اي ت

  ها استفاده نمود. پروبيوتيك
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