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 چکیده

ت بخػ هظلاعتفادُ قرار بگیرًذ دارای اثرات ظکِ اگر بِ تعذاد کافی هَرد اهیکرٍارگاًیعن ّای هفیذی ّعتٌذپرٍبیَتیک ّا  سمینه و هدف:

اهکاى از دظت دادى بعیاری از باکتری ّای  ،لبٌی صٌعتی بِ جای هحصَلات ظٌتی . باتَجِ بِ گعترغ فسایٌذُ هحصَلاتخَاٌّذ بَد

 بٌابرایي بٌابرایي ضرٍری اظت ایي باکتری ّا را از هٌابع ظٌتی ؼٌاظایی ًوَدُ ٍ در تَلیذ هحصَلات لبٌی اظتفادُ ًوَد.. پرٍبیَتیک ٍجَد دارد

 .بَد ٍ بررظی پتاًعیل پرٍبیَتیکی آى ّا (لبٌی ظٌتی ظبسٍار کوِ )فراٍردُ بالگری ٍ ؼٌاظایی اًترٍکَک ّا ازّذف از ایي تحقیق غر

 =5/4pH برای غربالگری در ٍهختلف اًجام ؼذ. ظپط ًوًَِ ّای جوع آٍری  یرٍظتا چْاردر ایي هطالعِ ًوًَِ گیری از  ها:مواد وروش

% ًوک صفرا ارزیابی ؼذ. بررظی اثر ضذ هیکرٍبی ظَیِ ّای غربال 3/0 ٍ غلظت 4برابر  pH دسظَیِ ّا ی با قی هاًذُ َاًایی ت. قر ار دادُ ؼذ

ؼذُ در هقابل پاتَشى ّای ظالوًَلا تیفی هَریَم ٍ اظتافیلَکَکَض اٍرئَض با کوک رٍغ دیعک پلیت ظٌجیذُ ٍ در ًْایت ؼٌاظایی ظَیِ ّا 

 َالی اًجام ؼذ.ٍ تعیي ت PCR با رٍغ  

ٍردُ ٍجَد در ایي فرآ  E. faecium  ،E. avium  ٍE. faecalisگًَِ هتفاٍت اًترٍکَک ؼاهل  3ًتایج ایي پصٍّػ ًؽاى داد کِ  یافته ها:

تریي  ػبی E1کذ  .را تحول کٌٌذ ًوک صفراٍیکِ هی تَاًٌذ هقادیر بالای اظیذ ٍ  طَریِ دارد کِ دارای پتاًعیل قَی پرٍبیَتیکی  ّعتٌذ ب

 .قذرت هقابلِ با پاتَشى ّا را ًیس بِ اثبات رظاًیذ

دارای اًترٍکَک ّایی با پتاًعیل پرٍبیَتیکی هٌاظب اظت ٍ هی تَاًذ در ظایر هحصَلات لبٌی کوِ ایي بررظی ًؽاى داد کِ  نتیجه گیزی:

 بِ عٌَاى هکول اضافِ ؼَد.

 کوِ ظالوًَلا تیفی هَریَم، َتیک،پرٍبی اًترٍکَکَض، اظتافیلَکَکَض اٍرئَض، واژگان کلیدی:

 

 مقدمه
ٍاطُ پشٍتیَتیه اص دٍ ولوِ یًَاًی )پشٍ( ٍ 

هٌـاء گشفتِ اػت ٍ ، )تیَتیه( تِ هؼٌی حیات تخؾ

ؼن ّای صًذُ وِ ٍلتی دس همادیش یػثاستٌذ اص هیىشٍ اسگاً

 مقاله پژوهشی



 غشتال گشی، ؿٌاػایی ٍ تشسػی پتاًؼیل پشٍتیَتیىی اًتشٍوَوؼی ّای هَرَد دس فشآٍسدُ لثٌی ػٌتی
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دس ػلاهتی هیضتاى هفیذ  ،هتؼادل هَسد اػتفادُ لشاس تگیشًذ

اص تاوتشی ٌَى گًَِ ّای هختلفی (. تاو1،2،3ذ تَد)ٌخَاّ

ّا تِ ػٌَاى پشٍتیَتیه هؼشفی ؿذُ اًذ ٍلی تیـتش 

پشٍتیَتیه ّای هؼشفی ؿذُ هشتَط تِ رٌغ 

ٍ ووتش تِ رٌغ اًتشٍوَن ّا ُ لاوتَتاػیلَع ّا تَد

 وَوؼی ّای گشم هخثت، اًتشٍوَن ّا، تَرِ ؿذُ اػت.

تی َّاصی اختیاسی ّؼتٌذ ٍ دس احش  ٍ فالذ اػپَس

(. 4،5ذ)ًیتـاى تاػج افضایؾ طؼن هَاد غزایی هی ؿَفؼال

هی تَاى تِ تحول اػیذ  ،اصخلَكیات پشٍتیَتیه هٌاػة

هواًؼت اص سؿذ تاوتشی ّای تیواسی صا ٍ تؼذیل  ٍ كفشا،

اوَػیؼتوی  هحلَلات لثٌی، (.6) ػیؼتن ایوٌی اؿاسُ وشد

پیچیذُ اص اًَاع گًَِ ّا ٍ ػَیِ ّای تاوتشی ّای اػیذ 

ایي تٌَع هیىشٍتی رذاػاصی هؼتمین  ػت.لاوتیه ا

تاوتشی پشٍتیَتیه اص ایي هحلَلات سا تا هـىل هَارِ 

تِ طَسی وِ اغلة تشای تشسػی ٍیظگی ّای  ػاختِ اػت؛

پشٍتیَتیىی تاوتشی ّای اػیذ لاوتیه اص تاوتشی ّای 

 (.7رخیشُ ؿذُ دس ولىؼیَى هیىشٍتی اػتفادُ هی گشدد)

 دس ػیؼتن گَاسؽ اص هْن دس ٍالغ تشسػی تمای ػَیِ ّا

تشیي فاوتَسّاػت وِ هماٍهت دس تشاتش اػیذ ٍ كفشا دٍ 

اص  خلَكیت اػاػی تشای ػثَس اص دػتگاُ گَاسؽ اػت،

ایي سٍ اٍلیي لذم دس اًتخاب اسصیاتی خلَكیات 

ویؼِ  ایي فاوتَس ّا دس ًظش گشفتِ هی ؿَد. پشٍتیَتیه،

ٍ  كفشا یه ًمؾ اػاػی دس هىاًیؼن دفاػی اختلاكی

غیش اختلاكی سٍدُ تاصی هی وٌذ ٍ ؿذت احش تاصداسًذگی 

دس  ٍػیلِ ی غلظت ًوه ّای كفشا تؼییي هی ؿَد.ِ آى ت

دػتگاُ گَاسؽ اًؼاى هیاًگیي غلظت ًوه ّای كفشاٍی 

%ٍصًی/حزوی اػت ٍ تشای غشتال ػَیِ ّای هماٍم 3/0

اص اًتشٍوَن ّا  تِ كفشا تحشاًی ٍ وافی تلمی هی ؿَد.

گِ ًوَدى اػیذ ّای كفشاٍی ٍ تْثَد ػیؼتن دواًظٍ طشیك

احش هحافظتی خَد سا دس هماتل ػشطاى ایفا  ایوٌی هیضتاى،

 (.9ٍ 8ٍ 5ٍ 4) هی وٌٌذ

تاحیش تاصداسًذُ تشخی  اخیشدس ػال ّای اص طشفی 

اص پشٍتیَتیه ّا تش سٍی تؼذادی اص تاوتشی ّای تیواسی 

(. 10) هَاد غزایی هَسد تَرِ لشاس گشفتِ اػت یصا

هؼوَهیت ّای تاوتشیایی ًاؿی اص هَاد غزایی اص 

هـىلات سایذ دس راهؼِ اًؼاًی ّؼتٌذ وِ تخؾ ػوذُ 

ای اص آى ّا تَػط اًتشٍتَوؼیي ّای اػتافیلَوَوَع 

تیفی هَسیَم ًیض اص  .(11) اٍسئَع ایزاد هی ؿًَذ

تشیي ػشٍتیپ ػالوًَلا تشای اًؼاى اػت وِ  خطشًان

َد وِ ایي تیواسی دس هَرة تشٍص گاػتشٍاًتشیت هی ؿ

ٍ سایذ تشیي  ایزاد هی ؿَداحش هلشف غزای آلَدُ 

(. 12) ػفًَت غزایی سا تِ خَد اختلاف دادُ اػت

پشٍتیَتیه ّا اص رولِ اًتشٍوَن ّا  تا تَلیذ تاوتشیَػیي 

فؼالیت ضذ تاوتشیایی   H2Sًایؼیي، اًتشٍػیي، ّایی هاًٌذ:

 (.13،10) تش ػلیِ ایي پاتَطى ّا داسًذ

رذاػاصی ٍ ؿٌاػایی  ف اص ایي پظٍّؾ،ّذ

 )فشاٍسدُ لثٌی ػٌتی ػثضٍاس( ووِ اًتشٍوَن ّای تشتش اص

ٍآًالیض خلَكیات پشٍتیَتیىی آى وِ هی تَاًذ هٌزش تِ 

اًتخاب تاوتشی ّای پشٍتیَتیىی تا ٍیظگی ّایی ؿَد وِ 

ؿٌاػی هحلَلات لثٌی سا داؿتِ تاؿذ  متحول ؿشایط تَ

شای اًتمال پشٍتیَتیه ّای تشتش تِ تِ ػٌَاى اتضاسی ت ًیضٍ

 دػتگاُ گَاسؽ هَسد اػتفادُ لشاس گیشد.

 

 مواد وروش ها

 جوع آٍری ٍ آهادُ ظازی ًوًَِ 

سٍػتای ؿْشػتاى ػثضٍاس چْاس دس ایي پظٍّؾ اص 

 ،تحت ؿشایط اػتشیل ،داسیي( كذخشٍ، تیذ،  )طشػه،

ؿذ.  روغ آٍسی )فشاٍسدُ لثٌی ػٌتی ػثضٍاس( ًوًَِ ووِ

ػی ػی هحیط  90ًوًَِ رْت آهادُ ػاصی، تا م اص گش10

غٌی ػاصی،  تشای ػپغ ّوگي ؿذ،( Merck) پپتَى ٍاتش

ػی ػی هحیط  100ػی ػی اص هحلَل ّوگي ؿذُ تِ  10

ٍ دس ؿشایط تی ؿذاضافِ  MRS  Broth  (Merck)وـت 

تِ  ٍداس وِ تا اػتفادُ اص گاص په هْیا  CO2َّاصی ٍ 

 لشاس دادُ گشاد سرِ ػاًتید 37ػاػت دس دهای  24هذت 

تایذ اؿاسُ وشد وِ  دس تواهی هشاحل خالق ػاصی اص  ؿذ.

 آًتی تیَتیه ًیؼتاتیي تشای واّؾ هخوش اػتفادُ ؿذ.



 سؿیذ ٍ ّوىاساى
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 جذاظازی باکتری ّای ّترٍترٍف

گشم  1تشای رذاػاصی تاوتشی ّای ّتشٍتشٍف ،

ای  لَلِ تِاصًوًَِ لثٌی هَسد ًظش تحت ؿشایط اػتشیل 

افضٍدُ ٍ سلت  PBS فؼفات ػالیيتش تافشهیلی لی 9حاٍی 

ٍ پغ اص آى اص ػِ  گشدیذاًزام  10-6 ػاصی تا غلظت

سلت آخش تِ طَس رذاگاًِ تِ هحیط پلیت واًت آگاس 

ٍ تِ هذت   اػتشیل هزاب اضافِ ٍ وـت پَس پلیت اًزام 

خاًِ گزاسی  دسرِ ػاًتیگشاد گشم 37ػاػت دس دهای  24

تؼذاد تاوتشی ّا هحاػثِ  ؿذ ٍ تا اػتفادُ اص ساتطِ صیش

 .گشدیذ

Cfu ml
-1

= ػىغ ضشیة ×پلیت 3هیاًگیي تؼذاد ولٌی دس 

هقاٍم بِ اظیذ ظَیِ ّای اًتخابی غربال 10×سلت  

دس دٍ  ػاػت غٌی ػاصی، 24هحیط وـت تؼذ اص 

تا دلیمِ ٍ  15تِ هذت  ػی ػی، 50فالىَى اػتشیل 

ػپغ هحلَل  ػاًتشیفیَط ؿذ.دس دلیمِ دٍس 1000 ػشػت

ًوه فؼفات اػیذی ٍیی دٍس سیختِ ٍ سػَب تا تافشس

pH=4.5  ػاػت تحت  2تِ هذت  هیلی لیتش، 20تِ همذاس

هحلَل تِ  ػپغاًىَتِ ؿذ. Co2ؿشایط تی َّاصی ٍ 

ٍ سػَب  ػاًتشیفیَط ؿذ 5000دلیمِ ٍ دس دٍس 30هذت 

 5ػاًتشیفیَط ؿذ ٍ دس پایاى  اًحاكل تا تافش خٌخی هزذد

 تِ آساهی تا سػَب هخلَط ؿذ.هیلی لیتش تالی هاًذُ 

 ،Merck))KAA Agar هحیطػَػپاًؼیَى تالی هاًذُ دس 

دسرِ  37ػاػت،دس دهای  72وـت ػفشُ ای ٍ تِ هذت 

اص ولٌی ّای  ؿذ.لشاس دادُ  CO2 ٍ ؿشایط تی َّاصی ٍ

تاس وـت خطی دادُ ؿذ ٍ تشای تاییذ رٌغ  5-3حاكل 

 دس سؿذ تؼت واتالاص، سًگ آهیضی گشم، تاوتشی ّا،

6/9pH=  سؿذ دس دهای  % ًوه ػذین ولشیذ،6.5سؿذ دس

دسرِ ػاًتیگشاد اًزام ؿذ. دس پایاى ولٌی ّای تِ  45ٍ 15

 گلیؼشٍل رخیشُ ػاصی  ؿذ. %25دػت آهذُ دس 

 باکتری ّا یبررظی تحول اظیذیتِ ٍ ًوک صفرا

تاوتشی ّای رذا  رْت ػٌزؾ تحول اػیذیتِ

ػاػتِ  24ی غٌی ؿذُ MRS Broth، اص ًوًَِ ؿذُ اص

 PH=7دس PBS سلت ػاصی دس تافش10-5اػتفادُ ؿذ ٍتا 

اًزام ؿذ ٍ اص دٍ سلت آخش وـت ػفشُ ای اًزام ؿذ. دس 

ػی  20داخل  ػی ػی اص تشاث غٌی ؿذُ، 1هشحلِ دیگش 

ػاػت تحت ؿشایط تی َّاصی  2تِ هذت  pH=4ػی تافش 

ٍCo2  اًىَتِ ؿذ ٍ پغ اص صهاى ػپشی ؿذُ سلت ػاصی تا
 اًزام ٍ اص دٍ سلت آخش وـت كَست گشفت. 5-10

اص وـت ػَیِ ّای غشتالگشی ؿذُ اػیذی تِ 

تذٍى ًوه كفشاٍی  ٍ ًیض هحیط  MRS Brothهحیط 

تلمیح دادُ ؿذ ٍ  Oxgall0.3%تشاث ّوشاُ ًوه كفشاٍی 

ًاًَهتش دس تاصُ ّای صهاًی  600رزب ًَسی آى دس 

ض تؼت دس پایاى ایي هشحلِ ًی خَاًذُ ؿذ. 8،16،24كفش،

 تخویش لٌذ گلَوض ٍّیذسٍلیض آسطًیي اًزام ؿذ.

 بررظی فعالیت ضذ هیکرٍبی

ػَیِ ّای پاتَطى ػالوًَلا تیفی  دس ایي تؼت،

 
 سویه مشکوک به انتروکوک 4تصاویرمیکروسکوپی  -1تصویر
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 اػتافیلَوَوَع اٍسئَع ٍ ATCC14389 هَسیَم

18973ATCC  ٍ اص داًـگاُ ػلَم پضؿىی وشهاى تْیِ ؿذ

دیؼه تلاًه  ػاػتِ پشٍتیَتیه ّا، 24پغ اص غٌی ػاصی 

س ػلاسُ ّای تاوتشی ّای پشٍتیَتیىی تِ هذت  یه ّا د

دسرِ تا  40ٍ ػپغ دس فَس دهای  ػاػت لشاس گشفتٌذ

 . تا واهلا خـه ؿًَذ ؿذ ؿشایط اػتشیل هٌتمل ظحف

وـت هَلش ّیٌتَى ّای  پلیتتش سٍی   ػپغ دیؼه ّا

آغـتِ  تِ طَس رذاگاًِ تِ ّش دٍ ًَع پاتَطى ، وِ آگاس، 

دس ایي هطالؼِ اص دیؼه آًتی  .ذلشاس گشفتٌ ًذ،ؿذُ تَد

ٍ دیؼه آغـتِ  ،ؿاّذ هخثت تِ ػٌَاى تیَتیه ولشاهفٌیىل

ؿاّذ هٌفی آصهایؾ اػتفادُ  تِ ػٌَاى تِ هتیل ػَلفاوؼایذ

ػاػت تا خط  24ؿذ ٍ لطش ّالِ اطشاف دیؼه تؼذ اص 

 .گشدیذوؾ هیلی هتشی اًذاصُ گیشی 

 ؼٌاظایی هَلکَلی پرٍبیَتیک ّا

اص  پشٍتیَتیه ّا ی ؿٌاػاییشادس ایي آصهایؾ ت

 DNAاػتفادُ ؿذ.تذیي هٌظَس اتتذا  PCR هَلىَلی سٍؽ

، ٍ تا اػتفادُ ػاػتِ تشاث تاوتشی 24اص وـت  تاوتشی ّا

 ػپغ ولشٍفَسم اػتخشاد ؿذ.-اص سٍؽ ؿیویایی فٌل

رزب ًَسی دس  اػتخشاد ؿذُ ، DNA تشای تؼییي غلظت

ثك فشهَل صیش اًذاصُ گیشی ؿذ ٍ ط ًاًَهتش 260طَل هَد 

 .(14)غلظت هحاػثِ ؿذ

تش حؼة هیلی گشم دس هیلی لیتش;    DNA همذاس

 ×OD260ػىغ سلت×1000/50

-3′) پشایوشّای هَسد اػتفادُ دس ایي تحمیك

TACGYTACCTTGTTACGACTT-′5Uni 1492_R   

ٍ ′3-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-′5 Bac27_F) 

تش  یه رفت پشایوش ػفاسؽ ؿشوت ػیٌاطى  تْیِ ؿذ،تا 

واس گشفتِ  ِت16sRNA تشای ؿٌاػایی طى 1اػاع رذٍل 

 دسرِ ػاًتیگشاد 94 دًاتَساػیَى دهای PCR دستشًاهِ .ؿذ

دسرِ  55 پشایوشّا اتلال دهای دلیمِ، یه هذت تِ

دسرِ  72 تىخیش دهای ٍ دلیمِ 1 هذت تِػاًتیگشاد 

دس ًظش  ، 35 ّا ػیىل تؼذاد ٍ دلیمِ 1 هذت تِػاًتیگشاد 

  گشفتِ ؿذ.

تاسگزاسی ؿذ ٍ  %1 دس طل آگاسٍص PCR هحلَل

اص طل آگاسٍص اػتخشاد ٍ رْت تؼییي  1400bpتاًذػپغ 

 ػایتًتایذ حاكل اص تؼییي تَالی دس .تَالی فشػتادُ ؿذ

تِ  %97ؿذُ ٍ لشاتت تالاتش اص  تلاػتNCBI تاًه طًی 

 ػٌَاى رٌغ ٍ گًَِ هطشح گشدیذ.

 

 یافته ها

 وًَِ ّاتعذاد باکتری ّای ّترٍترٍف ً

ًتایذ هشتَط تِ ؿواسؽ تاوتشی ّای ّتشٍتشٍف 

سٍػتای هتفاٍت آب ٍ  4اص فشاٍسدُ لثٌی)ووِ(هشتَط تِ  

تا  Aوذ َّایی تذیي كَست تَد وِ سٍػتای طشػه،

cfu/ml106 تؼذاد
4، سٍػتای تیذ ،وذ B 105 تا تؼذاد

9، 

107تا تؼذاد C سٍػتای كذخشٍ ،وذ
1 اًتْا  ٍ دس

107تا تؼذادD سٍػتای داسیي، وذ
 2/1 .تَد 

 هقاٍم بِ اظیذ اًترٍکَک ّایاًتخابی  غربال

 اًتشٍوَن ّاغشتالگشی  ؿشایط اػیذی اػوال ؿذُ تشای 

/5  pH=4 ػَیِ  4دس ًظش گشفتِ ؿذُ تَد وِ دس ایي تیي

تاوتشی هـىَن تِ اًتشٍوَوَن تا ٍیظگی ّای ظاّشی 

تؼذ اص اًزام وـت خطی  KAA Agarهتفاٍت دس هحیط 

 ؼذد تشای خالق ػاصی، ظاّش ؿذًذ.هت

تشای ّش وذام اص تاوتشی ّای سؿذ وشدُ دس هحیط 

دس اتتذا سًگ آهیضی  تؼت ّا رذاگاًِ اًزام ؿذ. ،افتشالی

گشم تشای ػَیِ ّا اًزام وِ ًتایذ ًـاى دٌّذُ ی ایي تَد 

 ًذگشم هخثت تَد ٍدس ًتیزِّا تٌفؾ سًگ تواهی گًَِ

 هٌفی تَد. ًیض ػَیِ ّا تواهیتؼت واتالاص  .(1تلَیش)

دسرِ ٍ  45سؿذ دس دهای  ، ؿذُ  تؼت تؼذی اًزام 

دس تواهی ػَیِ ّا لادس تِ سؿذ  وِ دسرِ ػاًتیگشاد تَد15

تؼت سؿذ دس  دس.)ٍیظگی اًتشٍوَن ّا(تَدًذ ایي دٍ دها 

pH=9/6   ػَیِ لادس تَدًذ ایي ؿشایط تاصی سا  4تواهی

 ،اًتشٍوَن ّاػَیِ هـىَن تِ  4 .ًوایٌذتحول ٍسؿذ 

لادس تِ تزضیِ لٌذ گلَوض تَدًذ ٍ سًگ هحیط سا اص آتی 

ٍلی لادس تِ تَلیذ  ًفتی تِ ػوت ػثض ون سًگ ػَق دادًذ

ًوه  %5/6ػَیِ لادس تِ سؿذ دس همذاس 4گاص ًثَدًذ ٍ ًیض 
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Nacl   هی وِ یىی اص هـخلِ ّای اكلی اًتشٍوَن ّا

آسطًیي ّیذسٍلیض چٌیي توام ػَیِ لادس تِ  ّنٍ تاؿذ 

  .تَدًذ

 ًتایج حاصل از تحول اظیذ ٍ ًوک صفراٍی

تؼذ اص تیواساػیذی ٍلثل  ولٌی ّا همایؼِ تؼذادتا 

 E2وذهشتَط تِ تشیي تؼذاد صًذُ هاًی  ، تیؾهـاّذُ ؿذ

 cfu/ml تِ cfu/ml107×20آى اص  همذاس صیشا هی تاؿذ

تشیي  وذ دیگش ون 2ٍ ًؼثت تِ  تَدسػیذُ  4×107

تؼذ اص آى داد . ا لثل ٍ تؼذ اص تیواسًـاى اختلاف تؼذاد س

وِ  طَسیِ ت ،دس یه رایگاُ لشاس گشفتٌذ  E1  ٍE3وذ 

تؼذ اص 12×107تِ  لثل اص تیواس 36×107تؼذادآى اص،E1وذ 

لثل اص  26×107تؼذادؽ اصُ   E3 تیواس اػیذی سػیذ ٍ وذ

 تیواس ًیض تش احش E4وذ.سػیذ تیواس اصتؼذ 2×107 تِ تیواس

ّیچ ولٌی  تیي سفت، صیشا تؼذ اص تیواس اػیذیاص  اػیذی

 هـاّذُ ًـذ ٍ تِ ّویي دلیل ایي وذ حزف ؿذ.

ًؼثت تِ ًوه  ػَیِ هتفاٍت پشٍتیَتیىی 3تحول   

دس  ًٍاًَهتش 600تش اػاع رزب ًَسی دس %،0.3 كفشاٍی

كَست رذاگاًِ ِ ت (8،16،24)كفش،تاصُ ّای صهاًی 

 
 % نمک صفرا3/0با نمونه همراه با  E1: مقایسه ی شاهد کد1 نمودار

 
 صفرا نمک% 3/0 با همراه نمونه با E2کد شاهد ی سهیمقا:  2نمودار 

 

 
 صفرا نمک %3/0 با همراه نمونه با E2کد شاهد ی سهیمقا:  3نمودار 
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، َرِ تِ ًوَداس ّاتا ت. (3ٍ 2، 1)ًوَداس ّای  ػٌزیذُ ؿذ

وِ  طَسیِ ت دادصًذُ هاًی سا ًـاى هیضاى تیـتشیي  E2وذ 

سػیذُ اػت ٍستثِ  721/0 تِ 405/1 رزب ًَسی آى اص

  ًخؼت سا داسا هی تاؿذ.

 ًتایج اثر ضذ هیکرٍبی پرٍبیَتیک ّا

تاس تىشاس ّش آصهَى، لطش ّالِ ّای ایزاد  3پغ اص 

پغ هیاًگیي دادُ ػ ٍ ؿذُ تش حؼة هیلی هتش اًذاصُ گیشی

ّا تشای ّش ػَیِ ی تاوتشی حثت ٍ تا ػَیِ ّای تاوتشی 

 (.1ّای دیگش همایؼِ ؿذًذ.)رذٍل

وذ  3یذ تِ دػت آهذُ دس ایي هطالؼِ،اتشاػاع ًت

اص سؿذ  رلَگیشیدس  هَسد ًظش تاحیش هؼٌی داسی

اػتافیلَوَوَع اٍسئَع ٍ ػالوًَلا تیفی هَسیَم داؿتٌذ 

حش هشتَط تِ تَلیذ هَاد وِ تِ ًظش هی سػذ ایي ا

 ضذهیىشٍتی دس ایي تاوتشی ّا تاؿذ.

 ؼٌاظایی هَلکَلی پرٍبیَتیک ّا

اػتخشاد ؿذُ اص تاوتشی ّای هَلذ  DNAهیضاى 

پشٍتیَتیه اصًظش ویفی ٍ ووی تا اػتفادُ اص سٍؽ 

اػپىتشٍفتَهتشی ٍ تاس گزاسی دس طل تشسػی ؿذ ٍ ًتایذ 

 .تَدًذشخَسداساص وویت هٌاػثی ت داد وِحاكلِ  ًـاى 

ؿٌاػایی هَلىَلی تاوتشی ّای هَلذ پشٍتیَتیه تا تىخیش 

تا پشایوشّای ٍیظُ ایي  16S rDNAلؼوتی اص ًاحیِ طًی 

 bp 1400( اًزام ؿذ. ػپغ هحلَل 27F, 1492Rطى )

اص طل اػتخشاد، خالق ػاصی ٍ تؼییي  PCRحاكل اص 

 ، . تَالی حاكلِ دس تاًه ّای طًی(2تلَیش(تَالی ؿذ

ػٌَاى ِ %( ت98ت ؿذ ٍ تالاتشیي ّوَلَطی ) تالاتش اص تلاػ

 رٌغ ٍ گًَِ تاوتشی تؼییي گشدیذ.

  E1 ػَیِ(: 1) ، چاّهbp 100هاسوش  DNA(: L) چاّه

 ، چاّه E3  (: ػَی3ِ) ، چاّهE2   (: ػَی2ِ) چاّه

 (E. coli PTCC 12456(: وٌتشل هخثت )4)

فضاس ٍػیلِ ًشم اِ دادُ ّای حاكل اص تؼییي تَالی ت

تلاػت هَسد تزضیِ ٍ تحلیل لشاسگشفت ٍ ًتایذ هـخق 

دسكذ(، تا رٌغ  99تالاتشیي ّوؼاًی )  E1وشد وِ ػَیِ 

 E2ٍ ػَیِ  داؿت سا  Enterococcus faecalis ٍ گًَِ 

 تا رٌغ ٍ گًَِ دسكذ(،99تالاتشیي ّوؼاًی )

Enterococcus faecium  ِدس ًْایت ػَی ٍE3  تا رٌغ،

ّای  تَالی .داؿتتطاتك  Enterococcus  avium گًٍَِ 

ّای رذاػاصی ؿذُ، ّوشاُ تا تَالی ػَیِ  حاكل اص ػَیِ

ٍاسد گشدیذ، لشا تت ٍ  MEGA-4افضاس  اػتاًذاسد دس ًشم

سٍؽ  تاّا تِ كَست دسخت فیلَطًی  ًضدیىی ػَیِ

Cluster W (.3)تلَیش تِ دػت آهذ 

 

 حثب
سفتاسّای فیضیَلَطیىی تشای حفظ تماء تاوتشی 

ؿاهل هماٍهت تِ ؿشایط  ی هَرَد دس دػتگاُ گَاسؽ،ّا

دس ایي  (.15اػیذی هؼذُ ٍ ًوه ّای كفشاٍی هی تاؿذ)

اص  پظٍّؾ، تشای رذاػاصی تاوتشی ّای هماٍم تِ اػیذ،

ػاػت اػتفادُ 2تِ هذت  =5/4PHتا  PBSهحیط هؼذًی 

ای حؼاع تِ اػیذ اص تیي ؿذ وِ تؼیاسی اصتاوتشی ّ

سفتٌذ دس ٍالغ سٍؽ غشتالگشی اػیذی تا تَرِ تِ تاس 

هی تَاًذ سٍؽ  هیىشٍتی تالا دس هحلَلات لثٌی ػٌتی،

هٌاػثی تشای رذاػاصی ٍ ؿٌاػایی تاوتشی ّای تا پتاًؼیل 

پشٍتیَتیىی تاؿذ ٍ ًیاص تشای رذاػاصی همذهاتی ٍ صهاى 

دس ایي  هی ػاصد.تش روؼیت تاوتشیایی اٍلیِ سا تشطشف 

گًَِ هتفاٍت اًتشٍوَن تاوتشی پشٍتیَتیه اص  3تشسػی 

دس  فىالیغ ٍ فاػیَم ٍرَد داؿت. رولِ آٍیَم،

اػتشالیا اًَاع هختلف  فشاًؼِ، وـَسّایی ًظیش آلواى،

 : میسان مهار کنندگی سویه های جداسازی شده در مهار باکتری های بیماری زا بر حسب میلی متر1جدول

قطر هاله عدم رشد روي  

 سالمونلا به ميلي متر

عدم رشد روي قطر هاله 

 استافيلوکوک به ميلي متر
 باکتري پروبيوتيکي

3/1±1667 2/1±4/23 E1کد 

3/1±5 1/1±3/12 E 2کد  

3/1±7 3/1±7/15 E3کد 
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وِ دس  هحلَلات پشٍتیَتیه تَلیذ هی ؿَد دس حالی

وـَس ها ٌَّص تَلیذ وٌٌذگاى هَاد غزایی ٍ لثٌیاتی 

 (.15واهل اص پشٍتیَتیه ّا ًذاسًذ) ؿٌاختی

رذاػاصی ٍ 1389لطفی ٍ ّوىاساًؾ دس ػال 

ؿٌاػایی لاوتَتاػیلَع پلاًتاسٍم ٍ اًتشٍوَوَع فاػیَم 

 (.16اًزام دادًذ) PCRٍ اًتشٍوَوَع فىالیغ سا تا ووه 
دس تشسػی ها ّن ًیض ّویي پشٍتیَتیه ّا تا ایي سٍؽ روش 

َل لثٌی ها هتفاٍت ؿذُ رذا ٍ ؿٌاػایی ؿذًذ ٍلی هحل

 PCRتا اػتفادُ اص  ،2010ٍ ػایشیي دس ػال  Javed تَد.

ًـاى  Agar spotاًتشٍوَوَع فاػیَم سا رذا ٍ تا سٍؽ 

هیلیوتش تش  13دادًذ وِ فؼالیت ضذ هیىشٍتی دس حذٍد 

دس  (.17) ػلیِ اػتافیلَوَوَع اٍسئَع داؿتِ اػت

دػت  تِ ّویي ًتیزِ Blank diskتشسػی ها ًیض تا سٍؽ 

 یافتین.

اص هحلَلات  1391دسػالّوىاساًؾ  رؼفشی ٍ

لثٌی تخویشی ػٌتی ؿْشػتاى هغاى رذاػاصی 

اًتشٍوَوَع  اًتشٍوَوَع فىالیغ، اًتشٍوَوَع فاػیَم،

اٍیَم سا اًزام دادًذ وِ اتتذا تاووه تؼت ّای 

  ٍ دسیافتٌذ وِ تیَؿیویایی ایي گًَِ ّا سا ؿٌاػایی وشدًذ

ایضٍلِ دس  10پایذاس تَدًذ  ٍ  PH=2/5  ایضٍلِ دسهماتل 26

تا  ًوه كفشاٍی هماٍم تَدًذ ًٍیض  %3/0هماتل غلظت 

تش ػلیِ  ػَیِ ّا سا خاكیت ضذ هیىشٍتیسٍؽ چاّه 

 
 جهت شناسایی مولکولی باکتری ها 16S rDNA: تصویر شل الکتروفورز تکثیر شن 2تصویر

 

 
 له های جداسازی شده در مطالعه: دندوگرام مربوط به تحلیل آماری مربوط به ایسو3تصویر
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دس  (.15لیؼتشیا اًتشٍوَلیتیىا ٍ اؿشؿیا ولی ػٌزیذًذ)

تشسػی هاًیض ّویي تاوتشی ّا  تا  ایي ًتایذ رذاؿذًذ ٍلی 

 ٍؿٌاػایی ًذتَطى ّا هتفاٍت تَدهَسد ًظش ٍ پا pH همذاس

 تَد. PCRتش پایِ تىٌیه  اىؿ

Rives  گًَِ  27 ،2011ٍ ّوىاساًؾ دس ػال

گًَِ اًتشٍوَن 22اًتشٍوَن اص ؿیش ٍ پٌیش رذا وشدًذ  وِ 

ػَیِ اًتشٍوَن فىالیغ ٍ تؼت ّای  5فاػیَم ٍ 

 دسرِ ػاًتی 10ٍ  45 ؿٌاػایی اص لثیل سؿذ دس دهای

تشای تاییذ تش ؿٌاػایی ایي ػَیِ  Nacl،pH=9/6%5/6گشاد،

 ،TW15 ،TW20هواًؼت وٌٌذگی ػَیِ ّای ّا اًزام ؿذ.

TW22  تا 5/11تش سٍی اػتافیلَوَوَع اٍسئَع حذٍد

(. تشسػی ها ّن ًیض تِ ّویي كَست 18سا ًـاى دادًذ) 13

 اًزام ؿذ ٍ تِ ّویي ًتایذ سػیذین.

Monteagudo-mera  حثات  ،2011ٍ ّوىاسؽ دس ػال

ذ وِ لاوتَوَوَع لاوتیغ ٍ اًتشٍوَوَع فىالیغ وشدً

رذا ؿذُ تش سٍی اػتافیلَوَوَع اٍسئَع ٍ لیؼتشیا تا 

هواًؼت وٌٌذگی هؼٌی داسی  Agar spotسٍؽ  صاػتفادُ ا

(. دس تشسػی ها ًیض ایي پشٍتیَتیه ّا الثتِ فمط 19داسد)

تشٍی پاتَطى اٍلی، وِ كَست گشفت هطاتك ّویي 

ٍرَد داؿت ٍلی سٍؽ هَسد پظٍّؾ احش تاصداسًگی 

 اػتفادُ ها هتفاٍت اص ایي سٍؽ تَد.

Harun al-Rashid 2007دس ػال، Lavanya 

(2011،) Abdi ٍ ( تاوتشی ّای 2006ّوىاساًؾ،)

اًتشٍوَوَع فاػیَم رذا ؿذُ اص  لاوتَوَوَع لاوتیغ،

%  3/0سًذ غلظت دفشاٍسدُ لثٌی ػٌتی سا  ًـاى دادًذ وِ لا

سا تحول وٌٌذ ٍ  =4pHهمذاساػیذیتِ  فمط كفشا ٍ

 تش اص ایي همذاس سا ًوی تَاًٌذ تحول وٌٌذ اػیذیتِ تیؾ

هذُ دس ساتطِ تا پشٍتیَتیه آدػت ِ ًتایذ ت .(20،21،22)

هَسد اػتفادُ دس  لثٌی تّای رذاػاصی ؿذُ اص هحلَلا

 یىؼاى اػت. ایي پظٍّؾ

ّش چٌذ دس ایي تشسػی تؼذاد هؼذٍدی تاوتشی 

دػت آهذ ٍلی تا ؿٌاػایی ٍ ِ یَتیه تداسای پتاًؼیل پشٍت

ؿٌاخت آى ّا هی تَاًین لذم ّای هَحشی دس تَػؼِ ٍ 

 تْشُ تشداسی اص آى ّا تشداسین.

 

 نتیجه گیری
تش اػاع یافتِ ّای ایي تشسػی هی تَاى روش وشد 

هٌاتغ تا اسصؿی رْت  وِ هحلَل لثٌی هٌاطك هزوَس،

ی ػَیِ ّا رذاػاصی تاوتشی ّای پشٍتیَتیه ّؼتٌذ.

رذاػاصی ؿذُ اص ایي هحلَل ػٌتی هماٍهت تْتشی 

ًؼثت تِ ؿشایط اػیذی ٍ ًوه كفشاٍی ًـاى دادًذ ٍاحش 

آًتاگًَیؼتی خَتی تش سٍی پاتَطى ّای هَسد ًظش داؿتٌذ 

وِ هشتَط تِ تاوتشیَػیي هی تاؿذ ٍلی تایذ هَسد تشسػی 

لشاس گیشد ٍ ًیض پیـٌْاد هی ؿَد تا ّوىاسی واسخاًزات 

ػَیِ ّای پشٍتیَتیه تِ طَس اًثَُ دس لثٌی ایي 

 هحلَلات لثٌی هَسد اػتفادُ لشاس گیشد.

 

 قدردانی و تشکر
اص ّوىاسی تش خَد لاصم هیذاًین وِ ٍػیلِ  تذیي

 -داًـگاُ آصاد اػلاهی ػیشراىٍاحذ ػلَم تحمیمات 

داًـگاُ تاٌّش  یضداًـگاُ آصاد اػلاهی ٍاحذ ػثضٍاس ٍ ً

ّؾ ها سا یاسی ًوَدًذ ووال وِ دس ارشای ایي پظٍ وشهاى 

 .داؿتِ تاؿینػپاػگضاسی سا  تـىش ٍ

 

References 
1. Gupta V, Garg R. Probiotics. Indian J Med Microbiol.2009; 27(3): 202-9. 

2. Baruzzi F, Poltronieri P,Marina Quero G , Morea M , Morelli L.An in vitro protocol for direct isolation of 

potential probiotic lactobacilli from raw bovine milk and traditional fermented milks. Appl Microbiol 

Biotechnol.2011;90(1):331–42. 

3. Songisepp E, Kullisaar T, Hutt P, Elias P, Brilene T, Zilmer M, Mikelsaar M. A New Probiotic Cheese with 

Antioxidative and Antimicrobial Activity. J Dairy Sci.2004; 87(7):2017–23. 

4. Fisher K, Phillips C .The ecology, epidemiology and virulence of Enterococcus. Microbiology.2009; 155 

(6): 1749–57. 



 سؿیذ ٍ ّوىاساى

  15 1393فرٍردیي ٍ اردیبؽْت هاُ  /1/ؼوارُ 21دٍرُ                                                                             هجلِ داًؽگاُ علَم پسؼکی ظبسٍار    

5. Cebrián  R, Baños  A,Valdivia  E, Pérez-Pulido  R, Martínez-Bueno  M, Maqueda  M. Characterization of 

functional, safety, and probiotic properties of Enterococcus faecalis UGRA10, a new AS-48-producer 

strain.  Food Microbiol.2012; 30(1) :59-67. 

6. Both E, György E, Z. Kibédi-szabó C, Tamás E, Ábrahám B, Miklóssy I, Lányi S. Acid and bile tolerance, 

adhesion to epithelial cells of probiotic microorganisms. U.P.B. Sci Bull,  Series B.2010; 72(2):37-44. 

7. Olfat s, Barakat, Ibrahim GA, Tawfik NF, El-Kholy WI, Gad el-rab DA . Identification and probiotic 

characteristics of Lactobacillus strains isolated from traditional domiati cheese. Inte J Microbiol 

Res.2011;3(1): 59-66. 

8. Bhardwaj A, Gupta  H, Kapila S, Kaur G, Vij Sh, Kumar Malik R. Safety assessment and evaluation of 

probiotic potential of bacteriocinogenic Enterococcus faecium KH 24 strain under in vitro and in vivo 

conditions. Inte J Food Microbiol.2010;141(3) :156–64. 

9. Renye  JA Jr, Somkuti  GA, Paul M , Van Hekken DL. Characterization of antilisterial bacteriocins 

produced by Enterococcus faecium and Enterococcus durans isolatfrom Hispanic-style cheeses. J Indian 

Microbiol Biotechnol.2009;36(2):261–8. 

10. Wysong C. Rationale For Probiotic Supplementation.Wysong Corporation.2006;1-9. 

11. Charlier C, Cretenet M, Even S, Le Loir Y. Interactions between Staphylococcus aureus and lactic acid 

bacteria: An old story with new perspectives. Inte J Food Microbiol. 2009;131(1):30–9. 

12. Monadi A.R, Mirzaei H , Javadi A , Hosseinzade N,Amjadi Y . Effect of some probiotics on Salmonella 

typhi during associated growth in milk. African J Microbiol Res.2010;3(24):2708-11. 

13. Devriese L, Baele  M، Butaye P. The Genus Enterococcus: Taxonomy. Prokaryotes .2006; 4:163–74. 

14. Sambrook J, Russell  D. Molecular Cloning III: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 

Cold Spring Harbor, New York.2001;1115. 
15. Jafari B,monadi A,Rezayi A, Alizadeh S, Ahmadizadeh CH, Pashazadeh M, Barzegar A, Jafarzadeh H. 

Assessment of potential probiotic Enterococci isolated from traditional dairy products( Moghan and 

Meshginshahr). J Veterinary Med, IAUT. 2013;6(1):1505-13. [Persian]. 

16. Lotfi  H, Hejazi  A,  Maleki zanjani  B, Barzegari A. Isolation, Biochemical and  Molecular Identification 

of Potentialy Probiotic Bacteria from Traditional Dairy Products from Heris and Sarab Regions. Res J 

Food.2010;3(1): 1-17. [Persian] . 

17. Javed I, Ahmed S, Manam S, Riaz M, Ahmad B, Ali MI, Hameed A,CHaudry GJ. Production, 

Characterization, and Antimicrobial Activity of a Bacteriocin from Newly Isolated Enterococcus faecium 

IJ-31. J Food Prot.2010; 73)1( :44–52. 

18. Rivas FP, Castro MP, Vallejo M, Marguet E, A. Campos CA. Antibacterial potential of Enterococcus 

faecium strains isolated from ewes’ milk and cheese. LWT - Food Sci and Tech.2012;46(2) :428-36. 

19. Monteagudo-mera  A, Caro I, Rodri L, Aparicio G, Ru A ,  Ferrero M, Garci a-armesto M. Characterization 

of Certain Bacterial Strains for Potential Use as Starter or Probiotic Cultures in Dairy Products. J Food 

Protec.2011; 74( 8):1379–86. 

20. Harun-ur-Rashid Md ,Togo K , Ueda M ,Miyamoto T.Probiotic Characteristics of Lactic Acid Bacteria 

Isolated from Traditional Fermented Milk ‘Dahi’ in Bangladesh. Pakistan J Nut.2007; 6 (6): 647-52. 

21. Lavanya B, Sowmiya S, Balaji S , Muthuvelan B. Screening and Characterization of Lactic Acid Bacteria 

from Fermented Milk.British J  Dairy Sci.2011; 2(1): 5-10. 

22. Abdi R., Sheikh-Zeinoddin M and Soleimanian-Zad S. Identification of lactic acid bacteria from traditiona 

Iranian lighvan cheese, Pakestan j biological sci.2006;9 (1): 99-103. 

 

 

 

 



Quarterly Journal of Sabzevar University of Medical Sciences, Volume 21, Number 1, March & April  2014 

16    1393یبؽْت هاُ فرٍردیي ٍ ارد /1/ؼوارُ 21دٍرُ                                                                               هجلِ داًؽگاُ علَم پسؼکی ظبسٍار   

Screening, identification and evaluation of probiotic 

potential of Enterococci in traditional dairy products of 

Sabzevar 
 
Sara Rashid., MSc  
MSc of Microbiology, Islamic Azad University, Sciences & Research, Sirjan, Iran 

 

Mahdi Hasanshahian.,PhD 
Assistant Professor, Department of Biology, Shahid Bahonar University, Kerman, Iran 

 

Mohammad Reza Saeidi-asl., PhD  
Associate Professor, Department of Food Sciences & Technology, Islamic Azad University, Sabzevar, Iran 

 

Hossein Estiri                        
Instructor, Department of Food sciences & Technology, Islamic Azad University, Sabzevar, Iran 

 
Received:03/12/2013, Revised:27/01/2014, Accepted:01/03/2014   

Abstract 
Background: Probiotics are beneficial microorganisms that will 
be health effects, if be used in a sufficient amount. Due to the 
growing use of industry dairy, rather than traditional products, 
there is the possibility of losing a lot of probiotic bacteria. It is, 
therefore, essential to identify the bacteria from traditional 
sources and use them in the production of dairy products. The 
aim of this study was to screen and identify Enterococci from 
KAMEH (a traditional dairy product of Sabzevar), and evaluation 
of their probiotic potential. 
Material and Methods: In this study, sampling was carried out 
from four different villages. For screening, the collected samples 
were placed in pH 4.5. The remained strains were evaluated in 
pH 4 and 0.3 % bile salt. Antimicrobial activity of screened strains 
was analyzed against Salmonella typhimurium and 
staphylococcus aureus using disc plate method. Finally, the 
strains were identified by PCR and sequencing techniques.                                                                                                            
Results: The results showed that three different species of 
Enterococci , including E. faecium, E. avium and E. faecalis, exist 
in KAMEH, which have a strong probiotic potential, such that they 
can withstand high levels of acid and bile salts . E1 code had 
most antimicrobial activity.  
Conclusion: This study revealed that KAMEH has Enterococci 
with appropriate probiotic potential, and can be added as a 
supplement to other dairy products. 
Keywords: Staphylococcus aureus, Entrococcus, Probiotic, 
Salmonella typhimurium, KAMEH 
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