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با    دی جد  یهایباکتر   یبر سلامت انسان هستند. جداساز  دیبا اثرات مف  ییهاسمیکروارگانیم  هاکیوتیپروب   :زمینه مطالعاتی 

هدف    گردد. یم  واناتیانسان و ح  در سلامت  هاسمیکروارگانی گروه از م  نیا   یی موجب گسترش کارا  ی کیوت یپروب   ی توانمند

 روش کار:باشد.  جدا شده از پنیر سنتی سمنان  میلاکتوباسیلوس پارا کازئی    پروبیوتیکی از این مطالعه بررسی پتانسیل  

جدا شده از پنیر سنتی سمنان توسط گروه   پاراکازئی لاکتوباسیلوس به بررسی پتانسیل پروبیوتیکی سویه در این مطالعه

ی پروبیوتیکی برای این منظور برخی از پارامترها.  مپزشکی دانشگاه سمنان پرداخته شدبهداشت مواد غذایی دانشکده دا

ای، خاصیت معدهای و  سازی شده رودهمانی در محیط شبیهزنده نی در محیط اسیدی و صفراوی،  مانظیر مقاومت و زنده

 یکل شیایاشرها در برابر دو باکتری های خود تجمعی و تجمع توام و خاصیت ضد میکروبی جدایه، ویژگیهیدروفوبیستی

های گرم مثبت مورد ارزیابی  به عنوان شاخص باکتری  استافیلوکوکوس اورئوسبه عنوان شاخص باکتری گرم منفی و  

مانی درصد زنده  5/75با    لاکتوباسیلوس پاراکازئیی  نتایج این تحقیق نشان داد که در مجموع، جدایه  نتایج:قرار گرفت.  

، زااریاسب بر علیه دو باکتری بیماثر ضد میکروبی من  ،دقیقه تاخیر رشد در حضور صفرا  30در محیط اسیدی، کمتر از  

بالا علیه دو باکتری   معی و دارا بودن قدرت تجمعی توامدرصد قدرت خودتج  45/92درصد آبگریزی سطحی و    82/57

با توجه به نتایج   نتیجه گیری نهایی:  . نشان داد  مناسبی راتوانمندی پروبیوتیکی    استافیلوکوکوس اورئوس و  ی  اشریشیا کل

ان پروبیوتیک مورد توجه قرار  ند به عنوتوالازم می  هاییژگیدارا بودن و   با  پاراکازئی  لاکتوباسیوس  جدایه  به دست آمده،  

 د.  گیر
 

 لاکتوباسیلوس پارا کازئی، سنتی سمنان پنیر  ، پتانسیل پروبیوتیکی :واژگان کلیدی
 

 مقدمه 

غذاهای   بعنوان  پروبیوتیک  غذایی  مواد  امروزه 

توجه   مورد  سلامتی  سطح  دهنده  بهبود  و  فراسودمند 

پروبیوتیکمی مکملباشند.  در  گسترده  طور  به  و  ها  ها 

می استفاده  فراسودمند  )غذاهای  و   رگیریآشوند 

های پروبیوتیک را  ی باکتری(. بخش عمده2013همکاران،  
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اسیدلاکتیکباکتری می1  های  سویهدهندتشکیل  های  . 

LAB  اند و برای  مختلفی برای میزبان مفید شناخته شده

ها آن  اند. از میان کاربرد بعنوان پروبیوتیک انتخاب شده

باشند. یهای اصلی میکروبی مها یکی از گروهلاکتوباسیل

ها در طیف وسیع محصولات غذایی وجود دارند. این  آن

نرمال دهان، روده و دستگاه   میکروبیوتایها جز باکتری

د و همچنین در مواد لبنی، گوشت و  نباشتناسلی زنان می

یافت می نیز  گیاهان  برگ  همکاران،    بوو )  شوندسطح  و 

پاراکازئی(.  2012 های  گونه  زا2  لاکتوباسیلوس 

مورد استفاده در محصولات تخمیری    هایلاکتوباسیلوس

طور طبیعی در دهان و مسیر گوارشی انسان است که به

می  )یافت  همکاران،    اورلانداشود  و  2012و  خزائی   ،

سویه از این گونه    34(. تا کنون بالغ بر  2019همکاران،  

های مختلف دنیا  ها از کشوریافت شده است که این سویه

شده )جدا  همکاران،    اسموکوینا اند    (. 2013و 

یک باکتری گرم مثبت مزوفیل،    لاکتوباسیلوس پاراکازئی

و   منفی  کاتالاز  میکروآئروفیل،  اجباری،  هموفرمانتاتیو 

اسید دارد   تولید  بالایی برای  فاقد اسپور بوده وظرفیت 

(. این باکتری قادر به تحمل دامنه 1999،  و تیمینس  وارد)

از  گسترده رشد    pHای  کننده  تکمیل  و  است  دما  و 

)آنزیم  سازنده آنزیم آمیلاز  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

کربوهیدرات( ای  است؛    جذب  گسترده  طور  به  و 

نوشیدنی   و  لبنی  مورد  درمحصولات  تخمیری  های 

 (. 1397،  )سادات رسول و همکاران  گیرد استفاده قرار می

تقاضای روزافزون بازار، تحقیق بر روی    تأمین  وربه منظ

های جدید پروبیوتیک که خصوصیات پروبیوتیکی  سویه

بهتری نسبت به انواع موجود در بازار دارند و به دست  

های پروبیوتیک  آوردن محصولات فراسودمند که کشت

و    وردنلی)  می باشد ها فعال هستند، حائز اهمیت  در آن

(. مواد غذایی تخمیری سنتی منبع غنی از  2009همکاران،  

آنمیکروارگانیسم از  برخی  و  هستند  ویژگیها  های  ها 

می نشان  به  پروبیوتیکی  رو  علاقه  اساس  این  بر  دهند. 

های لاکتوباسیلوس جدا  رشدی به استفاده تجاری سویه

 
1 Lactic acid bacteria (LAB) 

ویژه   به  بومی  و  سنتی  طبیعی  محصولات  از  شده 

نده  تخمیری که دارای اثرات ارتقا دهمحصولات لبنی و  

فته شده  به طور کلی پذیرباشند، وجود دارد.  سلامت می 

پروبیوتیک که  نشان می  هااست  اثرات سودمندی  توانند 

تادهند که  عملکرد  نحوه  پذیرش  .  مورد  خوبی  به  کنون 

است شامل تولید مواد ضد میکروبی، رقابت برای مواد  

ها و تحریک سیستم ایمنی  مغذی، رقابت با اتصال پاتوژن

)می همکاران،    بائوباشد  و    2010و  مهر  پارسایی   ،

 (.  2019همکاران،

های پروبیوتیک بتوانند نقش خود را  برای آن که باکتری

های فیزیکی و شیمیایی،  ایفا کنند باید قادر باشند بر سد

ژه استرس اسید و صفرا  ای، به ویروده-ایمجاری معده 

 (. 2008و همکاران،   مویانو)غلبه کنند 

  FAO/WHOهای مشترک کارگروه  بر طبق دستورالعمل

پروبیوتیک ارزیابی  مطالعات برای  غذایی  مواد  در  ها 

می  مناسب  سلامتآزمایشگاهی  بالقوه  بایست  بخشی 

ها را قبل از انجام آزمایشات بالینی اثبات کنند پروبیوتیک

همکاران،  مونتکگودو ) آزمون2012و  برخی  های  (. 

مقاومت   مانند  وآزمایشی  صفرا  و  اسید  تولید    به 

عنوان اولین مرحله برای انتخاب ها معمولا بضدمیکروب

میمیکروارگانیسم کار  به  بالقوه  پروبیوتیک  روند  های 

همکاران،    گالگو) پیش2013و  پروبیوتیکشرط(.    ها های 

آن اینکه  از  باید  عبارتند  مجاز  ها  افزودنی  عنوان  به 

، قادر به تحمل اسید، پپسین و صفرا  شناخته شده باشند

قعالیت   میکروبی باشند،  باکتریع  ضد  پاتوژن  لیه  های 

ای داشته  نشان دهند و چسبندگی خوبی به موکوس روده

پروبیوتیک عملکرد  مهمترین  تعادل  باشند.  بهبود  ها 

ر  شامل    ی وده میکروبی  مزایا  سایر  و  است  میزبان 

ها و سطح سلامت عمومی و افزایش مقاومت به بیماری

های مزمن  حتی برخی اثرات درمانی در برخی از بیماری

(.  2012و همکاران،    گائوباشد )مانند هایپرکلستریمیا می

تواناییباکتری باید  پروبیوتیک  برای  های  زیادی  های 

ه باشند که پیش شرطی  چسبیدن به اپیتلیوم روده داشت

2 Lactobacillus paracasei 
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می روده  میکروبیوتای  بهبود  )برای  و    کولادو باشد 

های  سویه  1رسد  خودتجمعی (. به نظر می2007همکاران،  

های باکتریایی  تواند ظرفیت اتصال سلولپروبیوتیک می

ای را تحت تاثیر قرار دهد و  های اپیتلیالی رودهبه سلول

توام   پاتوژن2تجمع  میبا  اها  کلونیزاسیون  تواند  ز 

)پاتوژن کند  جلوگیری  روده  در  همکاران،    راموسها  و 

پاتوژن2013 مهار  پروبیوتیک(.  توسط  میها  تواند  ها 

محافظ مهمی برای سلامت انسان در برابر عفونت ناشی  

در   طبیعی  بازدارنده  عامل  و  باشد  بیماریزا  عوامل  از 

پاتوژن میمقابل  حساب  به  گوارشی  مجاری  در  آید  ها 

 (. 2007و همکاران،  کولادو)

پنیر از  استان  های  پنیر سنتی سمنان یکی  پرطرفدار در 

تا است.  زمینهمطالعهکنون  سمنان  در  ویژگیای    های ی 

نتی  لاکتوباسیل جدا شده از پنیر س  های سویه  ک پروبیوتی

است نشده  انجام  سمنان  درباره  خیکی  تحقیق  بعلاوه   .

جدید به منظور تامین تقاضای رو    کهای پروبیوتیسویه

تولید غذا بازار و  افزایش  با کارکرد مطلوبی که  به  های 

های  تر است و ویژگیدر آنها فعال  کخاصیت پروبیوتی

حال    کپروبیوتی در  که  محصولاتی  به  نسبت  بهتری 

ی شوند دارند حائز اهمیت می  حاضر در بازار عرضه م

این در این مطالعه  بنابر  (.2019و همکاران،  خزائی  باشد )

مشخصه استراتژی برای  مناسب  ویژگییاهای  های  بی 

لاکتوباسلوس جدا شده از پنیر سنتی    پروبیوتیکی سویه

خیکی سمنان به عنوان گام اول به منظور افزوده شدن به  

 های دارای کارکرد بهتر استفاده گردید. غذا
 

 ها مواد و روش  

که در    پاراکازئی  لاکتوباسیلوس  سویه  ر این تحقیق ازد

همکاران،   و  )خزائی  قبلی  گروه  2019مطالعات  توسط   )

بهداشت مواد غذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان  

اساس  بر  و  بود  شده  جداسازی  سمنان  سنتی  پنیر  از 

ژنومی اطلاعاتی ،    16s rRNAآنالیز  بانک    NCBI  در 

کد  بلاست   با  استفاده    OK561873و  بود،  شده  ثبت 

 
1 Auto-aggregation 

های مورد  همچنین جهت کشت و شمارش باکتری  گردید.

و   MRS agar  ،MRS brothمطالعه از محیط های کشت  

BHI agar  محیط شد.  شرکت  استفاده  دستور  طبق  ها 

)مرک،    تولید کننده آماده و توسط اتوکلاو سترون شدند 

 .آلمان(

قابلیت اساس  بر  غربالگری  در    آزمایش  ماندن  زنده 

pH اسیدی 

مقاومت   این آزمون،  به    جدایهدر  لاکتوباسیلوس نسبت 

pH  محیط های  .تعیین شد  MRS broth    باpH  5/1    5/2و  

از   هیدروکلریک تنظیم شدند، تهیه گردید. که توسط اسید

جدایه   24کشت   تهیه    ساعته  رقت  مطالعه  با    شد مورد 

طول   با  اسپکتروفتومتر  ازدستگاه    600موج  استفاده 

که    نانومتر معادل    ODرقتی    مشخص   باشد      1/0آن 

به  گردید   باکتریایی  لوله تحت شمارش  این  و محتویات 

رولیتر از کشت میک  10  گرفت.روش کشت سطحی قرار  

 MRSمیکرولیتر    240با    ( cfu/ml 810)  جدایهساعته    24

broth    باpH    پلیت مخلوط    چاهکهای تنظیم شده در یک

در   ساعت  سه  مدت  به  و  سانتی  37شد  گراد  درجه 

های صفر و سه ساعت گذاری گردید. در زمانخانه گرم

محیط  رقت در  و  شد  تهیه  متوالی   MRS agarهای 

مدت  به به  و  شد  داده  کشت    48تا    24صورت سطحی 

در   هوازی  شرایط  در  سانتی  37ساعت  گراد  درجه 

نهایتگرمخانه  در  و  شد  با  گذاری  شمارش  کتریایی  با 

محاسبه شد) هاشمی و   زنده ماندن سویهقابلیت  درصد  

 (. 2014همکاران 

آزمایش رشد در شرایط اسیدی و مقاومت و رشد به 

 صفرا

 MRS brothها در شرایط اسیدی در توانایی رشد سویه

،  5/2مختلف )بر اساس آزمایش غربالگری(    pHدر سه  

با توجه به مقادیر    بررسی شد و منحنی رشد   5/4و    5/3

OD  24نانومتر و در طی    630دست آمده در طول موج  به  

( رسم Biotech, USAساعت توسط دستگاه الایزا ریدر )

منظور تعیین مقاومت و رشد در حضور صفرا  گردید. به

2 Co-aggregation 
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MRS broth    درصد    0/ 5،  3/0حاوی یک   oxgallو 

قرائت   از  استفاده  با  رشد  منحنی  شد.    630ODاستفاده 

در  نا ریدر    24نومتر  الایزا  دستگاه  توسط  ساعت  

(Biotech, USA( گردید  رسم  همکاران    تالابراگادا(  و 

2018 .) 

زنده شرایط  لاکتوباسیلوس  مانی  بررسی  در 

 ای و روده ای ی معدهسازی شدهشبیه 

به وسیله (  cfu/ml 810)  ساعته  24  باکتریایی کشت  پلت

( بافر  g6000سانتریوفیوژ  با  بار  دو  و  جدا   )PBS  

برابر    pHبا    PBSهای  شستشو داده شد؛ سپس در محلول

)  و   2با پپسین  و  mg/ml  3حاوی   )Nacl  (5%/0 معلق  )

گراد در  درجه سانتی  37در    گذاری خانهگرمشدند. بعد از  

های زنده با  شمارش کلونی  ،صفر و سه ساعتهای  زمان 

در   بعد    MRS agarکشت  شد.  یک    3از  انجام  ساعت، 

میلیمیلی نه  به  قبل  مرحله  کشت  از  شیرهلیتر  ی  لیتر 

میلیروده یک  حاوی  میلیی  در  و  گرم  پانکراتین  لیتر 

هشت اضافه شد و شمارش    pHدرصد در    3/0صفرای  

های صفر، دو و چهار ساعت  های زنده در زمانباکتری

 (.  1396انجام گردید )سرابی جماب و همکاران ،

 فعالیت ضد باکتریایی جدایهبررسی 

، از دو باکتری  فعالیت ضدباکتریایی جدایه  بررسیجهت  

اورئوس )بعنوان   ATCC 29213  استافیلوکوکوس 

 ATCC  ی یا کلیشاشر های گرم مثبت( و  شاخص باکتری

های گرم منفی( استفاده  )بعنوان شاخص باکتری  35218

ای روی آگار و  گردید. آزمایش به دو روش کشت نقطه

 انتشار در آگار با ایجاد چاهک صورت پذیرفت. 

 ای روی آگارروش کشت نقطه 

کشت   سویه  24از  خالص  ساعته  با     لاکتوباسیلوسی 

ای بر روی آگار  صورت نقطهبه    کدورت نیم مک فارلند

MRS    ی  درجه  30ساعت در    24کشت داده شد و به مدت

گرمخانهسانتی  پلیتگراد  به  سپس  شد  پنج گذاری  ها 

نیمه  Brain Heart Infusion  (BHI  )آگار    محیط  لیترمیلی

سوسپانسیون سلولی    میکرولیتر  100جامد تلقیح شده با  

استافیلوکوکوس اورئوس  های شاخص )نیسممیکروارگا

( با کدورت نیم مک فارلند افزوده شد و  یاشریشیا کل  و

دمای   سانتی  35در  گردید.  درجه  گذاری  گرمخانه  گراد 

های لاکتوباسیل توسط  ی شفاف اطراف کلنیسپس ناحیه

گیری شد. حضور  اندازه  Axio Vision Rel. 4.8نرم افزار  

در  ناحیه  شفاف  نشان ی  کلونی  مهار دهندهاطراف  ی 

ماده تولید  اثر  در  شاخص  ضد  میکروارگانیسم  ی 

 . (2009و همکاران  پن  )   میکروبی قابل انتشار در آگار بود

 روش انتشار در آگار با ایجاد چاهک 

مذاب تلقیح شده    BHIلیتر آگار  میلی  15در هر پلیت مقدار  

یسم میکرولیتر سوسپانسیون سلولی میکروارگان  100با  

با    اشریشیا کلای(   و استافیلوکوکوس اورئوس  شاخص )

کدورت نیم مک فارلند ریخته و پس از جامد شدن آگار  

چاهک استریل  پاستور  پیپت  از  استفاده  قطر با  با  هایی 

متر در آگار ایجاد گردید. کف چاهک با استفاده  شش میلی

و سپس   مسدود شده  مذاب  آگار  از    100از  میکرولیتر 

ناتانت کشت  سوپر  سانتریوفوژ  از  آمده    بدست 

به چاهک افزوده شده و در    ،5000ر  لاکتوباسیل در دو

ساعت گرمخانه گذاری    24گراد به مدت  درجه سانتی  35

ی شفاف اطراف چاهک با استفاده از نرم شد. قطر هاله

میلی  Axio Vision Rel. 4.8افزار   حسب  لیتر  بر 

 (. 2015و همکاران  کاسترو-هردیاگیری گردید )اندازه

 ها باکتری هیدروفوبیسیتی سطح سلولی 

سبندگی میکروبی به  گیری چی اندازهوسیلهاین پارامتر به

میها  هیدروکربن از ارزیابی  مطالعه  این  در  شود. 

هگزادکان تولوئن استفاده   –  nهیدروکربن های زایلازین و   

کشت  سلولگردید.   از  باکتریایی  ساعته    24های 

ها دو بار  سلولهای سلولی جدا شدند.  سانتریفیوژ و توده

( شستشو داده شده و در سه  PBSبا فسفات بافر سالین )

د )غلظت لیتر نیترات پتاسیم یک دهم مولار معلق شدنمیلی

تنظیم شدند(. جذب    cfu/ml  710سلولی نهایی در حدود  

اسپکتروفتومتر    600در   دستگاه  از  استفاده  با  نانومتر 

)اندازه گردید  به0Aگیری  یک(.  تشکیل  سیستم    منظور 

به سوسپانسیون سلولی    لیتر زایلازین دوفازی، یک میلی

دقیقه پیش از گذشت ده  گذاری  گرمخانه اضافه شد. بعد 
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در دمای اتاق، سیستم دوفازی بوسیله ورتکس به مدت  

دو دقیقه مخلوط شده و سپس فاز آب و هیدروکربن ها  

دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق جدا گردیدند.    20بعد از  

(  1Aنانومتر )  600آبی با دقت جدا شده و جذب آن در    فاز

سلول  گیری  اندازه سطح  هیدروفوبیسیتی  درصد  شد. 

(%Hبا استفاده از فرمول زیر به )  گری گوریان آمد )دست  

 (. 2017و همکاران ، 
H (%) = (1-(A1/A0)) × 100 

نشان دهنده جذب نوری بعد از بیست    1Aدر این معادله  

 نشان دهنده جذب نوری اولیه می باشد .  0Aدقیقه و 

 تجمع توام و خودتجمعی آزمایش  

میسویه  خودتجمعیویژگی   پروبیوتیک  تواند  های 

های اپتلیال  های باکتریایی به سلولظرفیت اتصال سلول

ها  با پاتوژن  تجمع توامای را تحت تاثیر قرار دهد و روده

پاتوژنمی کلونیزاسیون  از  جلوگیری  تواند  روده  در  ها 

 (.2013و همکاران،  راموسکند )

میلی  کشت  چهار  از   cfu/ml  810حاوی    ساعته  24لیتر 

ثانیه ورتکس و هموژن شده و سپس   10باکتری به مدت  

و    گذاری گردید دمای اتاق گرمخانه  ساعت در  5به مدت  

سا یک  زمانی  فواصل  میلیدر  دهم  یک  از  عته  لیتر 

سوسپانسیون رویی برداشته و به یک لوله جدید حاوی  

نانومتر   600. سپس جذب  منتقل شد  PBSلیتر  میلی  9/3

اندازه اسپکتوفتومتر  دستگاه  از  استفاده  شد.  با  گیری 

برسد   Auto-aggregationدرصد   ثابتی  به عدد  زمانیکه  تا 

 طبق فرمول زیر محاسبه گردید: 
) × 1000/At(A-regation (%) = 1agg-Auto 

  5و   4، 3،  2، 1های دهنده جذب در زماننشان  tAکه 

 جذب در زمان صفر است. 0Aساعت است و 

  500)های برابر  حجم   Co-aggregationبه منظور ارزیابی  

سویه از  پاتوژن  لاکتوباسیل    میکرولیتر(  و 

اورئوس  ) تایفی  و  استافیلوکوکوس  سالمونلا 

مخلوط شده و    PBSدر محیط  (  1ATCC 14028 موریوم

  600Aگذاری شدند و مقادیر جذب  در دمای اتاق گرمخانه 

 
1 Salmonella typhimorium 

گیری گردید.  گذاری اندازهنانومتر در پنج ساعت گرمخانه 

زیر    Co-aggregationمقادیر   فرمول  از  استفاده  با  نیز 

 محاسبه شد. 

pa )] / Amix(A -)/2 pr+ Apa aggregation (%) = [(A-Co

/2 × 100 pr+ A 
دهنده مقدار جذب نوری باکتری پاتوژن،  نشان  paAکه 

prA  مقدار جذب نوری پروبیوتیک وmixA   مقدار جذب

باشد  نوری مخلوط پروبیوتیک و باکتری پاتوژن می

  ( .2017و همکارن ،   گری گوریان)

 آماری  تجزیه و تحلیل

مرب  باکتری نمودارهای  مانی  زنده  و  به رشد  مورد    وط 

ترسیم گردید و    Prism 4 Graphpadمطالعه با نرم افزار 

باکتری تعداد  لگاریتم  بین  آماری  تحلیل های  ها در  کلیه 

ساعات مختلف و همچنین شیب خط منحنی های رشد، با 

افزار   نرم  از  گردید.    SPSS 16استفاده  جهت انجام 

دادهمقایسه  میانگین  واریانس ی  آنالیز  از  مختلف  های 

جهت  یکطرف دانکن  آزمایش  از  ادامه  در  شد.  استفاده  ه 

ها استفاده گردید. در  دار بین گروهسنجش اختلاف معنی 

آنالیز آماری  تمامی  شاخص به  P<0.05های  عنوان 

 داری در نظر گرفته شد. معنی 
 

 و بحث نتایج

 و رشد در شرایط اسیدی pHسنجش تحمل 

روی    5/2و    5/1های    pHمانی در اسید در  بررسی زنده

بررسی شد. در   هیچ    pH  5/1لاکتوباسیلوس جدا شده 

در  رشدی   حالیکه  در  نگردید.  شمار    ، pH  5/2مشاهده 

زنده  سلول و     Log cfu/ml  23/6های  شد  گزارش 

  1  شکل  ( را نشان داد.%5/75مانی مناسبی )درصد زنده

  5/2های مختلف)  pHلاکتوباسیلوس در    نتایج رشد جدایه

سازگاری    دهد. مطابق نتایج جدایه( را نشان می  5/4،  5/3،

محیط در  نتایج  مناسبی  بررسی  داد.  نشان  اسیدی  های 

  =pH   5/4نشان داد که میزان رشد بعد از گروه کنترل در  

گروه سایر  )از  بود  بیشتر  اختلاف  >P 0 /05ها  ولی   )

 ها وجود نداشت.  pHمعناداری در سایر 
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 های مختلف و کنترل pHدر گروه های تیمار  لاکتوباسیلوس پاراکازئینتایج رشد جدایه   -1شکل

Figure 1- Growth results of Lactobacillus paracasei isolate in different pH and control treatment groups 

 

که یک باکتری به عنوان پروبیوتیک معرفی شود  برای آن

داد.   قرار  بررسی  مورد  آن  در  را  متفاوت  عوامل  باید 

باکتری پروبیوتیک برای استقرار در روده ملزم به عبور  

محیط حاوی  از  املاح    pHهای  و  معده  در  اسیدی 

ها در  باشد. همچنین توانایی سویهصفراوی در روده می

پاتوژن رشد  میمهار  آها  انتخاب  برای  دلیلی  ن تواند 

)تالابراگادا و همکاران،  سویه به عنوان پروبیوتیک باشد  

مانی باکتریایی و جلوگیری  معده بر زنده  pH(. اثر  2018

باکتری شدن  کلونیزه  راز  در  خوبی  ها  به  کوچک  وده 

بررسی شده است؛ بنابراین هر ارگانیسم پروبیوتیک که  

می زنده  معده  داشته  در  بالایی  اسیدی  تحمل  باید  ماند 

پایین    pHباشد. مقاومت بالای بعضی باکتریها نسبت به  

ها باشد  ساکاریدتواند به علت تولید ترکیباتی مانند پلیمی

سلول غشای  روی  اسید  اثر  از  مانع  شود  می  هاآن  که 

(. این نتایج همانند نتایج به دست  2011)برکت و همکاران  

آن در  که  است  قبلی  مربوطه  مطالعات  در  ها آمده 

  pHمواجهه با مقادیر    های لاکتوباسیل حتی بعد از سویه

پایین  4تا    2 مقادیر  در  اما  ماندند؛  این  pHتر  زنده   ،

های  تریمانی کم شد. پذیرفته شده است که هضم باکزنده

  pHمعده را تا    pHپروبیوتیک با غذا یا محصولات لبنی  

می  3 افزایش  بیشتر  پراساد،  یا  و  )میشرا    (. 2005دهد. 

سال   در  همکاران  و  که  2011ساهادوا  دادند  نشان  ؛ 

تمام  زنده معنی   هاجدایهمانی  طور  در  به    pH  2داری 

در مطالعه طباطبایی    یابد. کاهش می  7و    pH  3نسبت به  

سال   در  همکاران  و  تاثیر  1394یزدی   ،pH    سطح بر 

مورد    55مانی  زنده کیمچی  از  آمده  دست  به  جدایه 

قرار مطالعه  بررسی  این  در  که  زند  گرفت   مانیهدرجه 

راهاسویهاکثر   لاکتوباسیل  از    ی  کمتر  حدود    50در 

 گزارش کردند. pH  2درصد در 

راوی و شیره شبیه  مقاومت به نمک های صفبررسی  

 روده ای -سازی شده معده

های مختلف  در غلظت  نتایج رشد  در این تحقیق با توجه به 

( )  0.5،  0.3صفرا  درصد(  یک  لاکتوباسیلوس    (2شکلو 

مناسبی    پاراکازئی رشد  و  داد. رمقاومت  نشان  مان  ز  ا 

رشد   دقیق تاخیر  سی  از  مقاوم  کمتر  که  شد  مشاهده  ه 

را نشان می ها به غلظتبودن جدایه های مختلف صفرا 

  تیمارهای مختلفداری بین  معنیدهد. هیچگونه اختلاف  

  .ملاحظه نشد
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 در گروه های تیمار نمک های صفراوی مختلف و کنترل  لاکتوباسیلوس پاراکازئی نتایج مقاومت و رشد جدایه   -2 شکل

Figure 2- Results of resistance and growth of Lactobacillus paracasei isolate in different concentration of bile salt 

and control groups 
 

به    پاراکازئیلاکتوباسیلوس  در مطالعه حاضر   مقاومت 

محیط در  زیاد  رشد  و  سه  صفرا  در  را  صفراوی  های 

این   داد.  نشان  صفراوی  املاح  مطالعه  مورد  غلظت 

مشاهدات سازگار با مطالعه جمالی و همکاران بیان کردند  

سویه اسیدکه  لاکتوباسیلوس  به  های  را  صفراوی  های 

می تحمل  تحمل  خوبی  که  است  شده  داده  نشان  کنند. 

صفرا و نوع سویه    غلظتبه وسیله پروبیوتیک به    صفرا

غلظتبستگی   محدوده  در  مقاومت  سطوح  و  های  دارد 

درصد است )جمالی سراب و همکاران،    2تا    125/0صفرا  

،  2014ی هاشمی و همکاران در سال  (. در مطالعه2011

جدا شده  لاکتوباسیلوس  های  پتانسیل پروبیوتیکی سویه

بررسی کردی  سنتی  پنیر  تمام شد.    از  مطالعه  این  در 

نسبتا  لاکتوباسیلوس  های  سویه مقاومت  آزمون  مورد 

و   جماب  )سرابی  داشتند  صفراوی  املاح  به  بالایی 

 (. 1396همکاران، 

لاکتوباسیلوس    مدت سویهبرای تعیین اثر مواجهه طولانی

مانی به مدت سه  اسیدی شیره معده سنجش زنده  pHبا  

شرایط   در  شد.  انج  In vitroساعت   مقاومت ام  نتایج 

های حاصل از  یافته   .مشخص گردیدیک  در جدول    جدایه

 ساعت  و بعد از گذشت سه  pH  2آزمایش نشان داد که در  

نشان   ی لگاریتمسیکل  کاهش تقریبا برابر با یک و نیم  یک  

و شد  یک  درسپس    داده  روده  محیط  روند    شرایط 

مشاهده  محیط    pHبه دلیل افزایش  افزایشی رشد سویه  

 اختلاف معنی داری بین داده ها مشاهده نشد. . گردید

 

 ای ای و رودهسازی شده معدهلاکتوباسیلوس در شرایط شبیه  میانگین نتایج زنده مانی جدایه  -1جدول 
Table 1- Mean survival results of Lactobacillus isolate in simulated gastric and intestinal conditions 

𝐩𝐡 = 𝟖   𝐥𝐨𝐠 𝐜𝐟𝐮/𝐦𝐥

𝐇𝟐                                 𝐇𝟒 
 

𝐩𝐡 = 𝟑  𝐥𝐨𝐠 𝐜𝐟𝐮/𝐦𝐥

𝐇𝟎                                  𝐇𝟑
 

Strian 

7.7±0.4 7.07±0.4 6.71±0.8 8.25±0.8 L. paracasei 

 

)0H 3وH  درpH=3  در معده(  غذا سه ساعت مشابه مدت زمان ماندن  طی  در زمان صفر ونتایج 

(2H  4وH    نتایج زنده مانی درpH=8 غذا چهار ساعت  مشابه مدت زمان ماندندو ساعت و طی  ادامه مرحله قبل، در  )در روده 
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با  باکتری پایین را    pH   های مختلفی شرایطمکانیسمها 

از مهمتحمل می این مکانیسمکنند که یکی  ها برای ترین 

سیستم  گونه لاکتوباسیل  است    F0F1-ATPaseهای 

( بیان  2015(. تاکتالی و همکاران )2013)کانها و همکاران  

کردند ویژگی مقاومت به شرایط اسیدی وابسته به سویه  

باکتری هر  برای  و  مورد    بوده  باید  مجزا  صورت  به 

بگیرد قرار  باکتری  .بررسی  شرایط  مقاومت  در  ها 

ها در  آزمایشگاهی در برابر صفرا گویای رفتار واقعی آن

مطالعه   در  نیست.  گوارش  و    ماراگکوداکی دستگاه 

لاکتوباسیل های جدا شده فقط از بین    (2006)  همکاران

اسید یا در   =pH 1های کمی قادر به زنده ماندن درسویه

همه   که  حالی  در  بودند  پپسین    برابر در    هاآنحضور 

-صفراوی آسیبی ندیدند که با یافتهو نمک های  پانکراتین  

در بررسی  حاصل از این پژوهش همخوانی داشت.  های  

ی سطحی  س و همکاران بر روی پروتئین لایهمطالعه فر

s    از ای  که    اسیدوفیلوسباسیلوس  لاکتو گونه  دریافتند 

پان به پپسین و  باکتری  این  کراتین  پروتئین لایه سطحی 

زنده بنابراین  بوده  شبیه  مقاوم  محیط  در  بالایی  مانی 

سازی شده روده و معده دارد که با نتایج حاصل از این  

 پژوهش هم راستا است.

نشان داد    1396مطالعه سرابی جماب و همکاران در سال  

)پایین  pHکه در   با  5/1تر معده  مقایسه  بالاتر    pH( در 

زنده5/2) باکتری(  پروبیوتیک؛  مانی  لاکتوباسیلوس  های 

رامن لاکتوباسیلوس  و    1سوسواسیدوفیلوس، 

باشد که با نتایج  بسیار کم می 2بیفیدیوباکتریوم بیفیدیوم 

هم تحقیق  داشت.  این  باکتری  خوانی  تعداد  همچنین 

بیفیدیوم   در  بیفیدیوباکتریوم  روده  به  ورود  محض  به 

های حضور در روده کمترین مقدار  مقایسه با سایر زمان 

پس از  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  بود. بیشترین تعداد  

های  تعداد باکتریدقیقه حضور در روده مشاهده شد.    30

ها صفر در تمام زمان  pH  5/1ورودی به روده از معده با  

های ورودی به روده از معده  بوده است اما تعداد باکتری

 دقیقه بیشترین مقدار بوده است. 30در زمان   pH 5/2با 

جدایه نتیجه   آنتاگونیستی  فعالیت  بررسی 

 لاکتوباسیوس پاراکازئی 

به   از رشد  ارگانیسمجلوگیری  بیماریوسیله  به  های  زا 

های پروبیوتیک  های اصلی باکتریعنوان یکی از ویژگی

می  آنتاگونیستی  شود.  محسوب  اثر    جدایه نتایج 

باکتری   دو  با  اورئوسلاکتوباسیل  و    استافیلوکوکوس 

جدول    در   و چاهک  ایبه روش کشت نقطه  اشریشیا کلای

شده  2 نقطه  اند.  مشخص  کشت  روش  جدایه  ای  در 

لاکتوباسیلوس ممانعت واضحی را در مقابل دو باکتری  

داد.  بیماری   نتایج نشان داد که زای بررسی شده نشان 

پاتوژن علیه  رشد  کنندگی  مهار  مطالعه  اثر  مورد  های 

  با قطر هاله عدم رشد   لاکتوباسیوس  پاراکازئیمربوط به  

برابر  میلی94/2   ±   139/0 در  استافیلوکوکوس  متر 

ی  اکلیرشیاشمتر در برابر  میلی  59/2   ±   137/0  اورئوس

جدایه    اثر آنتاگونیستی   اختلاف معناداری در  همچنینبود.  

وجود   منفی  و  مثبت  گرم  باکتری  برعلیه  لاکتوباسیل 

در روش چاهک نتایج اثر آنتاگونیستی ترکیبات   .نداشت

پراکسید   باکتریوسین،  تولید  )همانند  رشد  کننده  مهار 

هیدروژن و اسید های آلی( توسط جدایه لاکتوباسیلوس  

های   پاتوژن  علیه  اورئوس بر  و    استافیلوکوکوس 

کلای جدول    اشریشیا  است.    2در  شده  داده  نشان 

پاتوژن های مورد  بیشترین اثر مهار کنندگی رشد علیه  

به   مربوط  پاراکازئیمطالعه  برابر    لاکتوباسیلوس  در 

اورئوس  رشد    استافیلوکوکوس  عدم  هاله  قطر    45/1با 

 متر بود. میلی

 

 

 

 

 
1 Lactobacillus rhamnosus 2 Bifidobacterium bifidum 
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عدم رشد حاصل از کشت  میانگین قطر هاله  -2جدول 

 ر علیه باکتری های بیماری زاب لاکتوباسیلوس پاراکازئی

 به روش کشت چاهک و نقطه ای  )بر حسب میلی متر(
Table 2- Mean diameter of growth inhibition zone 

from Lactobacillus paracasei culture against 

pathogenic bacteria (in millimeters) by well 

diffusion and spot agar methods 

 

E. coli (mm)  S. aureus 

(mm) 
Methods 

0.95±0.01 1.45±0.04 Well diffusion 

2.59±1.37 2.94±1.39 Spot agar 
 

های دارویی در بعضی از  امروزه به علت اینکه مقاومت 

ا حال  در  روز  به  روز  ها  مهار  باکتری  از  است  فزایش 

پروبیباکتریرقابتی   لاکتیک  های  اسید  جمله  از  وتیک 

لاکتوباسیلباکتری خصوصا  از  ها  جلوگیری  برای  ها 

باکتری بیماری رشد  ابادی  تفاده میزا اسهای  )تاج  شود 

و    2016، میثاقی و همکاران  1388ابراهیمی و همکاران  

(. به همین منظور در این  2017پارسایی مهر و همکاران  

لاکتوباسیل میکروبی  فعالیت ضد  به  جدا شده    پژوهش 

باکتری   دو  اورئوس  علیه  اشریشیا  استافیلوکوکوس  و 

پرداخته شد. نتایج حاصل از روش چاهک نشان داد    کلی

سویه علیه  خوبی  توانایی  مطالعه  مورد  های  جدایه 

هم در  زا را داشته است. بیشترین هاله عدم رشد  بیماری

نقطه روش  در  هم  و  چاهک  به  روش  مربوط  ای 

پاراکازئی علیه   لاکتوباسیلوس  استافیلوکوکوس    بر 

فعالیت      45/1)    اورئوس در  است.  بوده  متر(  میلی 

برابر هر دو پاتوژن،    آنتاگونیستی جدایه مورد مطالعه در 

معنی  ناختلاف  دیده  ویژگیداری  این  به  شد.  بستگی  ها 

دارد    پروبیوتیک وسویه پاتوژن  تی سویههای ذاویژگی

راستا با این مطالعه، در  (. هم2007کولادوو همکاران،   )  

های لاکتوباسیلوس  یهمطالعه هاشمی و همکاران تمام سو

ممانعت واضحی را در مقابل دو باکتری پاتوژن بررسی  

 1 Salmonella typhimurium 
2 Listeria monocytogenes 
3 L. animalis 
4 L. casei subsp. Paracasei 

سویه بین  توجهی  قابل  تفاوت  و  دادند  نشان  های  شده 

باکتری از  جلوگیری  برای  توانایی  در  های  پروبیوتیک 

ی برومبرگ و همکاران  جود نداشت. در مطالعهبیماریزا و

های لاکتیک  ، فعالیت ضدمیکروبی باکتری2004در سال  

های تخمیری گوشتی بررسی  اسید جدا شده از فراورده

درصد قادر    31درصد باکتری جداشده تنها    61شد که از  

باکتری مهار رشد  بیماریبه  بودند.  های  محیط  زا روی 

به بررسی توانایی   2011سال    ریپامونتی و همکاران در 

اشریشیا    سه سویه جدا شده علیه عوامل بیماریزا شامل

تایفی،  ATCC 25922  کلی  ATCC موریومسالمونلا 

مون  و  114028  ATCC7644  2وسایتوژنز لیستریا 

لاکتوباسیلوس    پرداختند و مشاهده کردند که دو باکتری 

کازئیو  3انیمالیس پاراکازئی   لاکتوباسیلوس  گونه   4زیر 

زا دارند. در  اثر مهاری مشخصی روی این عوامل بیماری 

گوتیرز سال  -مطالعه  در  همکاران  و  بر    2017کورتس 

روی فعالیت  آنتاگونیستی برخی سویه های پروبیوتیک  

پاراکازئیمانند   لاکتوباسیلوس  ،  لاکتوباسیلوس 

کازئی ،  5پلانتاروم  پدیوکوکوس  و    6لاکتوباسیلوس 

برابر    7اسیدیلاکتیس  اورئوسدر  ،  استافیلوکوکوس 

، مشخص گردید   لیستریا مونوسایتوزنزو  ی اشریشیا کل

اثر مهاری بیشتری را    لاکتوباسیلوس پاراکازئیکه سویه  

اورئوس بر   پاتوژن  استافیلوکوکوس  سایر  به  ها نسبت 

نشان داد و همچنین اختلاف معناداری در اثر مهاری علیه  

نتایج تری های گرم مثبت و منفی مشاهده نگردید که با  باک

همچنین در برخی مطالعات   این مطالعه هم خوانی داشت.

منا باکتریعدم کفایت  های  سب لاکتوباسیل ها در مهار 

گرم منفی نسبت به باکتری های گرم مثبت گزارش شده  

 (. 2013و روایی و همکاران   1990است )پیرد و همکاران  

 

 

5 L. plantarum 
6 L. casei 
7 P. acidilactis 
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تجمعی  بررسی خود  توام  ،  آزمایشات  و تجمع 

 هیدروفوبیسیتی جدایه لاکتوباسیلوس

  پاراکازئی  لاکتوباسیلوس  جدایه   ،3مطابق با نتایج جدول  

  ه و های خودتجمعی را نشان دادویژگیدرصد بالایی از  

آن  میانگین   ساعت    طیدرصد  در    اریگذخانهگرمپنج 

سانتی  37دمای   بود  45/92  گراددرجه  است.  درصد  ه 

توام    همچنین   پاتوژن  سویهتجمع  با    هالاکتوباسیلوس 

نیز    ( سالمونلا تایفی موریومو    استافیلوکوکوس اورئوس)

بررسی گردید و نتایج به صورت درصد کاهش بعد از  

به   نسبت  مخلوط  جذب سوسپانسیون  در  ساعت  چهار 

انفرادی   شدسوسپانسیون  جدولبیان  نتایج  طبق  و  ،  ه 

قابل    سویه توام  تجمع  شده  استافیلوکوکوس  آزمایش 

است  اورئوس داده  نتایج  همچنین  (.  3جدول)   نشان 

آبگریزی  یا    لاکتوباسیلوس  جدایه    هیدروفوبیسیتی 

  تواند نشان داده که این سویه می  3در جدول    پاراکازئی

 . درصد ( 82/57) داشته باشدمناسبی ویژگی آبگریزی 

 

 در خود تجمعی، هیدروفوبیسیتی و تجمع توام با پاتوژن ها  کازئیپارالاکتوباسیلوس میانگین درصد توانایی جدایه  -3جدول 
Table 3- Mean percentage of lactobacillus paracasei ability in auto- aggregation, hydrophobicity and co- 

aggregation with pathogens 
𝐂𝐨𝐚𝐠𝐠𝐫𝐞𝐠𝐚𝐭𝐢𝐨𝐧(%)

𝑺. 𝒕𝒚𝒑𝒉𝒊𝒎𝒖𝒓𝒊𝒖𝒎                                  𝑺. 𝒂𝒖𝒓𝒆𝒖𝒔 
 

(%)*aggregation(%)            H Strian 

41±0.12 39.04±0.11 57.82±0.11 92.45±1.3 L. paracasei 

*Hydrophobicity 

 

ها با سویه یکسان یا بین  بین میکروارگانیسم  خودتجمعی

( مانند هم تجمعیها )های مختلف پاتوژنها و سویهگونه

ها یک ویژگی مهم  ها برای جابجا کردن پاتوژنتوانایی آن

توانند مزیت مهمی نسبت  میی پروبیوتیک است و  سویه

ارگانیسم به  به  و  ندارند  را  توانایی  این  که  باشد  هایی 

شود. واکنش  آسانی از محیط دستگاه گوارش هضم می

های پروبیوتیک با فلور طبیعی روده کلیدی  متقابل سویه

ارگانیسم ذاتی  موفقیت  باقی  برای  و  کلون  ایجاد  در  ها 

است.ماندن طولانی تجمع پیشنهاد شد    مدت  که  است  ه 

کند یک سد  ها را قادر میهای پروبیوتیک آنتوام سویه

زایی    -فیزیکی کلون  از  که  کنند  ایجاد  شیمیایی 

میباکتری جلوگیری  پاتوژن  همچنین  های  کنند. 

باعث   اساسا  است  ممکن  توده  ایجاد  یا  خودتجمعی 

کلون توسط لاکتوباسیلوس ایجاد  ها در  افزایش ظرفیت 

ها کوتاه است؛  ه زمان سکونت در آنهایی شود کمحیط 

شدن   ترکیب  که  است  شده  فرض  گوارش.  لوله  همانند 

تواند باعث بهبود فواید سلامتی  های پروبیوتیک میسویه

با سویه مقایسه  همکاران  در  و  )کولادو  تنها شود.  های 

2007 . ) 

وی با  ارتباط  مطالعهدر  مورد  سویه   توام  تجمع  ، ژگی 

  استافیلوکوکوس اورئوس    را با درصد تجمع توام بالایی

( این ویژگیp<0.05نشان داد  ها بستگی به ویژگی  ( که 

پاتوژن و زمان های ذاتی سویه های پروبیوتیک، سویه 

همکاران،   و  )پروبهوراجشوار  دارد      . (2017انکوباسیون 

گونه از لاکتیک    25راستا با مطالعه اخیر، با بررسی  هم

و سبزیجات  لبنی  محصولات  از  جدا شده  باکتریا  اسید 

-MRلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس ی  تخمیری، سه سویه

هلوتیکوس  ،  1980 و    INRA-2010-H11لاکتوباسیلوس 

،  3/53به ترتیب    JM-2010لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  

توان  3/62و    5/70 داشتند  درصد  خودتجمعی  ایی 

همکاران   و  و    (.2017)گریگوریان  هاشمی  مطالعه  در 

سال   در  سویه2014همکاران  تمامی  های  ، 

های جدا شده از پنیر سنتی کردی درصد  لاکتوباسیوس

   بالایی از خود تجمعی را نشان دادند که درصد آن بعد از  

انکوباسیون  4 ضمنا،  2/88تا    3/77ساعت  تمام    بود 

باها  سویه توجهی  قابل  توام  کلی      تجمع  و  اشریشیا 

  درصد( که   29.4دند )نشان دا  استافیلوکوکوس اورئوس

حاصله با    ،نتایج  راستا  و  هم  )هاشمی  بود  مطالعه  این 
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ای که توسط  در مطالعه  2003(. در سال  2014همکاران  

و    ساسکوویک تجمع  بررسی  گرفت،  انجام  همکاران  و 

اسیدوفیلوس  چسبندگی   به    M 92لاکتوباسیلوس 

های اپتلیال ایلئوم خوک در محیط آزمایشگاه و اثر  سلول

و  پروتئین خود  به  خود  تجمع  به  سلول  سطحی  های 

که    داد چسبندگی این سویه انجام گرفت. این نتایج نشان  

خورابطه خودبه  تجمع  توانایی  بین  چسبندگی  ای  و  دی 

ترکیبات   لاکتوباسیلوس   با  مرتبط  که  دارد  وجود 

باشد.  وجود در سطح غشای سلول باکتری میپروتئینی م

لا  این ویژگی سبب لوله  توانایی جایگیری  در  کتوباسیل 

شود که یک تشخیص مهم در انتخاب گوارش انسان می

همکاران  سویه و  )سوسکوویک  است  پروبیوتیک  های 

2003 .) 

تواند در  هایی است که می آبگریزی سلول یکی از فاکتور

های باکتریایی به بافت میزبان نقش داشته چسبیدن سلول

این ویژگی می فاکتور مهم باشد.  تواند یک مزیت و یک 

زمانی باشد.  گوارش  لوله  در  باکتری  حفظ  که برای 

کند به این معنی است که  آبگریزی سلول افزایش پیدا می

ی آبگریز در سطح سلول وجود دارند همانند هامولکول

پروتئینپروتئین سطحی،   و  های  پلاسمایی  غشا  های 

ایجاد کلون، ویژگیلیپید آبگریزی ضروی  ها. برای  های 

همکاران   و  )سوسکوویک  د2003است.  مطالعه  (  این  ر 

با زایلن  سویه جدا شده ویژگی آبگریزی خوبی را  های 

ه هاشمی و همکاران مقدار  (.  در مطالع%74/57)  نشان داد

درصد بود    8/82تا  6/43محاسبه شده برای ابگریزی بین  

می نشان  همچنان  دیواره نتایج  گریزی  آب  که  ی  دهد 

های جدا شده به طور معنی داری بیشتر از  سلول سویه

  لاکتوباسیوس پلانتاروم های مرجع بود به علاوه  سویه

LP3  راستای این  در  یشترین میزان آب گریزی را دارد.  ب

لاکتوباسیوس بررسی    6مطالعه درصد هیدروفوبیستی  

  20014 و همکاران  بود )انوارعبدلله  4/77تا    5/29شده بین  

  جدایه لاکتوباسیوس از پنیر برزیلی  51ای از  (. در مطالعه

پلانتاروم بالاترین 60/%98)    لاکتوباسیلوس  توانایی    ( 

که با پژوهش های حاصل از    هیدروفوبیستی را داشتند

ها   جدایه  سایر  اما  دارد  همخوانی  مطالعه  این 

از   کمتر  )راموس    %5/1هیدورفوبیسیتی  دادند  نشان  را 

 از قبیل متعددی  به فاکتورهای  هیدروفوبیسیتی   (.2013

 سطح و  الکتریکی  بار حرکت براونی، واندروالس،  نیروی

 به باید باکتری  درمورد  لذا بستگی دارد.گرانش   نیروی 

گردد  ویژگی  این  مجزا صورت و)  بررسی   وسیعی 

وجود ماده )پروتئین گلیکول(    همچنین،(.    2019 همکاران

شود در حالی  بالاتر می  آبگریزیدر سطح سلول منجر به  

پلیآکه سطح   حضور  با  است) بدوست  همراه  ساکارید 

 (. 1997و همکاران  پلتیا
 

 نتیجه گیری 

تحقیق این  سنتی  سویه    ، در  پنیر  از  شده  جداسازی 

شرایط   در  را  مطلوب  پروبیوتیک  های  ویژگی  سمنان، 

دا نشان  بنابر  دآزمایشگاهی  می.  پیشنهاد  این این  شود 

روبیوتیک در صنایع غذایی  جدید پ  جدایه به عنوان سویه

مناسبی برای آزمایشات تکمیلی برون   می تواند کاندیدی 

تنی  1تنی درون  تحقیقات  و  شدن   2بیشتر  محرز  جهت 

 د. گردمزایای بالقوه سلامتی محسوب 
 

 تشکر و قدردانی

معاونت از  وسیله  فناوری  پژوهشی    محترم  بدین  و 

که با تامین اعتبار لازم امکان انجام این   دانشگاه سمنان

 می شود. تشکر و قدردانی تحقیق را فراهم نمودند 
 

 

 

 

 
1 In vitro 2 In vivo 
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Introduction: Over the past few decades, there has been a surge in interest in the isolation of novel 

Lactobacillus probiotic strains that exert beneficial effects in the host gastrointestinal tract (GI). 

probiotics are ‘‘living micro-organisms, which upon ingestion in certain numbers, exert health 

benefits beyond inherent basic nutrition’’. Most probiotic microorganisms are lactic acid bacteria 

(LAB), among them lactobacilli represent one of the major microbial groups. They have been 

introduced in a wide range of food products, including yogurts, cheese and other dairy products as 

well as non-dairy products, such as fruit juices and fermented sausages.  (Bao  et al., 2010). In order 

for a probiotic strain to exert its beneficial effect on the host, it has to be able to survive passage 

through the host’s digestive tract. So far, research has mainly focused on strains’sensitivity towards 

low pH, proteolytic enzymes and bile salts. It is considered that the ability of Lactobacillus strains to 

adhere to the mucosal surfaces of the intestine before they can exert their beneficial effects has long 

been one of the most commonly encountered criteria for the selection of probiotic strains (Gao et al., 

2013). Auto aggregation ability and surface hydrophobicity of bacteria are two independent traits, 

and their determination has been proposed as an indirect method for evaluating the adhesion ability 

of bacteria. Also, the ability to co aggregate with other bacteria such as pathogens may form a barrier 

that prevents colonization by pathogenic microorganisms (Collado et al., 2007). The objective of this 

study was to evaluate the in vitro probiotic potential of the Lactobacillus strain isolated from Semnan 

traditional cheese (Khiki), and could therefore be potentially used as novel probiotic strain in the food 

industry. 

Material and methods: In this study, the probiotic potential of Lactobacillus paracasei OK561873 

isolated from Semnan traditional cheese in previous study by the Department of Food Hygiene, 

Faculty of Veterinary Medicine, Semnan University was investigated. The isolated bacterium was 

sequenced based on the 16s rRNA genome and was confirmed as Lactobacillus paracasei confirmed 

in the BLAST database and registered as a new strain in the NCBI gene bank with code 

OK561873.Then, to evaluate the resistance of  the Lactobacillus isolates to pH ,10 μl of the 24-hour 

culture of isolate (108 CFU / ml) was mixed with 240 μl of MRS broth at pH adjustments (1.5 and 
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2.5) in a microwell plate and incubated for 37 h at 37 ° C. Serial dilutions were prepared at 0 and 3 

hours and cultured by surface plate in MRS agar medium and incubated for 24 to 48 hours in aerobic 

conditions at 37 ° C. Finally, the survival percentage of the strain was calculated by bacterial counting. 

The ability of the strain to grow under acidic conditions in MRS broth at three different pHs 2.5, 3.5 

and 4.5 (based on screening experiments) was evaluated, and the growth curve according to the OD 

values obtained at 630 nm was drawn by ELISA reader (Biotech, USA) during 24 hours. MRS broth 

containing 0.3, 0.5 and 1% oxgall was used to determine resistance and growth in the presence of 

bile. The growth curve was drawn using OD630 nm reading in 24 hours by ELISA reader (Biotech, 

USA). The 24-hour cultured bacterial pellet (108 CFU / ml) was separated by centrifugation (g6000) 

and washed twice with PBS buffer; then they were suspended in PBS solutions with a pH of 2 and 

containing pepsin (3 mg/ml) and NaCl (0.5%). After incubation at 37 ° C, live colonies were counted 

by culture in MRS agar at 0, 60, 90 and 180 minutes. After 3 hours, 1 ml of the previous stage culture 

was added to 9 ml of intestinal juice containing 1 mg/ml of pancreatic and bile of 0.3% at pH eight, 

and live bacteria were counted at 0, 2 and 4 hours. To evaluate the antibacterial activity of the isolate, 

two bacteria, Staphylococcus aureus ATCC 29213 (as an indicator of gram-positive bacteria) and 

Escherichia coli ATCC 35218 (as an indicator of gram-negative bacteria) were used. The experiment 

was performed by two methods of spot agar and well diffusion. The hydrophobicity test, is evaluated 

by measuring the microbial adhesion to hydrocarbons. Auto-aggregation property of probiotic strain 

can affect the binding capacity of bacterial cells to intestinal epithelial cells, and co-aggregation with 

pathogens can prevent the colonization of pathogens in the intestine. In brief, four milliliters of the 

24-hour culture containing 108 CFU / ml of bacteria were vortexed and homogenized for 10 seconds 

and then incubated for 5 hours at room temperature. At one-hour intervals, one-tenth of a ml 

suspension was removed and placed in a new tube containing 3.9 ml of PBS was transferred. Then 

the absorption of 600 nm was measured using a spectrophotometer.  

Results and discussion: the viability was evaluated at pH 1.5 and 2.5 on isolated Lactobacillus. No 

growth was observed at pH 1.5. While at pH 2.5, the number of viable cells was reported to be 6.23 

log cfu / ml and showed a good survival rate (75.5%). According to the growth results of Lactobacillus 

isolate at different pH (2.5, 3.5, 4.5) showed that the growth rate, after the control group, at pH = 4.5 

was higher than other groups (P <0.05) But there was no significant difference in other pHs. 

Lactobacillus paracasei showed good resistance and growth at different concentrations of bile. 

Growth retardation time of few than 30 minutes was observed, indicating that the isolates were 

resistant to different concentrations of bile. No significant differences were observed between 

treatment groups. The results of isolate resistance in the simulated conditions of gastric and intestinal 

juice showed that at pH 2 and after three hours, the strain survived and only a reduction equivalent to 

one and a half logarithms was observed. no decrease happened in the intestinal environment, even an 

increasing growth of strain was observed. The results of the antagonistic effect of Lactobacillus 

isolate with Staphylococcus aureus and Escherichia coli by spot and well diffusion methods showed 

that the growth inhibitory effect against the studied pathogens was related to Lactobacillus paracasei 

with a growth inhibition zone diameter of 2.94±1.39 mm against Staphylococcus aureus and 

2.59±1.37 mm against Escherichia coli. There was also no significant difference in the antagonistic 

effect of lactobacilli isolate against gram-positive and gram-negative bacteria. According to the 

results, Lactobacillus paracasei isolate showed a high percentage of auto aggregation characteristics 

and the average percentage during five hours of incubation at 37 ° C was 92.45%. Co-aggregation of 

Lactobacillus strain with pathogens (Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium) was also 

investigated. The results are expressed as a percentage reduction after four hours in the adsorption of 

the mixed suspension compared to the individual suspension and according to the results, the tested 

strain showed a significant coaggregation with Salmonella typhimurium. Also, the results of 

hydrophobicity of Lactobacillus paracasei isolate show that this strain can have good hydrophobicity 

(57. 82%). 
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Conclusion: The strain isolated from traditional Semnan cheese showed desirable probiotic 

properties in vitro. Therefore, it is suggested that this isolate, as a new probiotic strain in the food 

industry, could be a good candidate for further in vitro complementary tests and in vivo research to 

demonstrate potential health benefits. 
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