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اي جدا رویی لاکتوباسیلوس کازهاثرات ضد میکروبی جسم سلولی و مایع

O157:H7اشریشیاکلی  شده از ماست بر ضد
  

مریم چاووشی فروشانی
1

دکتر عباسعلی ایمانی فولادي، 
2 

را سعادتمنددکتر سا ،
3  

  

1
  تهران، ایران دانشگاه آزاد اسلامی، ، کارشناس ارشد گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات تهران 

2
    ، تهران، ایران)عج(علوم پزشکی بقیه االله  کاربردي، دانشگاه یولوژيمرکز تحقیقات میکروباستادیار : نویسنده مسئول 

 Email: Imanifouladi.a@gmail.com
3
  ، ایراندانشگاه آزاد اسلامی، تهرانواحد علوم و تحقیقات تهران، استادیار گروه زیست شناسی،  

  18/4/90 :پذیرش      25/11/89: دریافت

  

مقدمه

هاي گرم مثبت، بدون اسپور، ها باکتريوسلاکتوباسیل

ها اغلب سلول. هستندبلند، کوتاه، کشیده و یا خمیده 

        اي داشته و به ندرت متحركآرایش زنجیره

فراوانی در شیر، ها به این باکتري. باشندمی

. هاي لبنی، گوشت، سبزیجات وجود دارندوردهفرآ

  چکیده 

باشد، لذا توجه به در کشورهاي در حال توسعه، یکی از عوامل مهم اسهال میO157:H7اشریشیاکلی باکتري  :فزمینه و هد

هاي دارویی، از بین رفتن فلور طبیعی روده و القا تولید وروتوکسین توسط به علت بروز مقاومت. درمان آن ضروري است

 ايلاکتوباسیلوس کازه در این تحقیق. هاي نوین درمانی استز به روشها،  نیااین باکتري در اثر مصرف برخی از آنتی بیوتیک

  .از ماست جداسازي شد و اثر جسم سلولی و مایع رویی حاصل از کشت آن بر روي باکتري پاتوژن فوق بررسی شد

. شدگراد کشت داده درجه سانتی 37هوازي در در شرایط بی MRSهاي مختلفی از ماست در محیط نمونه :کارروش 

اثرات ضد میکروبی جسم سلولی و مایع رویی حاصل . روش میکروبیولوژیک و مولکولی شناسایی شده اي بلاکتوباسیلوس کازه

 MIC; Minimum Inhibitory( از کشت این لاکتوباسیلوس با استفاده از روش انتشار از چاهک و حداقل غلظت بازدارندگی

Concentration ( اشریشیاکلیبرضدO157:H7هاي رشد استاندارد براي باکتري پاتوژن و لاکتوباسیلوس منحنی. تعیین گردید

MBC; Minimum Bactericidal( به دو روش کدورت سنجی و شمارش کلنی رسم شد، حداقل غلظت کشنده  ايکازه

Concentration (و پایداري مایع رویی اي نیز تعیین گردید مهارکننده رشد مایع رویی حاصل از کشت لاکتوباسیلوس کازه و

  . بررسی شد pH حاصل از کشت در مقابل حرارت و

هاي فنوتیپی و ژنوتیپی  اي جداسازي و با روشنمونه ماست لاکتوباسیلوس کازه 2هاي مورد مطالعه از در بین ماست :هایافته

هاي مایع رویی حاصل از کشت سویه. اثبات گردید O157:H7اشریشیاکلیها بر علیه اثر ضد میکروبی این سویه. گردید تایید

 pHدقیقه پایدارند، و نیز در مقابل  60و  30گراد، به مدت درجه سانتی 100و   80و  70، 56هاي مورد مطالعه، در حرارت

ها با استفاده از روش رقت حداقل غلظت کشنده و مهار کننده رشد مایع رویی لاکتوباسیلوس. پایدار بودند 10و  7،  3هاي 

  . بود 8/1و  16/1ر لوله  به ترتیب رقت د

. توان از مایع رویی به عنوان نگهدارنده بیولوژیکی در صنایع غذایی استفاده کردبا توجه به نتایج بدست آمده، می :گیرينتیجه

 O157:H7اشریشیاکلیهاي ناشی از تواند در درمان بیمارياي، میهمچنین به علت اثر ضد باکتریایی لاکتوباسیلوس کازه

  .مورد استفاده قرار گیرد

O157:H7اشریشیاکلی؛ فعالیت ضد میکروبی؛ ماست؛ ايلاکتوباسیلوس کازه :کلمات کلیدي
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ها در نگهداري غذاهاي وساثر حفاظتی لاکتوباسیل

اسیدي است تخمیري، به طور عمده به دلیل شرایط 

. آیدها در غذا بوجود میباکتريکه در زمان رشد 

اسید استیک (ها به اسیدهاي آلی تبدیل کربوهیدرات

، باعث افزایش pHبه همراه کاهش ) و اسید لاکتیک

هاي غذایی خوب فرآوردهنیمه عمر و کیفیت 

ها قادر به تولید مواد این باکتري. شودتخمیري می

دیگري مانند باکتریوسین، پراکسید هیدروژن، دي 

تیل، استالدهید، آمونیاك، اسیدهاي چرب آزاد اس

ها مهستند که بر روي رشد بسیاري از میکروارگانیس

  . ]1[ اثر بازدارندگی دارند

برخی از موجب بازدارندگی رشد برخی از این مواد 

و  منتقله از غذا هاي پاتوژنمیکروارگانیسم

 ي غذا مانند لیستریاهاي فاسد کنندهمیکروارگانیسم

  برخی از ، ]3[ کلستریدیوم و انتروکوك، ]2[

. شوندمی ]4[ها استافیلوکوكو ها باسیلوس

ها در صنعت براي اصلاح بو، طعم و وسلاکتوباسیل

روند و با توجه بافت محصولات تخمیري به کار می

هاي به اثر ممانعت از رشدي که بر روي باکتري

ا یا همختلف دارند، سعی بر آن است تا از این باکتري

هاي خالص شده آنها به عنوان نگهدارنده باکتروسین

  . ]5[ در غذا استفاده شود کبیولوژی

ها براي بقا اکوسیستم میکروبی وسحضور لاکتوباسیل

روده مهم است زیرا علاوه بر بقا و تشکیل کلنی در 

ند مها به اسید و صفرا مقاومعده و روده، این باکتري

  . ]6[ باشندطح روده میو داراي توانایی اتصال به س

ها داراي خاصیت پروبیوتیک برخی از این باکتري

که مصرف آنها  اندهاییهستند یعنی میکروارگانیسم

  . ]7[ شودموجب حفظ سلامت انسان می

ها پیشگیري و درمان از اثرات مفید این باکتري

در افرادي که مبتلا  .اي در انسان استاختلالات روده

لاکتاز هستند، هضم لاکتوز را بهبود  )کمبود(به نقص 

هایی از همچنین در حیوانات، گزارش. بخشندمی

ها در پایین آوردن کلسترول، اثرات مفید این باکتري

هاي ضد تحریک سیستم ایمنی و توسعه فعالیت

  . ]8[ سرطان گزارش شده است

ه بر مغذي بودن و لذیذ بودن، بنابراین علاو

ها، به وگیري از رشد پاتوژنبا جل هاي لبنیفرآورده

  . ]5[ کنندسلامت انسان کمک می

 از ماست ايکازه وسلاکتوباسیلدر این تحقیق 

شناسایی  فنوتیپی و ژنوتیپی بروش جداسازي و

جسم سلولی و مایعاثرات ضدمیکروبی  و گردید

 O157:H7 اشریشیاکلی رويآن برویی حاصل از 

  .بررسی شد

  

  روش کار

         لاکتوباسیلوس فنوتیپی یجداسازي و شناسای

  از ماست ايکازه

مختلف  هايمربوط به شرکت نمونه ماستهفت 

 MRSخریداري شد و پس از تهیه رقت، در محیط 

جار و  هوازيجامد کشت داده شد و در شرایط بی

 .شد گذاريانکوبهگراد سانتی درجه 37گاز پک در 

گرم و آمیزي به روش ها، رنگبعد از پیدایش کلنی

هاي تخمیري قند تست و هاي بیوشیمیاییانجام تست

ها تا سطح گونه وسجهت شناسایی بیشتر لاکتوباسیل

قندهاي مورد آزمایش شامل مانیتول، . استفاده شد

سلوبیوز، مالتوز، مله زیتوز، سوربیتول، سالیسین و 

از % 1براي انجام آزمایش قندها، مقدار . اسکولین بود

محیط تخمیر قندي تهیه شده،  قند مورد نظر به

  . ]9[ گردید اضافه

روش ه ب ايلاکتوباسیلوس کازه مولکولیشناسایی 

PCR  

   DNAاستخراج 

سی محیط لوریا براث سی 2سویه مورد نظر ابتدا در 

کشت داده شدند و پس از یک شب انکوباسیون در 

سانتریفوژ و از رسوب حاصل  گرادسانتیدرجه 37

  DNAاستخراج. گرفتصورت  DNAاستخراج 

 DNA استخراجبر اساس دستوراالعمل کیت ژنومی 

(Metabion, Germany) از محصولات . انجام شد
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  1390پاییز  سوم، شماره ،یازدهمدوره                                                                           م پزشکی اردبیل     مجله دانشگاه علو 210

% 8/0) سیگما(بر روي ژل آگارز  µL 5استخراج، 

با اتیدیوم  bp 100الکتروفورز شد و در کنار مارکر 

مشاهده  DNAرنگ آمیزي شد و باند بروماید 

اسپکتروفتومتري  با دستگاه DNAغلظت  .گردید

Nanodrap, 1000, USA , TERMO(نانودراپ 

SCIENTIFIC  (گیري شداندازه. 

  آنبهینه سازي مراحل  و PCRآزمایش 

 اي ازسویه لاکتوباسیلوس کازهبراي شناسایی 

– 16s ژن پرایمرهاي 23s spacer )پرایمر L Casei-

F ،´3CAGACTGAAAGTCTGACGG´5  و       

 L Casei-R ،´3GCGATGCGAATTTCTپرایمر 

TTTTC´5( ط این پرایمرها توس ، ]10[ استفاده شد

   ).1جدول ( شرکت سیناژن ساخته شد

 2میکرولیتر حاوي  25در حجم نهایی  PCRواکنش 

 MgCl2میکرولیتر  PCR-10X،2میکرولیتر بافر 

)mM 5/2( ،1  میکرولیتر از هر پرایمر)pmol 10( ،2 

میکرولیتر آنزیم  dNTPs )mM 5/2( ،5/0میکرولیتر 

Taq  پلیمراز)U5 ( میکرولیتر  2وDNA  الگو در

 با شرایط دمايسیکل  35در دستگاه ترموسایکلر 

 2درجه سانتی گراد به مدت  92دناتوراسیون اولیه 

درجه سانتی گراد بمدت  95دقیقه و واسرشت شدن 

 30درجه سانتی گراد به مدت  55ثانیه، اتصال  30

ثانیه،  30درجه سانتی گراد  72ن ثانیه، طویل شد

دقیقه  1درجه سانتیگراد  72طویل شدن نهایی 

  .صورت گرفت

 ATCC4684 استاندارد ايلاکتوباسیلوس کازهاز 

هاي تهیه شده از بانک میکروبی سازمان پژوهش(

کنترل مثبت سویه به عنوان  )علمی صنعتی ایران

 bpدر کنار مارکرهاسپس نمونه.استفاده گردید

آگاروز الکتروفورز شده و  % 5/1بر روي ژل 100

ازاستفادهباژلآمیزيباندهاي مربوطه بعد از رنگ

 اتیدیوم بروماید زیر نور ماوراي بنفش مشاهده شد

  . ]10[) 1شکل( 

 و باکتري وسرشد لاکتوباسیل استاندارد رسم منحنی

به  ساعت 24در مدت  O157:H7 اشریشیاکلی

باکتري پاتوژن در مجاورت با رشد  منظور مقایسه

اي در ابتدا ضروري است که لاکتوباسیلوس کازه

در شرایط استاندارد ها منحنی رشد این باکتري

          دو روش از  بدست آید، که در این مطالعه

نانومتر و شمارش  650سنجی در طول موج کدورت

  . ]11،9[ استفاده گردیدکلنی 

کدورت سنجی

  O157:H7اشریشیاکلی و باکتري وسبراي لاکتوباسیل

TSB1 سی سی محیط 5دو لوله انتخاب و در هر لوله 
 

 وسسپس از محیط کشت حاوي لاکتوباسیل. ریخته شد

با غلظت O157:H7اشریشیاکلیاي و باکتري کازه

10
8

، یک لوپ کامل به هر )یک مک فارلند( باکتري 3

         در بوجود آمدهلوله تلقیح کرده و کدورت 

  . ]11،9[ قرائت گردید 24و  12،  4، صفر هايساعت

  شمارش کلنی

اشریشیاکلیاي وهاي کازهوسبراي باکتري لاکتوباسیل

O157:H7  4  و  12،  4،  0(زمان مختلف  4لوله براي

سی سی محیط  5انتخاب و در هر لوله، ) ساعت 24

TSB  و یک لوپ کامل از محیط کشت   

با غلظت   O157:H7یاکلیاشریشها و وسلاکتوباسیل

10
8

سپس بر . تلقیح شد لیترلیباکتري در هر می 3

و  12،  4،  0(روي هر لوله، ساعت معینی پس از تلقیح 

را یادداشت کرده و در آن ساعت از ) ساعت 24

هاي متوالیمحتویات آن لوله رقت
1 - 

تا  10
6 - 

تهیه  10

       ها یک سپس از هر کدام از این رقت. گردید

لیتر به پلیت استریل حاوي محیط مولر هینتون میلی

گراد درجه سانتی 45تا  40آگار ذوب شده با دماي 

ها بعد از سفت شدن محیط کشت، پلیت. اضافه شد

 37ساعت در شرایط بی هوازي در  24به مدت 

تا  10هاي حاوي پلیت. گراد انکوبه شددرجه سانتی

نتایج ( شدکلنی انتخاب کرده و شمارش کلنی  300

). بار تکرار آزمایش آنالیزشد 3حاصل از 

هاوستهیه مایع رویی حاصل از کشت لاکتوباسیل

                                                            
1 Tripticase Soy Broth
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 محیط کشت مایع یافته درهاي رشدوسلاکتوباسیل

MRS  با سرعترا rpm5000 دقیقه  10به مدت

  .سانتریفیوژ و سپس مایع رویی جدا شد

بررسی اثر مهارکنندگی مایع رویی حاصل از کشت 

اشریشیاکلیاي  بر روي رشد توباسیل کازهلاک

O157:H7  ی ژنوتیپی و فنوتیپی پس از شناسای

، اثر ضد میکروبی مایع رویی ايکازه وباسیلوسلاکت

- ها، با استفاده از روشحاصل از کشت این لاکتوباسیل

)WDA( روش انتشار از چاهک هاي
1

و کدورت 

 در برابر) نانومتر 650در طول موج (سنجی 

مورد بررسی قرار گرفت و  O157:H7یشیاکلیاشر

MIC و MBC  آن تعیین گردید.  

کدورت سنجی

از مایع رویی حاصل از کشت هر یک از  یک میلی لیتر 

ها به طور جداگانه در داخل لوله با وسلاکتوباسیل

مک فارلند  1استانداردمایع تلقیح معادل سی سی 5/0

 650 سویه ي پاتوژن مجاور شد و در طول موج

ساعت پس  24و  12، 4، 0نانومتر در فواصل زمانی 

ها قرائت و نتایج آن به صورت کدورت از مجاورت، 

نتایج میانگینی از سه بار تکرار (نمودار ارائه شد 

  . ]11[  )باشدآزمایش می

  WDA انتشار از چاهک روش

در پلیت  حاوي محیط کشت چاهک ایجاد شد و سپس  

        رویی هر یک از  کرولیتر از مایعیم 100

 40ها در داخل چاهک ریخته و وسلاکتوباسیل

اشریشیاکلیکرولیتر سوسپانسیون یک مک فارلندیم

O157:H7 درجه  37سپس پلیت در  ،روي پلیت پخش

ساعت انکوبه شد و در نهایت قطر هاله  24بمدت 

عدم رشد در اطراف هر چاهک بر حسب میلیمتر 

انگینی از سه بار تکرار نتایج می( گیري شداندازه

  . ]13،12[) باشدآزمایش می

مایع رویی حاصل از کشت  MBCو  MIC  تعیین 

کازه اي  وسلاکتوباسیل

                                                            
1 Well Diffusion Agar

از مایع رویی در محیط  64/1تا  2/1هاي نزولی رقت

لیتر مولر هینتون براث تهیه شد سپس یک میلی

 O157:H7اشریشیاکلیسوسپانسیون یک مک فارلند 

 24درجه بمدت  37ها در افه و لولهبه هر لوله اض

 100. تعیین گردید MICساعت انکوبه شد و میزان 

 MICرولیتر از چند لوله بدون کدورت قبل از یکم

روي محیط مولر هینتون آگار کشت و پلیت ها انکوبه 

بررسی  MBCها شمارش و از نظر سپس کلنی. شد

  . ]14[ شد

  اثر ضد میکروبی جسم سلولی لاکتوباسیلوس

  اي کازه

10یک لوپ کامل از غلظت 
8

از باکتري  3

را  O157:H7اشریشیاکلیاي  و کازه وسلاکتوباسیل

همزمان در  مجزا و به طور TSBلوله محیط  4در 

سپس بر روي هر . شدندت داده داخل لوله مجاور

 24و  12،  4،  0(لوله، ساعت معینی پس از تلقیح 

 هاتویات لولهیادداشت و در آن زمان از مح) ساعت

 24، کشت داده شد و پس از جامد بر روي محیط

        ، گراددرجه سانتی 37گذاري در انکوبه ساعت

اشریشیاکلیها و وسهاي رشد یافته لاکتوباسیلکلنی

O157:H7  به طور جداگانه شمارش شد و نتایج

  . ]15[ مقایسه شد آنهاهاي رشد حاصله با منحنی

میایی مایع رویی حاصل از بررسی خواص فیزیکوشی

  کازه اي   وسکشت لاکتوباسیل

مایع رویی حاصل از کشت : حرارت) الف

دقیقه در دماهاي  10اي بمدت کازه وسلاکتوباسیل

دقیقه در دماي  60و  30، 10و همچنین  80و  70، 56

گراد قرار داده شد و در نهایت درجه سانتی 100

سی برر WDAفعالیت ضد میکروبی آن به روش 

.شد

اسیدیته مایع رویی حاصل از کشت  : pH) ب

و سود یک  اي با اسید کلریدریککازه وسلاکتوباسیل

رسانده شد و فعالیت ضد  10و  7، 3نرمال به 

   .بررسی شد WDAمیکروبی آن به روش 
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 SPSSيتمامی این اطلاعات توسط نرم افزار آمار

  .هاي کاي دو، فیشر آنالیز شدآزمونو 17نسخه 

  

  افته های

جدا سازي و شناسایی فنوتیپی و ژنوتیپی 

  لاکتوباسیلوس کازه اي از ماست

 2نمونه ماست مورد بررسی،  7در این مطالعه از 

جنس و . بدست آمداي کازه وسلاکتوباسیل نمونه 

بر اساس شکل ظاهري کلنی، شکل  گونه این باکتري

هاي بیوشیمیایی، تخمیر قندها و میکروسکوپی، تست

   .)1شکل (تایید شد  PCRمولکولی روش 

            گراد، در شرایط درجه سانتی 37کلنی این باکتري در 

میلیمتر  1 - 2روز، به قطر  3 - 7هوازي و پس از بی

. مشاهده شد MRSبه رنگ سفید تا کرم در محیط 

باسیل گرم مثبت، بدون اسپور، بلند،  باکتري، این

   .لت خمیده داشتندبرخی کوتاه بوده و تعدادي هم حا

رسم منحنی استاندارد رشد لاکتوباسیلوس و باکتري

در شرایط  ساعت 24در مدت O157:H7اشریشیاکلی

استاندارد منحنی رشد هر دو باکتري بدو روش 

  ).1نمودار (  بیانگر رشد مناسب آنهاست

  

  
لاکتوباسیلوس  2 ستون ،DNAجفت بازي  100مارکر  - 1ستون . 1شکل 

نمونه  4-3ستون شاهد مثبت،  ATCC4684استاندارد ايکازه

نمونه  5، ستون )bp 305(اي جدا شده از ماست لاکتوباسیل کازه

  شاهد منفی 7-6ستون کنترل منفی O157:H7اشریشیاکلی   باکتري

  

  :اياثر ضد میکروبی مایع رویی لاکتوباسیلوس کازه

مایع رویی حاصل از  مجاورت :کدورت سنجی )الف

اشریشیاکلی با ايوس کازهکتوباسیللا کشت

O157:H7  دار منجر به کاهش رشد معنی)p<0.05 (

   ).2نمودار( شد  پاتوژن باکتري

  )ب            )الف

  

سنجی کدورت) ب(شمارش کلنی و )  الف( به روش) (و لاکتوباسیلوس کاز ه اي ) E.coli O157:H7  )منحنی رشد . 1نمودار 
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در و ) منحنی شاهد( )E.coli O157:H7 )منحنی رشد . 2 نمودار

بروش جذب  )( با مایع رویی کشت لاکتوباسیلوس کازه اي مجاور

  )نانومتر 650 طول موج( (Optical Density )نوري

  ) (WDAروش انتشار از چاهک

بر علیه اي مایع رویی کشت لاکتوباسیلوس کازه

، فعالیت ضد میکروبی نشان O157:H7اشریشیاکلی

  .بود مترمیلی 17آن  هاله عدم رشد مربوط به و داد

مایع رویی حاصل از کشت  MBCو  MIC  تعیین 

  لاکتوباسیل کازه اي 

ویی حاصل از کشت مایع ر MBCو  MICنتایج

 O157:H7 اشریشیاکلی اي بر ضدلاکتوباسیل کازه

مایع رویی به    MBCو MICنشان داد که میزان 

   . باشدمی 8/1و   16/1ترتیب  رقت 

       اثر ضد میکروبی جسم سلولی لاکتوباسیلوس 

   ايکازه

 اشریشیاکلی کشت همزمان باکتري پاتوژن

O157:H7 اي در وس کازهدر مجاورت لاکتوباسیل

منحنی هاي رشد (مقایسه با نمودار کنترل مثبت 

) O157:H7 اشریشیاکلیو باکتري  وسلاکتوباسیل

اشریشیاکلی دهد که رشد باکتري پاتوژننشان می

O157:H7اي از کازه وسلاکتوباسیل با در مجاورت

از ). >05/0p( داري برخوردار استکاهش معنی

ها در این مدت، سوطرف دیگر، تعداد لاکتوباسیل

  .) 3نمودار( داشتثابت و یا کاهش نامحسوسی 

نتایج حاصل از بررسی خواص فیزیکوشیمیایی مایع 

  کازه اي وسرویی حاصل از کشت لاکتوباسیل

اي، در کازه وسمایع رویی حاصل از کشت لاکتوباسیل

گراد و دماي درجه سانتی  80و  70، 56هاي حرارت

از طرفی در . ایدار بوددقیقه پ 10، به مدت جوش

نیز اثر ضد باکتریایی خود  10و  7،  3هاي  pHمقابل 

لازم به ذکر است که در حالت طبیعی ( را حفظ کرد

 ايلاکتوباسیلوس کازه مایع رویی حاصل از کشت

.)بوده است 5/5اسیدي برابر  pHداراي 

  ب            الف

  
  

 O157:H7منحنی رشد لاکتوباسیلوس کازه اي و) ب  )(  E.coli O157:H7وي ر بر  اثر مهار کنندگی رشد لاکتوباسیلوس کازه اي) الف. 3 نمودار

E Coli  هر کدام به تنهایی )(
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  بحث

هاي اسید لاکتیک که به عنوان استارتر براي باکتري

شوند، عامل هاي لبنیاتی استفاده میوردهآتولید فر

این . اصلی تخمیر و محافظت کننده غذا نیز هستند

ها همچنین در ایجاد بو، طعم و بافت فراورده باکتري

  . ]16[ هاي تخمیري نقش بسزایی دارند

کسلا
1

براي جداسازي  ]17[و همکارانش  

 MRSها ابتدا مواد غذایی را در محیط وسلاکتوباسیل

وارد نموده و پس از چند ساعت در محیط مایع 

MRS  سازي این روش غنی. دادندجامد کشت

ها از وسمعمولا براي بدست آوردن لاکتوباسیل

اما در . سبزیجات و غذاهاي دریایی مفید است

سازي، بررسی حاضر، بدون استفاده از روش غنی

علت . رشد کردند MRSها در محیط وسلاکتوباسیل

ها به عنوان د فراوان این باکتريآن احتمالا تعدا

  .هاي لبنیاتی بوده استوردهآآغازگر در فر

اوتا
2

گزارش کردند  1999و همکارانش در سال  

 وسشود تا لاکتوباسیلمصرف ماست باعث می

بیشتري در روده کلنیزه شده و شرایطی مهیا شود 

 اشریشیاکلیکه از کلنیزاسیون انتروهموراژیک 

وبات. ]18[ جلوگیري شود
3

، مایع رویی همکارانو  

هاي هاي مختلفی را با باکتريوسکشت لاکتوباسیل

پاتوژن از جمله لیستریا مونوسیتوژنز، سالمونلا، شیگلا 

     و استافیلوکوکوس اورئوس مجاور کرده و 

هاي حاصل را در فواصل زمانی مختلف کدورت

بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که میزان 

      کاهش  407به  566قرائت شده از هاي کدورت

  . ]19-21[ یابدمی

  وسدر تحقیق حاضر مایع رویی کشت لاکتوباسیل

 انتروهموراژیکاشریشیاکلیاي با سویه پاتوژن کازه

هاي قرائت مجاورت داده شد که سیر نزولی کدورت

شده، بیانگر این نکته است که مایع رویی، از رشد 

                                                            
1 Casla
2 Ota
3 Toba

ضمن اینکه . رده استباکتري پاتوژن جلوگیري ک

سنجی، اثر جسم سلولی لاکتو روش کدورتعلاوه بر 

باسیلوس بر باکتري پاتوژن نیز مورد بررسی قرار 

.گرفت که نتایج مشابهی را نشان داد

هیرانو
4

و همکارانش بر روي اثر ضد میکروبی مایع  

هاي سیک، پلانتاروم و  وسرویی کشت لاکتوباسیل

ایجاد حفره مطالعه کورواتوس در پلیت به روش 

کرده و متوجه شدند که این مواد با ایجاد هاله عدم 

هاي پاتوژن نظیر رشد، بر طیف وسیعی از باکتري

لیستریا مونوسیتوژنز، استافیلوکوکوس اورئوس و 

  . ]22[ یرسینیا انتروکولیتیکا اثر مهارکنندگی دارند

، بر WDAها، به روش ، لاکتوباسیلحاضر تحقیق در

، فعالیت ضد انتروهموراژیکریشیاکلیاشعلیه 

میکروبی نشان دادند که هاله عدم رشد مربوط به 

 بر ضد باکترياي مایع رویی لاکتوباسیلوس کازه

. قابل توجه بود O157:H7 اشریشیاکلی

ماتسوساکی روش دیگري از طرف
5

و همکارانش  

ها وسبراي بررسی اثر بازدارندگی رشد لاکتوباسیل

هاي بیماریزا به کار رفت و آن بر روي باکتري

ها در فواصل زمانی مختلف شمارش کلنی باکتري

  . ]11[ پس از مجاورت با یکدیگر بود

در تحقیق حاضر، باکتري پاتوژن در مجاورت 

ها، به طور همزمان کشت داده شد و وسلاکتوباسیل

مشخص شد که رشد باکتري پاتوژن در مجاورت 

 برخوردار وسیاز کاهش محس ها،وسلاکتوباسیل

. است

آلپاي
6

و همکارانش دریافتند که فعالیت ضد میکروبی  

در هاي واژن، وسمایع رویی کشت لاکتوباسیل

 9اسیدیته باشد، اما در پایدار می 5/4- 7بین اسیدیته 

در . ]12[رود فعالیت ضدمیکروبی آنها از بین می

نیز اثرات ضد  10 در اسیدیته حالیکه در مطالعه ما تا

  .روبی کاملا مشهود بودمیک

                                                            
4 Hirano
5 Matsusaki
6 Alphy
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و همکارانش گزارش کردند که مایع رویی  وناگانبا

کشت لاکتوباسیلوس پلانتاروم و لاکتوباسیلوس 

      درجه -20برویس بعد از نگهداري در دماي 

روز، فعالیت خود را کاملا  60گراد به مدت سانتی

گراد به درجه سانتی 4کنند اما در دماي حفظ می

این در حالی . پایداري نسبی دارندروز،  120مدت 

درجه   37است که این مایع پس از نگهداري در دماي 

روز هیچ فعالیتی از خود  80تا  10گراد به مدت سانتی

  . ]23[ دهندنشان نمی

در تحقیق حاضر پایداري اثر ضد میکروبی مایع رویی 

اي، در برابر کازه وسحاصل از کشت لاکتوباسیل

مورد مطالعه قرار گرفت و هاي مختلف حرارت

 80،  70،  56هاي مشخص شد که در برابر حرارت

دقیقه   10گراد و دماي جوش به مدت درجه سانتی

تفاوت مطالعه حاضر با تحقیق فوق در دو . پایدار بود

باشد، اولا در مطالعه ما از لاکتوباسیلوس نکته می

دماي درجه تا  37اي استفاده شد و ثانیا دما بالاي کازه

و و همکاران نوش بررسی شد که در مطالعه اگانباج

همچنین در این تحقیق مایع رویی  .بررسی نگردید

 10و  7،  3هاي pHها، به وسکشت این لاکتوباسیل

مقاوم بود، که در مطالعه سایرین مشاهده نشده 

  .است

  

  نتیجه گیري

       با توجه به نتایج بدست آمده از تحقیق حاضر 

نتیجه گرفت که لاکتو باسیلوس کازه اي یکی توان می

هایی است که محصول رویی حاصل از از باکتري

        تواند بر علیه کشت و جسم سلولی آن می

اي هاي رودههاي پاتوژن از جمله پاتوژنباکتري

استفاده شود و محصولات آن درشرایط سخت دمایی 

و اسیدیته فعال بوده و اثرات ضد باکتریایی اش پایدار 

  .ماندمی

  

  تشکر و قدردانی

ینوسیله از زنده یاد استاد محترم دکتر مرتضی دب

         دریغشان تشکر هاي بیستاري بدلیل همکاري

  .نماییممی
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Antimicrobial Effects of Bacterial Cell Debris and Supernatant of 
Lactobacillus casei Isolated from Yoghurt Against Enterohemorrhagic 

Escherichia coli O157:H7
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ABSTRACT

Background & Objectives: Escherishia coli O157:H7 is one of the most important diarrhea 
causing agents in developing countries. Using antibiotics cause adverse effects as promoting 
emergence of antibiotic resistance, fading the microflora of intestine and enhancement of 
verotoxin (VTEC) production by this bacterium. So, a modern treatment protocol is needed
for treatment of infections caused by this bacterium. In this study, Lactobacillus casei (L. 
casei) was isolated from yogurt and antibacterial effects of bacterial cell debris and its culture 
supernatant were tested against E.coli O157:H7.
Methods: Several different samples of yoghurt were cultured in MRS agar in anaerobic 
conditions at 37 ºC. L. casei was identified by common microbiological and molecular 
methods.  Antimicrobial effects of bacterial cell debris and its culture supernatant were tested 
against E. coli O157:H7 by using Agar Well Diffusion (AWD) and Broth macrodilution 
methods. In addition, standard growth curves of pathogenic bacterium and L. casei were 
obtained by turbidometery and colony count procedures. The MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration) and MBC (Minimum Bactericidal Concentration) of supernatant originated 
from culture of L. casei were determinded.  The stability of antimicrobial effects of the
supernatant in different conditions of pH and temperature were studied. 
Results: Lactobacillus casei was isolated from two different samples of yoghurts, and 
confirmed by phenotypic and genotypic methods. The results showed that antimicrobial 
effects of culture supernatant were stable at 56, 70, 80 and 100 ºC for 30 and 60 minutes. 
Furthermore, they were stable in pH of 3, 7 and 10. The MIC and MBC of supernatants were 
1:16 and 1:8 respectively.
Conclusion: According to the results of this study, culture supernatant of L. casei can be used 
as a biological preservative in food industries. Also due to antimicrobial effect of L. casei, it 
can be used in treatment of diseases associated with E. coli O157:H7. 
Key words: Lactobacillus casei; Escherishia coli O157:H7; Yoghurt; Antimicrobial effect
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