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  چکیده 
درمان با واسطه میکروبی امري در حال توسعه است، که در آن پروبیوتیک ها به خصوص باکتري هاي  :هدف زمینه و

در این مطالعه سعی شده تا خواص ضد میکروبی پروبیوتیک ها بر روي تعدادي از  .اسی دارندلاکتیک اسید نقش اس
  .پاتوژن هاي شایع دستگاه گوارش بررسی شود

 ATCC)لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوساستاندارد در این مطالعه دو سویه لاکتوباسیلوس، متعلق به گونه هاي  :روش بررسی

براي بررسی اثرات ضد میکروبی علیه سه سویه ي پاتوژن دستگاه  (ATCC 23272) لاکتوباسیلوس روتريو  (4356
 (ATCC 25922) اشریشیاکلیو  (BAA-708) سالمونلا انتریکا، (ATCC 9290) شیگلا سونئیگوارش، شامل 
     2در این روش . براي تشخیص فعالیت ضد میکروبی پروبیوتیک هابه کار رفت Agar Spotتست استفاده شد و 

ساعت  24لیتر از سویه ي پروبیوتیک مورد نظر بر روي کشت پور پلیت سویه ي پاتوژن قرار داده شده و پس از میکرو 
بار تکرار شده و میانگین قطر هاله ي عدم رشد،  3به منظور کاهش خطا هر آزمون . هاله ي عدم رشد اندازه گیري شد
  .توسط دو پروبیوتیک مقایسه گردید

در هر دو . بود لاکتوباسیلوس روتريو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسکننده ي اثرات ضد میکروبی نتایج توصیف  :یافته ها
و  سالمونلا انتریکاثبت شد و اثر مهاري آن ها علیه باکتري هاي  شیگلا سونئیسویه ي پروبیوتیک بیشترین اثر مهاري علیه 

  .به ترتیب در ردیف دوم و سوم بودند اشریشیاکلی
جهت پیشگیري  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسو  لاکتوباسیلوس روتريسی ها نشان می دهند که استفاده از برر :گیرينتیجه

   .و درمان عفونت هاي دستگاه گوارش به عنوان راه کاري مهم و عملی، منطقی و قابل قبول است
پروبیوتیک، پاتوژن هاي روده اي، درمان میکروبی :هاي کلیديواژه 
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و  لاکتوباسیلوس روتريبررسی فعالیت ضد میکروبی   

  مقدمه
استفاده از پروبیوتیک ها براي افزایش سلامت و بهبود دستگاه 

، ولی اختصاص )2و1(گوارش افراد پیشنهادي دیرینه است
دومین رتبه براي بیماري هاي حاد دستگاه گوارش در سراسر 

ن می دهد که این امر چندان مهم جلوه نکرده جهان نشا
در سال هاي اخیر مطالعات انجام گرفته، تأیید کننده ). 3(است

و این در ) 5و4(ي اثرات ضد پاتوژنی پروبیوتیک ها می باشد
حالی است که درمان با واسطه ي میکروبی در حال توسعه بوده 
 و باکتري هاي مفید در آن، به عنوان عوامل درمانی در

  .اختلالات ایمنی و بیماري هاي عفونی ایفاي نقش می کنند
مشخصه ي مهم باکتري هاي پروبیوتیک شامل توانایی این 
باکتري ها براي سرکوب ازدیاد ارگانیسم هاي بیماري زا و 

باکتري هاي لاکتیک اسید . قدرت بیماري زایی آن ها می باشد
)LAB(  از قبیلLactobacillus spp.  فاکتورهاي       

ضد میکروبی و باکتریوسین هاي متعددي تولید می کنند که 
             ، lantibiotics ،small heat-stable شامل

non-lanthonine  با پپتیدهاي فعال غشایی و پروتئین هاي
در واقع این کمپلکس باکتریوسینی . است heat-labileدرشت 

به علت   ).6(از یک یا چند بخش شیمیایی تشکیل شده است
تولید فاکتورهاي ضد میکروبی متعدد، پروبیوتیک ها به عنوان 
عوامل درمانی و پیش گیري کننده از بیماري هاي عفونی ایجاد 

تناسلی مطرح -وده اي و ادراريشده با پاتوژن هاي دهانی، ر
و  لاکتوباسیلوس روتريدر این میان ). 7(اندشده 

را به خود اختصاص جایگاه خاصی  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
، لاکتوباسیلوس روتريهر دو باکتري مذکور به ویژه . داده اند

در  لاکتوباسیلوس،بیشترین گستردگی را از میان گونه هاي 
حیوانات به خود اختصاص داده اند و این باکتري ها از معدود 
باکتري هاي لاکتوباسیلوس طبیعی موجود در روده ي انسان ها 

داراي نقاط قوت و تفکر انگیز خاصی بوده و از این نظر 
  ). 9و8(هستند

لاکتوباسیلوس در حال حاضر فعالیت وسیع ضد میکروبی 
به عنوان مهمترین عامل داراي پتانسیل درمانی براي روتري 

یکی از ترکیبات  ).10(جلوگیري یا درمان عفونت ها مطرح است
، لاکتوباسیلوس روتريضد میکروبی تولید شده به وسیله ي 

وترین می باشد که فاقد پپتید یا پروتئین مرکب بوده و در ر
در واقع روترین یک . طی تخمیر گلسیرول تولید می گردد

 hydroxypropionaldehyde(3-HPA)- βترکیب 
مشتق شده از گلسیرول است که تحت شرایط بی هوازي 

ساخته می شود و طیف عملکردي وسیعی علیه باکتري هاي 
، تا جایی که این گستره )11(ی داردگرم مثبت و گرم منف

  ).12(شامل قارچ ها، مخمرها و پروتوزوآ ها نیز می شود
از سوي دیگر خانواده ي انتروباکتریاسه  

(Entrobacteriaceae)  بزرگترین و نامتجانس ترین
مجموعه ي باسیل هاي گرم منفی با اهمیت فوق العاده در 

ستند که در همه پزشکی می باشند، و شامل ارگانیسم هایی ه
جا حاضر بوده و در تمام جهان در خاك، آب و سبزیجات یافت 
می شوند و به عنوان قسمتی از فلور روده اي نرمال در بیشتر 

  ).13(حیوانات و هم چنین انسان ها محسوب می شوند
این باکتري ها عامل بیماري هاي مختلفی در انسان بوده و  

       درصد  70از  درصد کل باکتریمی ها، بیش 35 -30
عفونت هاي مجاري ادراري و بسیاري از عفونت هاي روده اي را 

برخی از آن ها مانند گونه هایی از . به خود اختصاص داده اند
همیشه همراه با ایجاد بیماري بوده و برخی  شیگلا و سالمونلا

پروتئوس و  کلبسیلا پنومونیه، اشریشیاکلیدیگر مانند 
 اعضاي فلور طبیعی نرمال می باشند که  به عنوان میرابلیس

گروه سوم نیز . ایجاد نمایند می توانند عفونت هاي فرصت طلب
آن هایی هستند که به عنوان ارگانیسم هاي کومنسال بوده و 
     تنها هنگامی بیماري زا می شوند که ژن هاي فاکتور 
بیماري زایی روي پلاسمید ها، باکتریوفاژها یا جزایر 

مرتبط اشریشیاکلی به طور مثال . سیته را به دست آورندپاتوژنی
           باید توجه داشت همان طوري که. با گاستروانتریت

    آنتی بیوتیک هاي جدید به سرعت مطرح می شوند، 
ارگانیسم ها نیز می توانند مقاومت به آن ها را در خود توسعه 

ل انتقال کد این مقاومت می تواند روي پلاسمید هاي قاب. دهند
شود و بین گونه ها، جنس ها و حتی خانواده هاي باکتري ها 

  ).13(مبادله گردد 
بنابر آن چه که گفته شد، پرداختن به روابط عملکردي بین 
پروبیوتیک ها و باکتري هاي خانواده ي انتروباکتریاسه امري 

در این مطالعه، ما از دو باکتري . مهم و جالب به نظر می رسد
به عنوان  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسو  اسیلوس روتريلاکتوب

   الگوي پروبیوتیکی استفاده کرده و به آنالیز قدرت عملکرد 
ضد میکروبی آن ها علیه سه باکتري از شایع ترین باکتري هاي 

  .پاتوژن دستگاه گوارش پرداخته ایم
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  لیلا شیرازي و همکاران

  روش بررسی
 سه سویه ي شایع: سویه ي باکتري ها و محیط کشت آن ها

،  ATCC 9290شیگلا سونئی  پاتوژن دستگاه گوارش شامل
 ATCC 25922 اشریشیاکلیو  BAA-708 سالمونلا انتریکا

      . نوان الگوي پاتوژنی استفاده شدنددر این مطالعه به ع
سویه هاي مورد نظر از کلکسیون قارچ ها و باکتري هاي 
صنعتی و بیماري زاي ایران به صورت لیوفیلیزه تهیه شده و 

 Brain Heart Infusionهت احیاء بر روي محیط ج
(BHI)  ساعت در شرایط  24کشت داده شده و به مدت

در مطالعه ي حاضر از دو . انکوبه شدند Cº37هوازي و دماي 
سویه لاکتوباسیلوس متعلق به گونه هاي استاندارد 

 ATCC یا  PTCC 1643 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
 ATCCیا  PTCC 1655 لاکتوباسیلوس روتريو 4356

که از کلکسیون قارچ ها و باکتري هاي صنعتی و  23272
بیماري زاي ایران به صورت لیوفیلیزه تهیه  شده بود استفاده 

-MRS (Man(سپس هر دو سویه بر روي محیط . گردید
Rogosa-Sharpe  ساعت  48- 24کشت داده شده و به مدت

  . ددر شرایط بی هوازي انکوبه گردی Cº37در دماي 
فعالیت ضد میکروبی  روش مورد استفاده براي تشخیص

    براي تشخیص فعالیت  Agar Spotتست  پروبیوتیک ها
لاکتوباسیلوس و  لاکتوباسیلوس روتريضد میکروبی 

در مقابل یکدیگر و نیز علیه سویه هاي پاتوژن  اسیدوفیلوس
ذکر شده در این تحقیق، استفاده گردید، که طبق آن پس از 

، MRSبر روي محیط  لاکتوباسیلوس ها  بانه روزي کشت ش
جمع  PBSکلنی هاي رشد کرده بر روي محیط با استفاده از 

بر  Spotاز هر لاکتوباسیلوس به صورت  Lµ2آوري شده و 
گلوکوز تلقیح شده و به  mM20آگار حاوي  BHIروي محیط 

و شرایط بی هوازي انکوبه  Cº37ساعت در دماي  24مدت 
کار بردن گلوکز در این مطالعه امري مهم بوده که به . گردید

  .می گیرد   جهت تولید باکتریوسین ها مورد استفاده قرار
 mL7 softها به محیط حاوي  Spotپس از انکوباسیون،  

agar  که شاملagar) 7/0٪ glycerol, 2٪ (BHI,  بوده و
از سویه ي پاتوژن مورد نظر با سوآپ سر پنبه  1×106غلظت 

. ل، به طور یکنواخت به آن تلقیح شده بود انتقال داده شداستری
ساعت در شرایط بی هوازي و دماي  1سپس سویه ها به مدت 

Cº37  انکوبه شده و ادامه ي انکوباسیون در شرایط هوازي و به
  .ساعت در همان دما انجام یافت 24-18مدت 

و  لاکتوباسیلوس روتريبراي تشخیص فعالیت ضد میکروبی 
علیه یک دیگر نیز می توان از  باسیلوس اسیدوفیلوسلاکتو

در این مرحله یکی از . استفاده کرد  Agar Spotروش 
محیط میلی لیتر  7در  1×107لاکتوباسیلوس ها را به غلظت 

MRS که حاوي glycerol 2% agar , 7/0%  بود، کشت داده
سپس به . لاکتوباسیلوس دیگر روي آن انتقال یافت Spotو از 

 Cº37بی هوازي و در دماي  اعت در شرایطس 24-18مدت 
ساعت انکوباسیون، هاله ي اطراف  24-18پس از . انکوبه گردید

Spot ها اندازه گیري شد.  
میلی متر و بیشتر، به عنوان نتایج مثبت  1هاله هایی با قطر  

در این بررسی هر آزمون سه بار تکرار شده و از . ثبت گردید
براي ). 7(ابی نتایج استفاده شدمیانگین سه آزمون براي ارزی

  . تفسیر نتایج نیز از آمار توصیفی استفاده گردید
  

  یافته ها
پس از سه بار تکرار هر آزمون، قطر هاله هاي ایجاد شده بر 

سپس میانگین داده ها براي . حسب میلی متر اندازه گیري شد
هر سویه باکتري ثبت و با سویه هاي باکتري هاي دیگر مقایسه 

  ).1جدول (شدند
لاکتوباسیلوس نتایج نشان می دهند که پروبیوتیک هاي  

داراي اثر مهاري بر روي  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسو  روتري
    شیگلا سونئی واشریشیاکلی، سالمونلا انتریکا باکتري هاي 

  ). 1شکل (می باشند
با بررسی اثر خواص ضد میکروبی این دو لاکتوباسیل علیه 

نشان دهنده ي عدم فعالیت آنتاگونیستی این دو یکدیگر، نتایج 
  ).2جدول ( پروبیوتیک بر ضد یکدیگر بود

  
       بر حسب (مقایسه ي اندازه ي هاله ي عدم رشد . 1جدول 

سویه هاي انتروپاتوژن مورد مطالعه به وسیله ي ) میلی متر
  لاکتوباسیلوس ها  

  
  
  
  
  

شیگلا   باکتري هاي مورد استفاده
  سونئی

سالمونلا 
  تریکاان

  اشریشیا
  کلی

66/20  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس mm 33/17 mm 66/11 mm 
33/18  لاکتوباسیلوس روتري mm 66/13 mm 66/9 mm 
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و  لاکتوباسیلوس روتريبررسی فعالیت ضد میکروبی   

  بررسی عدم هاله ي رشد دو پروبیوتیک علیه یکدیگر. 2جدول 
  

  باکتري کشت زمینه
  

 Spotباکتري 

هاله 
عدم 
  *رشد

  -  وتريلاکتوباسیلوس ر  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
  -  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس روتري

  .نشان دهنده ي عدم تشکیل هاله ي رشد است -*
  

  

  
توسط  نئیشیگلا سوایجاد هاله ي عدم رشد در . 1شکل 

عدم وجود هاله ناشی از و ) Aشکل (لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
  ).B شکل(پروبیوتیکاثر آنتاگونیستی دو 

 
 

  بحث
باکتري هاي لاکتیک  FAO/WHOزارش برطبق گ

     به طور طبیعی ساکن لوله گوارشی انسان  (LAB)اسید
        می باشند و همچنین داراي تاریخچه ي طولانی در

علت مطرح بودن این باکتري ها . فراورده هاي تخمیري هستند
). 14(اثرات مثبت آن ها در روند سلامتی افراد می باشد

اتوژن ها توسط پروبیوتیک ها می تواند ممانعت از فعالیت پ
تأثیر مهمی در سلامتی فرد در مقابل عفونت با پاتوژن هاي 

در واقع امروزه پروبیوتیک ها به . شایع دستگاه گوارش باشد
عنوان عوامل مدیریتی عفونت هاي روده اي شناخه شده اند که 
با مکانیسم هاي متعددي که اساساً شامل ترشح مواد ضد 

  ی و اثرات آنتاگونیستی با پاتوژن ها در اتصال به میکروب
جایگاه ها و کلونیزاسیون در سطوح مخاطی روده است و به 
رقابت در کسب مواد غذایی و تکثیر در بین پروبیوتیک و 

در این بین آن چه واضح  .پاتوژن می انجامد، فعالیت می کنند
است، تعدیل سیستم ایمنی و سودمندي مجموعه ي 

  ).  15(ک ها بر سلامتی میزبان استپروبیوتی
این مطالعه با هدف تعیین میزان اثر ضد میکروبی 

به عنوان  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس روتري و 
الگوي پروبیوتیکی برروي پاتوژن هاي شایع دستگاه گوارش 

همچنین هدف دیگري که در این بررسی . انجام گرفته است
ثر آنتاگونیستی دو پروبیوتیک مذکور دنبال شده است، تعیین ا

نتایج حاصل از مطالعه ي حاضر نشان   .علیه یکدیگر می باشد
می دهد که هر دو پروبیوتیک مورد مطالعه، اثر مهاري 

و هیچ گونه . چشمگیري در رشد پاتوژن هاي مورد نظر دارند
هاله ي عدم رشدي حاصل از اثر آنتاگونیستی دو پروبیوتیک 

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس. مشاهده نمی شودعلیه یکدیگر 
-mm20(با هاله ي  شیگلا سونئیداراي اثر مهاري رشد بر 

در حالی که قطر هاله ي . بیشترین اثر را نشان می دهد) 22
بر ضد این  لاکتوباسیلوس روتريایجاد شده به وسیله ي 

هاله ایجاد شده علیه سالمونلا . می باشد) mm18-19(باکتري 
و به ) mm17 -18( لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسا توسط انتریک

در نهایت . می باشد) mm12 -14(لاکتوباسیلوس روتري وسیله 
و ) mm11-12(هاله اي باقطر  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

 علیه) mm8-10(هاله اي با  لاکتوباسیلوس روتري
     در نگاهی بر تاریخچه ي . ایجاد می کنداشریشیاکلی 

 اي انجام گرفته در این زمینه، نتایج به دست آمدهبررسی ه
چنانچه در سال . مؤید بررسی حاضر است توسط سایر همکاران،

1992 ،Apella  و همکارانش در شرایط آزمایشگاهی نشان
از  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسو  لاکتوباسیلوس کازئیدادند که 

، 2001در سال  ).16(می کنند ممانعت شیگلا سونئیرشد 
Strus سویه هاي  و همکارانش خاصیت ضد پاتوژنی

علیه پاتوژن هاي بی هوازي دستگاه گوارش را  لاکتوباسیلوس
بررسی کرده و تأثیر مثبت آن ها را بر ضد این پاتوژن ها اثبات 

و  Van Nielتوسط  ،در مطالعه دیگري که ).17(کردند
همکارانش روي درمان اسهال نوزادان با استفاده از 

ها انجام گرفت نتایج نشان دهنده ي بهبود این توباسیلوس لاک
 ).18(کودکان طی درمان پروبیوتیکی بود

Reid  و همکارانش در مطالعه اي که براي اثبات ممانعت
لاکتوباسیلوس ها از ابتلا به عفونت هاي روده اي ناشی از 

A 

B 
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پاتوژن ها انجام دادند، نتایج نشان دهنده ي تأثیر مثبت 
همچنین  ).19( ها علیه پاتوژن ها ي روده اي بودپروبیوتیک 

لاکتوباسیلوس و  لاکتوباسیلوس پلانتارومفعالیت ضد میکروبی 
      و همکارانش مورد بررسی Ogunbanwتوسط  برویس

آن ها با استفاده از روش چاهک نشان دادند که این . قرار گرفت
باسیلوس ، )mm6 -8( اشریشیاکلیدو پروبیوتیک از رشد 

) mm6 -7( یرسینیا انتروکلی تیکاو ) mm8 -10( سرئوس
در گزارشات حاصل از بررسی هاي  ).20(جلوگیري می کنند

Servin  وCoconnier  نیز بیان شده است که پروبیوتیک ها
با تولید متابولیت هایی از قبیل اسید استیک و اسید لاکتیک 

با تولید مواد خارج سلولی  می شوند و   pHکه سبب تغییر در 
قابل انتشار و مکانیسم هاي دیگر از جمله ممانعت از و 

چسبندگی و اتصال و تهاجم به سلول هاي اپی تلیال به وسیله 
بیماري زایی آن ها جلوگیري می  ي پاتوژن ها از رشد و

  ).21(کنند
طی تحقیقات خود، توانایی  Surawiczو  Hubnerهمچنین 

سط پروبیوتیک ها درمان و پیشگیري از عفونت هاي روده اي تو
و همکارانش نیز طی آزمایشاتی  Cleusix). 22(را نشان دادند

با تولید ماده اي به نام  لاکتوباسیلوس روترينشان دادند که 
           روترین، از رشد و فعالیت پاتوژن هاي روده ممانعت 

فعالیت ضد میکروبی و تولید باکتریوسین از ). 23(کند می 
علیه باکتري هاي  کتوباسیلوس روتريلاجمله روترین توسط 

ي ها پروبیوتیک پاتوژن شایع دستگاه گوارش و نیز بر ضد
و  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، لاکتوباسیلوس کازئی

و همکارانش  Spinlerبه وسیله ي  لاکتوباسیلوس جانسونی
نتایج گزارش شده، نشان دهنده ي . مورد بررسی قرار گرفت

هاي پاتوژن و عدم فعالیت ضد جلوگیري از رشد باکتري 
میکروبی بر سایر پروبیوتیک هاي ذکر شده توسط 

در مطالعه ي حاضر نیز، آنچه در  ).7(بود لاکتوباسیلوس روتري
بررسی نتایج ثبت شده بدست می دهد، دارا بودن اثر مهاري 

لاکتوباسیلوس نسبت به  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسقوي تر 
ژن است که به ترتیب بیشترین هاله بر هر سه انتروپاتو روتري

سالمونلا  شیگلا سونئی،ي عدم رشد مشاهده شده مربوط به 
در مطالعه ي فوق هر دو . می باشد اشریشیاکلیو  انتریکا

پروبیوتیک داراي خاصیت ضد میکروبی بودند که این خاصیت 
 Spotهاله ي عدم رشد در کشت همزمان پاتوژن و  با ایجاد 

در بررسی که بر روي فعالیت ضد   .بات رسیدپروبیوتیک به اث
میکروبی این دو لاکتوباسیل علیه یکدیگر صورت گرفت، نتایج 
نشان داد که این دو پروبیوتیک هیچ گونه هاله ي عدم رشدي 

علیه یکدیگر در کشت همزمان نداشته و در واقع داراي اثر 
  .نمی باشند یکدیگرآنتاگونیستی علیه 

  
  نتیجه گیري

که از این بررسی به دست می دهد می توان  ه به نتایجیبا توج 
ادعا نمود که استفاده از باکتري هاي لاکتیک اسید از جمله 

که جزئی  لاکتوباسیلوس روتريو  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
از خانواده ي پروبیوتیک ها مطرح هستند داراي اثر درمانی  و 

هر چند که . دپیشگیري کننده در عفونت هاي روده ایمی باشن
وسعت بخشیدن به طیف ضد میکروبی پروبیوتیک ها مستلزم 

 .تحقیقات و بررسی هاي بیشتري است
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