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 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل
 99-96 ، صفحه3369اسفند ، 3شمارة  بیستم،دوره 

های لاکتوباسیلوس پلانتاروم و لاکتوباسیلوس پاراکازئی جدا شده میکروبی ایزولهخواص ضد 

 از عسل علیه استافیلوکوکوس اورئوس

 
 *3(PhD) ، محمد مهدی سلطان دلال2(PhD) ، ابوالفضل داودآبادی3(MSc) الهه لشنی

 

 

 ،تهران، ایراندانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران-3

 ، بابل، ایران، دانشگاه علوم پزشکی بابلپژوهشکده سلامت، یقات بیماریهای عفونی و گرمسیریمرکز تحق-2

 ، تهران، ایرانمرکز تحقیقات میکروبیولوژی مواد غذایی، بخش میکروب شناسی مواد غذایی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران-3

 

 37/31/69، پذیرش: 3/31/69، اصلاح: 3/7/69دریافت:

 خلاصه
. هدف شوندهای گرم مثبت، کاتالاز منفی بوده و در انواع غذاهای تخمیری مانند عسل همچنین به عنوان فلور نرمال انسان یافت میها باسیللاکتوباسیلوس سابقه و هدف:

ها بر علیه رسی خواص پروبیوتیکی و ضدمیکروبی آنهای عسل ایران و بردر نمونه لاکتوباسیلوس پاراکازئیو  لاکتوباسیلوس پلانتاروماز این مطالعه شناسایی 

 باشد.می استافیلوکوکوس اورئوس

ها . نمونه، انجام گردیداستان کشور تهیه شد 33از  که نمونه عسل 88 بر روی 3361 لغایت شهریور به مدت شش ماه از فروردین طیاین مطالعه مقطعی  ها:مواد و روش

استفاده شد.   16S rDNA یابی ژن از توالی لاکتوباسیلوسهای آگار کشت داده شدند. جهت تشخیص گونه ایزوله MRSروی  براث و سپس بر MRSابتدا در محیط 

یکی با بیوتبا روش انتشار از چاهک و مقاومت آنتیلاکتوباسیلوس های فعالیت ضدمیکروبی ایزولهها سنجیده شد. سپس توان پروبیوتیکی )مقاومت به اسید و صفرا( ایزوله

 روش انتشار از دیسک بررسی شد.

با روش مولکولی شناسایی  ل. پاراکازئیو دو ایزوله   ل. پلانتارومجداسازی شدند که از این تعداد چهار ایزوله   لاکتوباسیلوسایزوله  36نمونه عسل در کل  88از  یافته ها:

را مهار کردند. بیشترین مقاومت  استافیلوکوکوس اورئوسحساسیت نشان دادند. پنج ایزوله رشد  شدند. هر شش ایزوله شرایط اسیدی را تحمل کردند اما نسبت به صفرا

 . دیده شد. (%311( و استرپتومایسین )%311( ، نالیدیکسیک اسید )%311نسبت به ونکومایسین ) لاکتوباسیلوسهای ایزولهبیوتیکی آنتی

توانند اثرات ها میمی باشد. که این گونه ل. پاراکازئیو  ل. پلانتاروماز جمله   لاکتوباسیلوسهای عسل ایران دارای گونههای نمونهنتایج مطالعه نشان داد که   نتیجه گیری:

  .دارند استافیلوکوکوس اورئوسمانند  های پاتوژنمهاری خوبی بر روی باکتری

 .ساستافیلوکوکوس اورئو، عسل، پروبیوتیک، لاکتوباسیلوس واژه های کلیدی:   

 

                                                           
 باشد. می 32326پزشکی تهران به شماره غذایی دانشگاه علومات میکروبیولوژی موادبخشی از طرح تحقیقاتی مرکز تحقیق این مقاله حاصل 

 مسئول مقاله: دکتر محمد مهدی سلطان دلال *
 E-mail: msoltandallal@gmail.com                           123-88662673تلفن:  .کروبیولوژی مواد غذاییمرکز تحقیقات می، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکیتهران، آدرس: 

 مقدمه 
های گرم مثبت، کاتالاز منفی بوده و در انواع غذاهای ها باسیللاکتوباسیلوس

. (3-3)شوند تخمیری مانند عسل همچنین به عنوان فلور نرمال انسان یافت می

ها و مواد معدنی است که محیط ها، آنزیمعسل حاوی گلوکز، فروکتوز، ویتامین

سازد ها را فراهم میهای سودمند مانند لاکتوباسیلوسمناسبی برای رشد باکتری

باشند که در صورت مصرف ای میهای زندهها میکروارگانیسم. پروبیوتیک(9و1)

. (9و7)شوند بخشی را در میزبان موجب میبه میزان کافی، اثرات سلامت

های بیماریزا، نقش پیشگیری ارگانیسمها قادرند از طریق مهار میکروپروبیوتیک

های . انواع گونه(8-31)ها داشته باشند کننده و درمانی بر انواع عفونت

، استرپتوکوکوس، بیفیدوباکتریوم، ل. پاراکازئیو  ل. پلانتاروم مانندلاکتوباسیلوس 

 .(33)شوند ک تجاری استفاده میها به عنوان پروبیوتیمخمرها و کپک

های منتقله از طریق غذا و یکی از عوامل اصلی عفونت استافیلوکوکوس اورئوس

های باشد. متاسفانه درمان عفونتهای بیمارستانی میطیف وسیعی از عفونت

بیوتیکی، روز به روز به دلیل افزایش مقاومت آنتی استافیلوکوکوس اورئوس

 . به همین دلیل دانشمندان در تلاش هستند که (32-39)شود تر میمشکل

های این پاتوژن ها برای عفونتهای درمانی جدید مانند استفاده از پروبیوتیکروش

جدا ل. اسیدوفیلوس های و همکاران نشان دادند که ایزوله Aween. (31)بیابند 

و Tajabadi . (39)کنند را مهار می استافیلوکوکوس اورئوسشده از عسل رشد 

ل.  و ل. فرمنتوم، ل. پلانتارومهای  همکاران در مالزی توانستند از عسل گونه

ای مبنی بر وجود تاکنون در ایران مطالعه. (37)جداسازی نمایند را  پنتوزوس

ها انجام میکروبی آنها در عسل و بررسی خواص پروبیوتیکی و ضدلاکتوباسیلوس

-ها در نمونهنشده است. بنابراین هدف از این مطالعه بررسی وجود لاکتوباسیلوس

ها بر روی های عسل ایران و بررسی خواص پروبیوتیکی و اثر مهاری آن

 باشد. می کوکوس اورئوساستافیلو
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 هامواد و روش
 3361لغایت شهریور سال  مدت شش ماه از فروردین طیاین مطالعه مقطعی 

نمونه  88انجام شد. تعداد  بابلگروه میکروب شناسی دانشگاه علوم پزشکی در 

استان کشور به طور مستقیم از زنبورداران تهیه شد. یک گرم  33عسل طبیعی از 

 ( Merck, Germany)براث  MRSسل به محیط کشت های عاز نمونه

سپس  .انکوبه شد C°31دار در دمای تلقیح و به مدت سه تا هفت روز در جار شمع

انجام شد.  (Merck, Germany)آگار  MRS روی بر کشت مجدد

انکوبه  C°31دار در دمای آگار به مدت دو الی پنج روز در جار شمع  MRSپلیت

های بررسی و باسیل کشت مثبت، دو الی سه کلنی متفاوت شد. از هر نمونه عسل

 گرم مثبت و کاتالاز منفی جدا شدند. 

  16S rDNAیابی ژنها در سطح گونه با روش توالیتشخیص ایزوله

جهت انجام . (38)با روش جوشاندن انجام شد  DNAانجام گرفت. استخراج 

PCR  27از جفت پرایمرF (5′-CTCGTTGCGGGACTTAA-3′ )

( استفاده 5′-GCAGCAGTAGGGAATCTTC-3′) 1522Rو 

. برای (36و21)بلاست شدند  NCBIیابی و در  توالی PCRشد و محصولات 

ماندن در شرایط اسیدی(، )زنده لاکتوباسیلوسهای بررسی توان پروبیوتیکی ایزوله

 لیترمیلی 6هر ایزوله را به  631ml /CFU تر از سوسپانسیون حاویلییک میلی

PBS دارای pH  های زنده مانده در زمان ، اضافه شد و تعداد باکتری3/3برابر

آگار شمارش شد.  MRSساعت انکوباسیون با کشت بر روی  3صفر و پس از 

نباشد،  ml/UCF 931 ها کمتر ازهایی که بعد از سه ساعت تعداد کلنی آنایزوله

 .(23)شوند مقاوم به اسید محسوب می

دو لوله، یکی حاوی  به صفرا لاکتوباسیلوسجهت بررسی مقاومت هر ایزوله 

 ,Oxgall, Sigma)صفرا  (W/V) %3/1براث دارای  MRS لیترمیلی 6

Germany) و دیگری حاوی MRS صفرا )کنترل( تهیه و به هر دو  براث بدون

اضافه شد. میزان رشد  لاکتوباسیلوسمیکرولیتر از کشت تازه ایزوله  61لوله 

ساعت بعد از انکوباسیون توسط اسپکتروفتومتر در  8ها در زمان صفر و  ایزوله

ها به صفرا با . مقاومت ایزوله(22و23)نانومتر اندازه گرفته شد  931طول موج 

کمتر از  های با ضریب مهارمحاسبه گردید. ایزوله (Cinh)ل ضریب مهارفرمو

های فعالیت ضدمیکروبی ایزوله. (29)، مقاوم به  صفرا در نظر گرفته شوند 9/1

با روش انتشار از چاهک بررسی شد. ابتدا سوسپانسیون با غلظت لاکتوباسیلوس 

mL/CFU 731  استافیلوکوکوس اورئوساز ATCC 25923   تهیه و بر

های روی نوترینت آگار دارای چاهک، کشت چمنی داده شد. مایع رویی ایزوله

دقیقه(  RPM ،31 33111سانتریفیوژ )براث با  MRSدر محیط  لاکتوباسیلوس

 39میکرولیتر از آن به هر چاهک اضافه شد و پلیت ها به مدت  311جداسازی و 

ها انکوبه شدند. قطر هاله عدم رشد اطراف چاهک  C°37ساعت در دمای  31تا 

 mmبه عنوان منفی،  mm33  >های با قطر هاله عدم رشد گیری و ایزولهاندازه

کننده قوی به عنوان مهار mm 22-37کننده متوسط )+(، ان مهاربه عنو 33 -39

کننده خیلی قوی )+++( تقسیم بندی شدند. از به عنوان مهار mm 23 <)++( و 

آزمایش ها دوبار . (21)نیز استفاده شد  GGرامنوزوس  ل.سویه کنترل مثبت 

 تکرار شدند. 

ا با روش انتشار از دیسک بر روی پلیت مولر هینتون هبیوتیکی ایزولهمقاومت آنتی

براث بررسی شد. قطر هاله  MRS %31( حاوی Merck, Germanyآگار )

ها طبق مطالعات قبلی اندازه گیری و تفسیر شد به طوری که مهاری دیسک

متر( و میلی 39-21میلی متر(، حساسیت متوسط ) 31 ≥ها به صورت مقاوم )ایزوله

بیوتیکی های آنتی. از دیسک(29)میلی متر( گزارش شدند  23 ≤حساس )

، (μg 31)، ونکومایسین (μg 31)لیدیکسیک اسید ، نا(μg 31) سفوتاکسیم

، (μg 31)، استرپتومایسین (μg 1)، سیپروفلوکساسین (μg 21)کوتریموکسازول 

، تتراسایکلین (μg 31)، اریترومایسین (μg 31)، جنتامایسین (μg 31)آمیکاسین 

(31 μg ) و آمپی سیلین(31 μg ).استفاده شد 

 
 

  یافته ها
( از نظر کشت %38/38نمونه ) 39طبیعی،  نمونه عسل 88از بین 

آوری شده از استان مازندران لاکتوباسیلوس مثبت بودند. بیشترین تعداد نمونه جمع

های سپس استان تهران بود اما میزان مثبت شدن کشت لاکتوباسیلوس در نمونه

استان تهران از استان مازندران بیشتر بود، به طوری که در استان مازندران از 

 8نمونه،  21( و در استان تهران از مجموع %21نمونه ) 8نمونه تنها  91جموع م

ها بود، همگی از ها که متعلق به سایر استان( مثبت شدند. مابقی نمونه%32نمونه )

روش فنوتیپی  با لاکتوباسیلوسایزوله  36نظر کشت میکروبی منفی شدند. در کل 

ایزوله شامل چهار  9یان آنها در سطح جنس شناسایی شدند که از م PCRو 

 16Sبا روش توالی یابی ژن  ل. پاراکازئیو دو ایزوله  ل. پلانتارومایزوله 

rDNA (.3در سطح گونه شناسایی شدند )شکل 

در تست مقاومت به اسید هر شش ایزوله شرایط اسیدی را تحمل نمودند و 

به دست آوردند  9/1در تست مقاومت به صفرا، هر شش ایزوله ضریب مهار بالای 

 (.3های حساس به صفرا قرار گرفتند )جدولو در گروه باکتری

فاقد اثر  H15 ل. پلانتاروممورد بررسی،  لاکتوباسیلوساز بین شش ایزوله 

، H46 ل. پلانتارومهای بود. ایزوله استافیلوکوکوس اورئوسمهارکنندگی بر علیه 

کنندگی متوسط بر علیه این اثر مهار  H14 ل. پاراکازئیو  H47 ل. پلانتاروم

اثر  H59 ل. پلانتارومو  H13ل. پاراکازئی های پاتوژن داشتند و ایزوله

نشان دادند. اثر مهارکنندگی قوی  استافیلوکوکوس اورئوسمهارکنندگی قوی علیه 

 .(2جدولبود ) GG ل. رامنوزوساین دو ایزوله مشابه ایزوله کنترل مثبت 

(، نالیدیکسیک %311ی نسبت به ونکومایسین )بیوتیکبیشترین مقاومت آنتی

(، جنتامایسین %3/83(، کوتریموکسازول )%311(، استرپتومایسین )%311اسید )

 ( مشاهده شد.%99/99( و سیپروفلوکساسین )%99/99(، آمیکاسین )3/83%)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و  لاکتوباسیلوس پلانتاروم 16S rDNAژن  PCR . محصولات3شکل

: 2و  3، چاهک bp311: لدر M جدا شده از عسل، ازئیلاکتوباسیلوس پاراک

 لاکتوباسیلوسهای : ایزوله9الی  3نمونه کنترل مثبت و منفی، چاهک 
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99                                                                                                                                                             3369اسفند  /3بیستم/ شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل، دوره 

 و همکاران الهه لشنی؛ ...های لاکتوباسیلوس پلانتاروم و لاکتوباسیلوس میکروبی ایزولهخواص ضد 

 

 لاکتوباسیلوس پاراکازئیو  لاکتوباسیلوس پلانتاروممقاومت ایزوله های . 3جدول

  جدا شده از عسل به اسید و صفرا

 کد  ایزوله
 مقاومت به صفرا مقاومت به اسید

0h 3h Cinh 

 H15 831 ×7/1 831 ×9/1 19/1 ل. پلانتاروم

 H59 831 ×3/9 831 ×9/9 83/1 ل. پلانتاروم

 H46 831 ×3/8 831 ×3/8 72/1 ل. پلانتاروم

 H47 631 ×2/2 631 ×3/2 98/1 ل. پلانتاروم

 H13 631 ×8/3 631 ×8/3 81/1 ل. پاراکازئی

 H14 831 ×7/9 831 ×8/9 66/1 ل. پاراکازئی

h0 ،تعداد باکتری شمارش شده در زمان صفر :h3 ساعت 3: تعداد باکتری شمارش شده پس از 

 

لاکتوباسیلوس و  لاکتوباسیلوس پلانتارومهای میکروبی ایزوله. فعالیت ضد2جدول

 ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوس علیه جدا شده از عسل  پاراکازئی

 (یلی مترم) استافیلوکوکوس اورئوس کد  ایزوله

 *(-)31H 1 ل. پلانتاروم

 )++(16H 21 ل. پلانتاروم

 )+(99H 39 ل. پلانتاروم

 )+(97H 39 ل. پلانتاروم

 )++(33H 38 ل. پاراکازئی

 )+(39H 39 ل. پاراکازئی

 )++(GG 38 ل. رامنوزوس

مهارکننده  mm 39- 33به عنوان منفی،  mm33 >های با قطر هاله عدم رشد* ایزوله

 مهارکننده خیلی قوی mm23<مهارکننده قوی)++( و  mm 22-37)+(،  طمتوس

 )+++( در نظر گرفته شدند.

 

  بحث و نتیجه گیری
جدا شده ل. پاراکازئی و  ل. پلانتارومهای که ایزولهنشان داد مطالعه حاضر 

را مهار  استافیلوکوکوس اورئوسهای بیماریزا مانند توانند رشد باکتریاز عسل می

ایزوله  32نمونه عسل،  33و همکاران در کشور مالزی از  Aweenند. نمای

را از نظر  ل. اسیدوفیلوسایزوله  9باکتری اسیدلاکتیک جدا نمودند که از بین آنها 

بررسی نمودند که بیشترین اثر مهاری  های مختلفمیکروبی بر علیه پاتوژناثر ضد

 نیزو همکاران Tajabadi . (39)مشاهده شد  استافیلوکوکوس اورئوسبر روی 

ایزوله  62، نمونه عسل تهیه شده از زنبور عسل 31در کشور مالزی از 

 ها را از نظر فنوتیپی و مولکولی بررسی نمودند که غالب گونه لاکتوباسیلوس

مطالعه حاضر مشابه دو مطالعه . (37)بود  ل. پنتوزوسو  ل. فرمنتوم، ل. پلانتاروم

را جداسازی نماید. البته  لاکتوباسیلوسهای های عسل ایزولهبالا توانست از نمونه

شناسایی شده متفاوت از مطالعه حاضر می باشد که  لاکتوباسیلوسهای نوع گونه

های عسل در مناطق در نمونه لاکتوباسیلوس هایتواند نشان دهنده تنوع گونهمی

ل. ، ل. پاراکازئی، ل. رامنوزوسهای هان باشد. مشخص شده که گونهمختلف ج

ایزوله شده از منابعی مانند شیر بز، واژن ل. فرمنتوم و  ل. کازئی، اسیدوفیلوس

. (39و27-26) را مهار کننداستافیلوکوکوس اورئوس توانند رشد انسان و غیره می

ها نسبت به اسید مقاوم، اما به صفرا حساس بودند. در لعه حاضر، همه ایزولهدر مطا

های جدا شده از و همکاران در فنلاند، همه لاکتوباسیلوس  Kelanneمطالعه

 . (31)عسل و میوه نسبت به اسید حساس اما نسبت به صفرا مقاوم بودند 

 Kelanneرسد که علت تفاوت بین مطالعه حاضر و مطالعه به نظر می

ها باشد. در مطالعه حاضر بعد از سه ساعت، اما در زمان بررسی تست

ها مورد مانی ایزولهبعد از هفت روز مجاورت با اسید زنده  Kelanneمطالعه

ها بعد از سه زنده مانی ایزوله Kelanneمطالعه قرار گرفت همچنین در مطالعه 

ساعت بررسی شده است.  8ساعت مجاورت با صفرا اما در مطالعه حاضر بعد از 

 های مقاومت کاندید پروبیوتیک نباید دارای ژن لاکتوباسیلوسهای ایزوله

ها باشند. در مطالعه حاضر بیشترین بیوتیکی قابل انتقال به سایر باکتریآنتی

اسید و استرپتومایسین بیوتیکی نسبت به ونکومایسین، نالیدیکسیکتیمقاومت آن

و همکاران در ایران نشان داد که  Davoodabadiمشاهده شد. مطالعه 

 (،%16/62)های جدا شده از نمونه مدفوع مشابه مطالعه حاضر لاکتوباسیلوس

. مشخص شده که (33)نسبت به ونکومایسین استرپتومایسین مقاومت دارند 

مقاومت  ها به طور ذاتی نسبت به ونکومایسین و آمینوگلیکوزیدهالاکتوباسیلوس

دارند و این مقاومت کروموزومی غیرقابل انتقال بوده و از نظر ایمنی نگرانی ندارد 

 . (32و33)

تواند منبعی از های عسل طبیعی ایران میمطالعه حاضر نشان داد که نمونه

ها پتانسیل ضدمیکروبی خوبی های بومی باشد و برخی از این ایزولهلاکتوباسیلوس

دارند و ممکن است به عنوان کاندید  س اورئوساستافیلوکوکوخصوص بر علیه به

های ناشی از این پاتوژن مفید باشند پروبیوتیک جهت پیشگیری و درمان عفونت

 های بیشتر دارد.که نیاز به بررسی

 

 

 تقدیر و تشکر
جهت دانشگاه علوم پزشکی تهران  تحقیقات و فناوریاز معاونت  لهیوسنیبد

 شناسی دانشکده پزشکیهمچنین از گروه میکروب وحمایت مالی از این تحقیق 

 .و قدردانی می گرددتشکر نیا کتر رجبآقای د، دانشگاه علوم پزشکی بابل
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Lactobacilli are gram positive, catalase-negative, and found in a variety of 

fermented foods such as honey, as well as human normal flora. The aim of this study was to identify lactobacillus 

Plantarum and lactobacillus Paracasei in Iranian honey samples and to investigate the probiotic and antimicrobial 

properties of them against Staphylococcus aureus. 

METHODS: This cross-sectional study investigated 88 honey samples from different areas in Iran at 6 months, from 

May to September, 2016. Samples were cultured in MRS broth and after were cultured on MRS agar. Sequencing of 

16S rDNA gene was used to detect lactobacillus isolates. Then probiotic capacity (acid and bile resistance) of isolates 

was measured. Antimicrobial activity of lactobacillus isolates was investigated by diffusion method from wells and 

antibiotic resistance by disc diffusion method. 

FINDINGS: From 88 honey samples, 39 Lactobacillus isolates were isolated, four L. plantarum and two L. paracasei 

were identified by molecular technique. Every six isolates tolerated acidity but were sensitive to bile salt. Five isolates 

inhibited the growth of S. aureus. The most antibiotic resistance of Lactobacillus strains was seen to 

vancomycin(100%), nalidixic acid(100%) and streptomycin(100%). 

CONCLUSION: Iranian honey samples can be a source for different Lactobacillus species as L. plantarum and L. 

Paracasei which some of these species could have wonderful inhibitory effects against pathogen bacteria like S. aureus. 

KEY WORDS: Lactobacillus, Honey, Probiotics, Staphylococcus Aureus. 
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