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 اصفهان بومی کفیر دوغ از شده جداسازی رامنوزوس لاکتوباسیلوس و پلانتاروم لاکتوباسیلوس میکروبی ضد اثر

 دهانی های پاتوژن روی بر

 
2تهمینه نریمانی، 3، محمد صادق دماوندی2، آرزو میرزائی2فرخنده پورسینا، 1خاطره سادات اختراعی

 

 
 

چکیده

اَلیظ، پَرفیزٍهًَاط ٍ هَتاًظ اعتزپتَکَکَط کِ باشد هی شایع ّای بیواری جولِ اس دًداى، ٍ دّاى ّای بیواری مقدمه:  ّای عفًَت بِ دًبال. دارًد آى در هؤثزی ًقش صیٌضی

 بزای جایگشیٌی بِ عٌَاى دّاًی ی حفزُ سای بیواری ّای باکتزی کاّش بزای ّا پزٍبیَتیک اس اعتفادُ اهزٍسُ. باشد هی بیَتیک آًتی هصزف بِ ًیاس ّا، باکتزی ایي تَعط شدُ ایجاد
ِ، ایي اس ّدف. اعت گزفتِ قزار بزرعی هَرد ّا، بیَتیک آًتی  باشد هی دًداى پَعیدگی اصلی عاهل دٍ رٍی بز بَهی کفیز دٍغ اس شدُ جداعاسی ّای پزٍبیَتیک اثز بزرعی هطالع

 اثز. شد شٌاعایی ٍ جدا اصفْاى در هَجَد کفیز ّای دٍغ اس شٌاعی هیکزٍب ّای تکٌیک کوک با راهٌَسٍط لاکتَباعیلَط ٍ پلاًتارٍم لاکتَباعیلَط شایع ی گًَِ دٍ ها: روش

اَلیظ پَرفیزٍهًَاط ٍ( ATCC 35668) هَتاًظ اعتزپتَکَکَط بز ّا پزٍبیَتیک ضدهیکزٍبی  هَرد Real time PCR ٍ گذاری چاّک رٍش با( ATCC3227) صیٌضی
 .گزفت صَرت( GC-MS) جزهی عٌجی طیف -گاسی کزٍهاتَگزافی تَعط ّا، آى( عَپزًاتاًت) کشت رٍیی هایع در هَجَد تزکیبات شٌاعایی عپظ ٍ گزفت قزار بزرعی

ِ، ایي در ها: یافته اَلیظ پَرفیزٍهًَاط ٍ هَتاًظ اعتزپتَکَکَط رشد هْار بز ای هلاحظِ قابل ضدهیکزٍبی اثز راهٌَسٍط، لاکتَباعیلَط ٍ پلاًتارٍم لاکتَباعیلَط هطالع  صیٌضی

 صى بیاى راهٌَسٍط لاکتَباعیلَط ّوچٌیي کاّش، Fold change 007/0 را brpA صى بیاى ٍ Fold change 001/0 را gtfBصى  بیاى پلاًتارٍم لاکتَباعیلَط. داشتٌد
gtfB را Fold change 01/0 ٍ صى بیاى brpA را Fold change  04/0اًجام ّوچٌیي .داد کاّش GC-MS  لٍیدیَى، اس هشتقاتٍجَد ى، پیز  اعید، ایکَساى، بٌشٍئیک فَراًَ

ًادکاى  .داد ًشاى آسهایش هَرد ّا پزٍبیَتیک اس حاصل عَپزًاتاًت در را ًَ

هی، کفیز دٍغ در هَجَد ّای پزٍبیَتیک بِ اثز تَجِ با گیزی: نتیجه شیدًی ی رٍساًِ هصزف با تَاى هی بَ  .کزد کوک دًداًی ّای پَعیدگی اس پیشگیزی بِ پزٍبیَتیک ّای ًَ

اَلیظ پَرفیزٍهًَاط ؛هَتاًظ اعتزپتَکَکَط پزٍبیَتیک؛ کفیز؛ واژگان کلیدی:  آر عی پی تاین ؛ ریلصیٌضی

 
 و پلانتاروم لاکتوباسیلوس میکزوبی ضد اثز .اختزاعی خاطزُ عادات، پَرعیٌا فزخٌدُ، هیزسائی آرسٍ، دهاًٍدی هحود صادق، ًزیواًی تْویٌِ ارجاع:

(: 717) 41؛ 1402هجلِ داًشکدُ پششکی اصفْاى . دهانی های پاتوژن روی بز اصفهان بومی کفیز دوغ اس شده جداساسی رامنوسوس لاکتوباسیلوس
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ٍَابپشيثیًتیاکاصاػتفبدٌامشيصٌ.داسوذ دسرذعاذسيؿا ػىاًانثا

اػایذَابیثابکتشی.(3)ثبؿاذم مغشحدوذانپًػیذگ اصپیـگیشی

ٍَؼاتىذَبع میکشياسگبویؼ اصٌگشيتشعهمُ نکتیک ٍکا ػىاًانثا

ٍنکتًثبػایلًعراىغمیابناعاهدسياوذؿىبختٍؿذٌپشيثیًتیک ثا

محلااًن تًلیااذدسسفتااٍکاابسثااٍاسگبویؼاا تااشعهمتااذايلػىااًان
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م مغشحپشيثیًتیک  ٍَابثابکتشیوقؾثٍمشثًطؿًاَذ.(4)ثبؿذ ثا

اعزابددسطعىظعاًالیغپًسفیشيمًوابعيمًتابوغاػاتشپتًکً يعظٌ

ٍسيصثیاًفیل ،تًلیذيپًػیذگ  ثبؿاذ،ما افاضاعؾحابلدسسيصثا

ٍدَابنمحایظدسَبثبکتشیاعهتؼذادکبَؾثىبثشاعه اصپیـاگیشیثا

ٍيمًتابوغاػاتشپتًکً .(5،6)کىذم کمکدوذاو پًػیذگ  الجتا

کاشدٌملاشفساػبکبسصيعظٌثٍقىذَبَب،اػتشپتًکً اصدعگشثشخ 

 يGTF-I(Glycosyltransferaseَااابی)آواااضع کماااکثااابي

Fructosyltransferaseَیااذسيلیضفشيکتااًصيگلًکااًصثااٍساَاابآن

(Exopolysaccharidesػاالًل )خاابسدپلیمشَابیتًلیااذيوماًدٌ

EPS طن.کىذمgtfBػابکبسصاصگلًکابنػاىتضاثتاذاع مشاحلدس

ػًامالتاشعهمُا اصثبکتشیاعهؿذٌثبػجتًاوبع داسد.اعهدخبلت

دوذاو َبیپلا دسپًػیذگ اعزبد فبکتًسَابیدعگاشاص.(6)ثبؿاذ

ٍاػات(brpA)ثیاًفیل یکىىاذٌتىظی پشيتئیهطنيعشينوغ، دسکا

ٍتحمالمیاضانتىظای اتًلیض،ػلًل ،تقؼی ثیًفیل ،تًلیذ ياػایذثا

ثاًدنداساثابَاب،پشيثیًتیاکعشفا اص.داسدوقاؾدخیالاکؼیذاتیً

احااشا ضااذمیکشيث ،مااًادتشؿاا َمچااًنمختلفاا َاابیمکبویؼاا 

يپیـاگیشیدسماثحشیوقؾتًاوذم يغیشٌَبپبتًطنثبآوتبگًویؼت 

ٍدواذانيدَابنثبمشتجظَبیثیمبسیرملٍاصَبثیمبسیدسمبن داؿات

احااشػااىزؾاصاػااتفبدٌثاابتاابؿااذع آنثااشسياعااهاص.(7)ثبؿااذ

ٍیفاشآيسدٌتًلیذمغبلؼٍمًسدَبیپشيثیًتیک ثاشایمغلاًةیايلیا

.ومبعی پیگیشیساپًػیذگ کىتشل



 ها روش

ٍيثاًدٌ(تًكایف -مقغؼ )تزشث وًعاصحبضشیمغبلؼٍ یربمؼا

،پلاوتابسي نکتًثبػیلًع،مًتبوغاػتشپتًکًکًعَبیثبکتشیَذف،

اعاهدس.ثاًدطعىظعاًالیغپًسفیشيمًوبعيسامىًصيعنکتًثبػیلًع

قاشاسثشسػا ماًسدمحلا کفیاشقبسسمحل ،کفیشَبیديؽمغبلؼٍ،

.ؿذخبسدمغبلؼٍاصکفیشکبسخبوٍَبیديؽيگشفت

کفیاشديؽاصمختل یومًو10ٍ :َبومًوٍؿىبػبع يآيسیرمغ

عاکتابدَ عکَبیسقتآناص يخشعذاسیاكفُبندسمًرًدثًم 

.ؿذتُیٍ PBS (Phosphate buffer saline)اصاػتفبدٌثبَضاس كذ

.ؿاذدادٌکـاتآگبسMRSکـتمحیظدسلیتشمیل 1سقت،َشاص

37ٍدمابیدسػابػت72تب48مذ ثٍَبپلیت گاشادػابوت یدسرا

سيیيرذاػابصیمتفابي َابیمًسفًلاًطیثابَبکلى .ؿذاوکًثٍ

َابیآصماًناوزاب اصيؿاذػابصیخبلقآگبسMRSکـتمحیظ

يپلاوتابسي ثبػیلًعنکتًوُبعتبًَب،آنسيیثشثیًؿیمیبع يتأعیذی

.(8)ؿذرذاسامىًصيعثبػیلًعنکتً

ٍؿىبػابع  :فىًتبعپ سيؽثٍَبػًعٍؿىبػبع  ًَابیػاًع نکتا

قىاذ،تخمیاشتؼتکبتبنص،تؼتگش ،آمیضیسوگاصاػتفبدٌثبثبػیل،

َابیPhدسسؿذيگشادػبوت یدسر45ٍي10،15دمبَبیدسسؿذ

ػىااًانثااٍکااٍَاابع ثاابکتشی.(9،10)گشفااتكااًس مختلاا 

ثاابماابعغ MRSکـااتمحاایظدسؿااذوذؿىبػاابع نکتًثبػاایلًع

وگُااذاسیگااشادػابوت یدسرااٍ-80دمابیدسگلیؼااشيلدسكاذ25

اػااتشپتًکًکًعاػااتبوذاسدیػااًعٍديَمچىاایه.(11،12)ؿااذوذ

طعىظعاااااًالیغپًسفیشيمًوااااابعي(ATCC35668)مًتااااابوغ

(ATCC32277)ٍكاىؼت يػلما َبیپظيَؾػبصمبناصتشتیتث

اكافُبنپضؿاک یداوـاکذٌؿىبػا يعشيعيثبکتشیيگشيٌاعشان

.دادٌؿذکـتيتُیٍ

:گًوااااٍتؼیاااایهرُااااتPCRاوزااااب يDNAاػااااتخشاد

سيؽيثابکتشییتابصٌخابلقکـاتاصاػتفبدٌثب DNAاػتخشاد

اػاتخشادَابیDNAکیفیاتتؼیایهثشای.گشفتكًس رًؿبوذن

-واابوًدساحاصاػااتفبدٌثاابومًوااٍکماا ثااشکىتااشلػاالايٌؿااذٌ

الکتشيفًسصدسكذ1آگبسصطلسيیDNAَبیومًوٍاػپکتشيفتًمتش،

.(13)ؿذوگُذاسیثؼذیمشاحلتب-C 20°فشعضسدسػپغيگشدعذ

سفااااتپشاعمااااشاص16srRNAطنPCRاوزااااب رُاااات

CTCAAAACTAAACAAAGTTTCثشگـاااااتپشاعماااااشي

CTTGTACACACCGCCCGTCA(ًرىغؿىبػبع ثشای نکتا

کتااًنَاابیرذاعااٍؿىبػاابع ثااشایي(14)ؿااذاػااتفبدٌ(ثبػاایلًع
سفااااااااتپشاعمشَاااااااابیاصپلاوتاااااااابسي ثبػاااااااایلًع

CGAGACAGCAATTCCTGCACTCGثشگـااااااااااااتي

CCTCAGAAACAGTCCGGTTGA یهَمچىاگشدعاذ.اػتفبدٌ

سفاتعماشاصپشاسامىاًصيعیلًعنکتًثبػَبیرذاعٍتـخیقثشای

ATTTAACCGCAAGTGGCAGCثشگـاااااااتپشاعماااااااشي

AAATTGTGTGAACCGGCGTAاوزاب ثاشای.(15)اػتفبدٌؿاذ

PCR،اًد ً DNA:ؿاذاػاتفبدٌؿشحثذعهنص م مقغاشآة،(µl1)الگا

( µl15)،(µl8)Master mix،سفاتپشاعمش(µl5/0)ثشگـاتيپشاعماش

( µl5/0.)رُتادامٍدس( اوزابPolymerase chain reaction)PCR،

ثاC94ٍ°دمبیدسايلیٍساػیًن:دوبتًؿذدادٌدػتگبٌثٍصعشیثشوبمٍ

ثاC94ٍ°یدسدمابیًنکٍؿبملدوبتًساػایکلػ30یقٍ،دق1مذ 

ٍدق1ماذ ٍثاC56°دمابیدساتلبلحبویٍ،30مذ  طنیثاشایقا

16srRNA،یدمااابي°C54 طنیثاااشایقاااٍدق1ثاااٍماااذ 

apbE2(پلاوتبسي نکتًثبػیلًعرىغتـخیق ثشایC53°دمبی(،

دسگؼاتشؽ،(سامىاًصيعنکتًثبػایلًعراىغیق)تـخaeSطن

ٍدق1ماذ ثC72ٍ°یدمب یدسدمابع گؼاتشؽوُاباوتُابدسيیقا

°C72 ثًددقیق12ٍثٍمذ.

اصاػااتفبدٌثاابثاابکتشیکـااتاصحبكاالتشکیجااب ثشسػاا 
Gas chromatography–mass spectrometry: کـااتاصپااغ

ٍکلى چىذ،MRS agarسيیثشَبپشيثیًتیکیػبػت48ٍ يثشداؿات
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ثابػابوتشعفیًطػابػت48اصپغکشدٌمىتقلMRS brothمحیظثٍ

ثابساسيعا فابصػاپغ.ؿذاوزب دقیق20ٍمذ ثrpm4000ٍديس

ٍيکاشدٌمخلاًطاػتب اتیلثب1:1وؼجت دسينػابػت1ماذ ثا

تًػاظاػاتب اتیالحابيیسيع فبصدادع ،قشاسؿیکشداساوکًثبتًس

ؿاذٌدکبوتًس اوزاب رُاتمختلا تشکیجاب اسصعابث ثاشایيرذا

GC-MSٌاػااتخشار ،مااًادؿىبػاابع ثااشای(.18)گشدعااذاػااتفبد

ٍومًوٍاصمیکشيلیتش1 (،MS:5975C GC:7890Aماذل)دػاتگبٌثا

(DB5/30m×250µm×0.25µmمـخلاب )ثابػاتًناثؼبديوًع

َبیعی ثبمقبعؼٍعشعقاصرشم َبیعی ؿىبػبع .گشدعذتضسعق

ٍاعلاػابت ثبوکدسمًرًدپبعٍ گابصیکشيمابتًگشاف دػاتگبٌساعبوا

ٍمىابثغيGC-MS))رشم ػىز عی  ٍایکتبثخبوا ٍکا كاًس ثا

(.18)ؿذاوزب َؼتىذدػتشعدسالکتشيویک 

 Minimum Inhibitory)سؿاذمُابسیغلظاتتاشعهک تؼییه

Concentration)MIC: تؼیایهثاشایMIC،اص لیتاشمیلا 20 اثتاذا

حبيیمبعغکـتمحیظ ٍسؿذنکتًثبػیلًعػًپشوبتبوت ٍساعبفتا ثا

اوکًثاابتًسدسينػاابػت24کااشدٌ،مىتقاالایؿیـااٍَاابیپلیاات

ؿذقشاسگشادػبوت یدسر42ٍ يصنساؿاذٌخـکپًدسػپغ.دادٌ

گشدعاذMICاوزاب ثشایآناصيکشدٌ َابیچبَاکدسين.اػاتفبدٌ

ٍَیىتاًنماًلشکـاتمحیظمیکشيلیتش100ای،خبو96ٍپلیت سعختا

یؿاذٌخـاکپاًدساصmg/ml10 حبيیػًػپبوؼیًو ػپغ.ؿذ

ٍمیکشيلیتاش100میضانثٍيکشدٌتُیٍساَبنکتًثبػیلًعاصعکَش ثا

ٍعاثاٍ.گشدعذتُیٍآناصسقتػشیيؿذاضبفٍايلچبَک ًسیکا

ػااپغ.ؿااذتؼیاایهَاابچبَااکدسmg/ml5-078/0َاابیسقاات

سؿاذمًتابوغاػاتشپتًکًکًعػًعٍػًػپبوؼیًناصمیکشيلیتش100

cfu/ml 106×5/0ٍسقاتثابثشاثَیىتًنمًلشمحیظدسعبفتٍ َاشثا

اػاتشپتًکًکًعحابيیایٍخبوا96َابیپلیات.ؿاذاضبفٍچبَک

دمابیدسداسCO2اوکًثبتًسدسثبػیلًعنکتًسيع مبعغيمًتبوغ

ٍگشادػبوت یدسر37ٍ رُات.ؿاذدادٌقاشاسػابػت48ماذ ثا

اصػًػپبوؼایًو طعىظعاًالیغ،پًسفیشيمًوابعMICتؼییهيثشسػ 
ؿاذٌغى ثشاثBHIمحیظدسعبفتٍسؿذطعىظعًالیغپًسفیشيمًوبع

ٍفبسلىذمک1مؼبدلغلظتثبَمیه،يK1يعتبمیهثب ٍيؿاذتُیا ثا

َاابنکتًثبػاایلًعاصمختلاا َاابیسقااتحاابيیَاابیچبَااک

(mg/ml5-078/0)ٍيًَاصیث ؿشاعظدسَبپلیتػپغؿذ،اضبف

.(11)ؿذگزاؿتٍػبػت48مذ ثٍگشادػبوت یدسر37ٍدمبی

ثاشصاثیمابسیَبیػًعٍسؿذمیضانگشمبگزاسی،صمبنع اصپغ

رازةثابسعاذسانعاضااصاػاتفبدٌثابَبچبَککذيس تؼییهاػبع

.(16)ؿذوبوًمتشاسصعبث 620

ًاحاشثشسػ  سؿاذاصممبوؼاتثاشؿاذٌراذاَابیثبػایلنکتا

اػاتشپتًکًکًعاص :گازاسیچبَاکسيؽثٍمًتبوغاػتشپتًکًکًع

ػااش اصاػااتفبدٌثاابآگاابس،ثاالادمحاایظسيیؿااذٌکـااتمًتاابوغ

ٍفبسلىاذماکوی مؼبدلػًػپبوؼیًو فیضعًلًطی محایظسيیيتُیا

کـاتگًػافىذدفیجشعىٍخًندسكذ5ثبؿذٌکبملآگبسمًلشَیىتًن

پتپ عکاوتُبع قؼمتکمکثٍدقیقٍ،10گزؿتاصثؼذ.ؿذدادٌ

ػااپغؿااذ،اعزاابدمحاایظدسَاابع چبَااکاػااتشعلپبػااتًس

يپلاوتاااابسي نکتًثبػاااایلًعػًػپبوؼاااایًناصمیکشيلیتااااش100

وای مؼبدلغلظت داسایَبآناصعکَشکٍسامىًصيعنکتًثبػیلًع

ضامهدس.ؿذاضبفٍچبَکَشثٍرذاگبوٍكًس ثٍثًدفبسلىذمک

ٍسيؽقجلاً)ثبکتشیػًپشوبتبوتاص ٍَا (ؿاذدادتًضای آنتُیا ثا

ٍػایلیهپىا ثیًتیکآوت اص.گشدعذاضبفٍَبچبَکاصعک  ػىاًانثا

ٍػابػت48مذ ثٍَبپلیت.ؿذاػتفبدٌمخجتؿبَذ يؿاذوذاوکًثا

(.21)گشدعذگیشیاوذاصٌمذ اعهاصثؼذسؿذػذ یَبلٍقغش

سؿااذاصممبوؼااتثااشؿااذٌرااذاَاابینکتًثبػاایلاحااشثشسػاا 

احاشثشسػا ثاشای :گزاسیچبَکسيؽثٍطعىظعًالیغپًسفیشيمًوبع

ٍطعىظعاًالیغپًسفیشيمًوابعسيیثاشمازکًسَابینکتًثبػیلًع ثا

ماًسددسؿاذٌرکاشسيؽمـبثٍمشاحلیَمٍ،گزاسیچبَکسيؽ

کـاتمحایظکٍتفبي اعهثبگشفتاوزب ،مًتبوغاػتشپتًکًکًع

ثیًتیاکآوتا اصَمچىایه.ؿذگشفتٍثکبسفیشيمًوبعپًسمخلًف

ٍَابپلیات.گشدعذاػتفبدٌمخجتؿبَذػىًانثٍمتشيویذاصيل ماذ ثا

سؿاذػذ یَبلٍقغشيؿذوذاوکًثًٍَاصی،ث ؿشاعظدسػبػت48

 (.22)ؿذگیشیاوذاصٌمذ اعهاصثؼذ

نکتًثبػایلًعيپلاوتبسي نکتًثبػیلًعمُبسکىىذگ احشثشسػ 

اص :مًتابوغاػاتشپتًکً اصوبؿا ثیاًفیل تًلیذسيیثشسامىًصيع

مؼابدلکذيست  TSB دسمًتبوغاػتشپتًکً ػبػت24ٍتب 18کـت

24ٍتاب18کـاتاص.ؿاذتُیٍفبسلىذمکوی  نکتًثبػایلًعػابػت

ؿااشاعظدسثااشاثMRS دسسامىااًصيعنکتًثبػاایلًعيپلاوتاابسي 

ٍ)َابآنػاًپشوبتبوتاصيؿاذآمبدٌػًػپبوؼیًو ًَاصیث  قاجلاًکا

96ٍپلیاتَبیچبَکدس(ؿذدادٌتًضی آنیتُیٍسيؽ ٍخبوا ثا

ػًػپبوؼاایًناصمیکشيلیتااش200.ؿااذػاابصیسقیااق1:10وؼااجت

ٍمًتبوغاػتشپتًکًکًع دسيؿاذدادٌاوتقابلَابچبَاکاصعاکَاشثا

ثًبتًس 37ٍدمبیدسػبػت24مذ ثٍاوک ٍدسرا ثًا 24اصپاغ.ؿاذاوک

ثًبػیًنػبػت عجاقَابچبَاکيؿاذخبسدسيع َبیػًػپبوؼیًناوک

ٍکبسثٍپشيتکل ٍکشعؼاتبلثابChachrيBhushanسيؽدسسفتا لًا يع

اًوذٌَبومًوODٍالیضاسعذسدػتگبٌثبيؿذٌآمیضیسوگ .(5،17)ؿذخ

نکتًثبػایلًعيلاوتبسي پنکتًثبػیلًعمُبسکىىذگ احشثشسػ 

 :طعىظعاًالیغپًسفیشيمًوبعاصوبؿ ثیًفیل تًلیذسيیثشسامىًصيع

سيیثاشمازکًسَابینکتًثبػایلًعمُبسکىىاذگ احاشثشسػا ثشای

ٍمشاحل عجقمشاحلیَمٍ،طعىظعًالیغپًسفیشيمًوبع ماًسددسکا

وظاشدسثابمىتُا گشفاتاوزاب ؿاذ،گفتٍمًتبوغاػتشپتًکًکًع
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ٍقجلاًکٍپًسفیشيمًوبعمخلًفکـتمحیظيؿشاعظگشفته آنثا

 .(18)اػتؿذٌاؿبسٌ

نکتًثبػایلًعيپلاوتبسي نکتًثبػیلًعػًپشوبتبوتاحشاسصعبث 

دسbrpAيgtfBيعاااشينوغفبکتًسَااابیثیااابنثاااشسامىاااًصيع
فبکتًسَابیثیبن :Real Time PCRسيؽثبمًتبوغاػتشپتًکًکًع

ثابیلًع،نکتاًثبػاَابیرذاعٍحضًسدسbrpAيgtfBيعشينوغ
يتاًعپابسعcDNAػاىتضي RNAاػتخشادکیتپشيتکلکمک

.ؿذاسصعبث Real time PCRسيؽ

طنپشاعمشوًعػٍ :پشاعمشیتُیٍ brpAي16srRNA،gtfBَبی

.ؿذدادٌػفبسؽفىبيسانطنؿشکتاص

عماشپشايATGTTGGGTTAAGTCCCGؿبملسفتپشاعمش

16srRNA طنثاااشایCTAGCGATTCCRRCTTCAثشگـااات

 سفاتپشاعماش،gtfBطنثاشایي.(19)گشفاتقاشاساػاتفبدٌمًسد

ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA ثشگـاااتعماااشپشاي 

AGCAATGCAGCCAATCTACAA (20) طنثااشایيbrpA

عمااشيپشاCGTGAGGTCATCAGCAAGGTCسفااتپشاعمااش

 .(21)ثبؿذ مCGCTGTACCCCAAAAGTTTAGGثشگـت

 SYBR green PCR MasterتًػظReal-time PCRياکىؾ

Mix ياکىؾثشایویبصمًسدمًاد.گشفتاوزبPCR اػتاصػجبس:

(µl10)Master 2x SYBR green ،µl) 1)Mgcl2 ،(µl5/0)

آة (µl3)ي cDNA(µl5)ثشگـات،پشاعماش (µl5/0)سفت،پشاعمش

يدادٌقاشاسReal time PCRدػتگبٌدسمخلًفَبیتیًة.مقغش

دوبتًساػایًنکٍثًدكًس اعهثٍدػتگبٌیثشوبمٍ ؿذ.runدػتگبٌ

95ٍدمبیدسايلیٍ ٍدسرا ٍػایکل40دقیقاٍ،10ماذ ثا ؿابملکا

55دماابیدساتلاابلحبویااٍ،30ماذ ثاا95ٍدماابیدسدوبتًساػایًن

یدسر52ٍدمبی،brpAطنثشایحبویٍ 30مذ ثٍگشادػبوت یدسرٍ

یدسراا52ٍدماابی،gtfBطنثااشایحبویاا30ٍمااذ ثااٍگااشادػاابوت 

گاشادػابوت یدسر60ٍدمبیدسگؼتشؽ،gtfBطنثشایگشادػبوت 

1ٍمذ ثٍ 60ٍدمابیدسوُابع گؼاتشؽاوتُابدسيدقیقا یدسرا

.(21-19)ثًددقیق5ٍمذ ثٍگشادػبوت 



 ها افتهی

کمیت يآگابسصطلسيیالکتشيفًسصتًػظDNAخلًفيکیفیت،

ٍَمبوغًس.گشفتقشاسػىزؾمًسدوبوًدساحدػتگبٌاصاػتفبدٌ دسکا

دس PCRمحلاًلؿابسحثبواذ 9اػات،ؿاذٌدادٌوـبنصعشؿکل

(.1ؿکل)ؿًدم مـبَذٌآگبسصالکتشيفًسص

ثااٍمشثااًطوتاابعذ :ؿااذٌاػااتخشادؿاایمیبع تشکیجااب آواابلیض

دسؿاایمیبع تشکیاات20کااٍدادوـاابنGC/MSَاابیکشيماابتًگشا 

نکتًثبػاایلًعدسؿاایمیبع تشکیاات 17يپلاوتاابسي نکتًثبػایلًع

ٍداسد،يرًدسامىًصيع ٍعاًسیثا ٍتشکیاتچىاذعهکا كاًس ثا

ٍؿاذمـابَذٌنکتًثبػایلًعگًوٍديَشدسمـتش  اص:ػجبستىاذکا

 وًوبدکبن.اػیذ،اعکًصان،ثىضيئیکفًساوًن،پیشيلیذعًن،مـتقب 

 

 
 بز روی لاکتوباسیلوس گونه دو اس شذه استخزاج PCRمحصول  .1شکل 

 %1 آگارس ژل

A :چبَک/مىف کىتشل B ي C ثبوذپلاوتبسي نکتًثبػیلًعbp176/

F ،E،Dچبَک

124bp ثبوذسامىًصيعنکتًثبػیلًع

 

ٍضاذمیکشيث فؼبلیتوتبعذ ٍنکتًثبػایلًعَابیػاًع سيؽثا
ٍماًسدنکتًثبػیلًعَبیػًعٍوتبعذثشاػبع :گزاسیچبَک مغبلؼا

ٍساسؿذػذ َبلٍفبسلىذمکوی مؼبدلغلظت دس اػاتشپتًکًعػلیا

ٍتًرٍثب.کشدوذاعزبدطعىظعًالیغپًسفیشيمًوبعيمًتبوغ وتابعذثا

ٍديَاشآماذٌدػتثٍ سيیثاشمُابسیاحاشنکتًثبػایلًعیرذاعا

ٍداؿاتىذ،صاثیمابسیَابیپبتًطن ٍدسَابآنقاذس اگشچا ثابمقبعؼا

ثیـاتشعهپلاوتابسي نکتًثبػایلًعَمچىایهثاًد،کمتاشثیًتیکآوت 

(.1رذيل)دادوـبنثبکتشیرىغديَشدسساسؿذػذ یَبلٍ



 مطالعه مورد های لاکتوباسیل رشذ عذم  ی هاله قطز میانگین نتایج .1جذول

 ی هاله قطر میاوگیه

 (mmرشد ) عدم

 موور   لاکتوباسیلوس زا بیماری ی سویه

 آزمایش

 پلانتاروم لاکتوباظیلوض موتانط اظترپتوکوکوض 13

 پلانتاروم لاکتوباظیلوض شینصیوالیط پورفیروموناض 06/14
 رامنوزوض لاکتوباظیلوض موتانط اظترپتوکوکوض 20/12
 رامنوزوض لاکتوباظیلوض شینصیوالیط پورفیروموناض 60/13



يپلاوتااابسي نکتًثبػااایلًع :MICسيؽاصحبكااالوتااابعذ

سيیثاشمُابسیاحاشمیاضانعاکثٍديَشسامىًصيعنکتًثبػیلًع

ٍمختلا َابیغلظتدسکٍعًسیثٍداؿتىذپبتًطنَبیثبکتشی تُیا

ؿاذمـبَذٌکفیش،ديؽاصؿذٌرذانکتًثبػیلًعَبیرذاعٍاصؿذٌ

ثاشسؿذاصممبوؼتاحشداسایلیتشمیل ثشگش میل 5/2َبیغلظتکٍ

احاشلیتاشمیلا ثاشگاش میلا 5َبیغلظتيمًتبوغاػتشپتًکًکًع

 .ثبؿذداؿتٍطعىظعًالیغپًسفیشيمًوبعثشسؿذاصممبوؼت
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ٍماًسدَابیػًپشوبتبوتاحشثشسػ  ياتلابلقاذس ثاشمغبلؼا
َااش :میکشيتیتااشپلیااتسيؽثااٍاػااتشپتًکً ثیااًفیل تـااکیل

احاش10-7تابعکَبیغلظتدسَب،رذاعٍاصؿذٌتُیٍػًپشوبتبوت10

ٍ.داؿاتىذصاثیمابسیَابیپابتًطنثیاًفیل تـاکیلسيیثشکبَـ  ثا

قًی،ثیًفیل َبػًپشوبتبوتاص10-3تب1غلظتحضًسدسکٍعًسی

ثیاًفیل 10-7غلظاتيدسمتًػاظثیًفیل 10-6تب 10-3غلظتدس

.ؿذتـکیلاػتفبدٌمًسدَبیپبتًطنتًػظتشیضؼی 

ٍَابپشيثیًتیکمُبسیاحشیمقبعؼٍوتبعذ  :Real-time PCRسيؽثا

ثیابنمغبلؼاٍ،ماًسدپشيثیًتیکديَشمیبوگیهعًسثٍدادوـبنوتبعذ

کابَؾسامًتابوغاػاتشپتًکًکًعثیاًفیل تًلیاذدسدخیلَبیطن

ثیبنثشثیـتشیکبَـ احشپلاوتبسي نکتًثبػیلًعکٍعًسیثٍدادوذ

اص.داؿاتسامىاًصيعنکتًثبػیلًعثٍوؼجتbrpAيgtfBطندي

طنثیابنثشثیـتشیکبَـ تأحیشمغبلؼٍمًسدپشيثیًتیکديَشعشف 

gtfBطنثیبنثٍوؼجتbrpAثیابنپلاوتابسي نکتًثبػایلًعداؿاتىذ

سا brpAطنثیابني001/0()چىذثشاثش Fold changeسا gtfBطن

Fold change007/0سامىًصيعنکتًثبػیلًعَمچىیهداد،کبَؾ

ساbrpAطنثیاااابني 01/0Fold changeساgtfBطنثیاااابن

Fold change04/0(.2،3رذايل)دادکبَؾ



  بیان بز پلانتاروم لاکتوباسیلوس اثز مهاری اس حاصل نتایج .2جذول

 مذکور های ژن

 ΔΔCT Fold change-2 ژن

brpA 
7/4-2 007/0 

gtfB 
9/2-2 001/0 



 بحث

نکتیاکَبیثبکتشیتىًع دسيمختلا غازاع محلاًن دساػیذ

لجىا محلاًن دستىًعاعه.اػتصعبدگًوبگًنرغشافیبع ؿشاعظ

ٍثابعشف اصاػتثبنيپیچیذٌثؼیبسویضدویبدسؿذٌتًلیذ ٍتًرا ثا

نکتیاکَبیثبکتشیرذاػبصییصمیىٍدسکبمل رضئیب اعىکٍ اػایذ

ديؽ ثشسػا يمغبلؼاب ثىابثشاعهوذاؿات،يرًدمحل کفیشَبیاص

ديؽاصنکتیاکاػایذَابیثابکتشیاصؿبعغیگًوٍديؿىبػبع ثشای

َابیسيؽيثیًؿایمیبع َابیتؼاتثبکمکيؿذاوزب ثًم کفیش

ٍديمُابسیيمیکشيث ضذاحشا ثشسػ يرذاػبصیمًلکًل  گًوا

اوزاب مغبلؼاب اکخاشثابَمخًاو کٍگشدعذثشسػ َبپشيثیًتیکاص

.(18)داؿتدویبدسؿذٌ

Coguluملشفدادوذ،وـبنثبلیى یمغبلؼٍعکدسَمکبسان،ي

ارتماابعکاابَؾثااٍمىزااشتًاوااذماا کفیااش،وًؿاایذو َفتاا3ٍ

َابیپشيثیًتیاکآن،ثاشػالايٌ.ؿاًدثاضا مًتبوغاػتشپتًکًکًع

تاًانما ثىابثشاعهاواذ،ؿاذٌعبفتکفیشمختل َبیگًوٍدسمتىًػ 

سؿااذثااشمُبسکىىااذگ احااشکفیااشمختلاا اوااًاعکااٍداؿااتاوتظاابس

داؿتٍمًتبوغاػتشپتًکًکًع ػالايٌمغبلؼاٍ،اعهدسامب.(22)ثبؿىذ

ٍمحل کفیشَبیديؽاصَبنکتًثبػیلرذاػبصیثش اكافُبن،یمىغقا

ٍگشفاتقاشاسثشسػا مًسدطوظعًالیغپًسفیشيمًوبعثشساآناحش کا

كًس ًَاصیث ثبکتشَبیسيیثشَبپشيثیًتیکاحشاصکم مغبلؼب 

دسپشيثیاًتیک َبیرذاعٍاحشداد،وـبنتحقیقاعهوتبعذ.اػتگشفتٍ

پشفیشيمًوابعچاًنپبتًطنًَاصیث َبیثبکتشیسيیثشمغبلؼٍاعه

چاًناختیابسیَاًاصیپابتًطنسيیثاشآناحاشاصکمتاشطوظعًالیغ

.ثبؿذوم مًتبوغاػتشپتًکًکًع



 بیان بز رامنوسوس لاکتوباسیلوس مهاری اثز اس حاصل نتایج .3جذول

 مذکور های ژن

 ΔΔCT Fold change-2 ژن

brpA 
45/4-2 04/0 

gtfB 
15/6-2 01/0 



تًلیااذایحبوًعااٍمحلااًن َاابپشيثیًتیااکاصثؼضاا عشفاا اص

تشکیجاب اصایگؼاتشدٌگاشيٌثیًلاًطعک محلاًن اعاه.کىىذم 

چبؿاى ،ماًادؿایمیبع ،داسي،ػىاًانثٍتًاوذم کٍَؼتىذاسگبویک

تشکیجاب اعاه.ثبؿذداؿتٍکبسثشديغیشٌمیکشيث ،آوت اکؼیذان،آوت 

ػفًواتربعگابٌعابػاختػغًحثٍَبپبتًطناتلبلاصَؼتىذقبدس

مـاخقمبعغکشيمبتًگشاف آصمبعؾاوزب ثب.آيسوذػملثٍممبوؼت

عکؼاشیتًلیاذتًاوابع َ مغبلؼٍاعهنکتًثبػیلَبیرذاعٍکٍؿذ

.داؿتسامیکشيثیبلضذتشکیجب 

دسَمکبسانيTanگضاسؿب عجق تشکیجاب آوابلیض،2020ػابل

ينکتًپلاوتبسي نکتًثبػیلًعکـتػًپشوبتبوتدسمًرًدؿیمیبع 

ؿىبػبع ضذمیکشيث تشکیت90کٍگشفتكًس ثشيعغثبػیلًع

وًوبدکابن،پیشلیذعًن،اػیذ،ثىضيئیکتشکیتچىذعهَبآنثیهاصؿذکٍ

آوابلیض.(23)داؿاتَمخاًاو مبمغبلؼب اصحبكلوتبعذثباعکًصان

دسنکتًثبػاایلًعگًوااٍديَااشؿااذٌاػااتخشادؿاایمیبع تشکیجااب 

گابصکشيمابتًگشاف دػتگبٌالکتشيویک یکتبثخبوٍتًػظمبیمغبلؼٍ

ؿاذٌؿىبػابع تشکیجب میبناصدادوـبنوتبعذيگشفتكًس مبعغ

نکتًثبػااایلًعدسيتشکیااات14،پلاوتااابسي نکتًثبػااایلًعدس

.ثًدوااذضااذمیکشيث خبكاایتداسایتشکیاات11ویااضسامىااًصيع

مـاتش كًس ثٍتشکیتچىذعهکٍدادوـبنتشکیجب اعهیمقبعؼٍ

ٍداسديرًدنکتًثبػیلًعیگًوٍديَشدس مـاتقب :اصػجبستىاذکا

ٍ.وًوبدکابناعکاًصان،اػیذ،ثىضيئیکفًساوًن،پیشيلیذعًن، ثاشایالجتا

میکشيثیااااابلضاااااذاحاااااشمکبویؼااااا ؿاااااذنسيؿاااااه
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.داسدثیـتشیتحقیقثٍویبصامبؿذٌاوزب مغبلؼبت تشکیجب اعه

َاابیسيؽاصثیًؿاایمیبع َاابیسيؽاوزااب اصپااغَمچىاایه

ٍؿىبػابع ثشایReal Time PCRيPCRوظیشمًلکًل  يَابگًوا

يgtfBَبیطنثیبنثشنکتًثبػیلًعَبیگًوٍمُبسیاحشا َمچىیه
brpAثاشایمغبلؼٍتبکىًنکٍؿذاػتفبدٌمًتبوغاػتشپتًکًکًعدس

احاشدادوـبنوتبعذ.ثًدوگشفتٍكًس اعشاندسbrpA طنمُبسسيی

ٍوؼاجتکفیاشديؽاصؿاذٌرذاػابصیَابینکتًثبػیلًعمُبسی ثا

.ثًدثیـتشقجل مغبلؼب دساػتبوذاسدَبینکتًثبػیلًع

2011ٍػبلدسَمکبسانيTahmourespourتًػظایمغبلؼٍدس ثا

ثشDSM20079 L.acidophilusاصؿذٌرذافبکتبوتثیًػًساحشثشسػ 

ٍثیاًفیل تـکیلسيی S. mutansيS.mutans ATCC35668یػاًع

احااشثشسػاا ثااٍَمچىاایه.ؿااذپشداختااٍدوااذاو پاالا اصؿااذٌرااذا

ٍدياعاهدسgtf A/Bطنديثیابنػاغ ثشؿذٌرکشثیًػًسفبکتبوت ػاًع

سيیثااشؿااذٌمـااتقثیًػااًسفبکتبوتکااٍدادوـاابنوتاابعذ.پشداختىااذ

اًوبع ثیًفیل ،تـکیلػغح ،خلًكیب  ماثحشَبطناعهثیبنياتلبلت

يL.rhamnosusمُااابسیاحاااشمغبلؼاااٍاعاااهدس،(24)ثاااًدٌاػااات

L.plantarumَبیطنثیبنثشgtfBيbrpA ٍديَاشکٍؿذثشسػ گًوا

لًیاذدسدخیلَبیطنثشمُبسیاحشپشيثیًتیک احاشيلا داؿاتىذثیاًفیل ت

.ثًدbrpAاصثیـتشgtfBطنمُبسثشَبآن

غىا يپشکابلشیوًؿیذو عککفیش،ديؽگفتتًانم پبعبندس

ٍاػتپشيثیًتیکَبیثبکتشیاص ٍاصصعابدیدسمابو احاشا کا :رملا

دسمابناعمىا ،ػیؼت تقًعتقىذخًن،تىظی گًاسؽػیؼت تقًعت

اعاه.داسديغیاشٌدواذانيدَابنَبیػفًوتاصپیـگیشیَب،آلشطی

خبيسمیبوٍیمىغقٍخلًفثٍدویبدسصعبدیمحجًثیتلجى وًؿیذو 

ؿاذٌآنسيصافاضينملاشفثبػاجيداسدعماشد رائقٍوًعخبعشثٍ

مىابعقمحلا کفیاشَبیديؽؿذ،دادٌوـبنَ مغبلؼٍاعهدساػت.

قبػاذٌاعهاصمختل َبیپشيثیًتیکثًدنداساثبَ اكفُبنمختل 

عکؼاشیاصيپیـاگیشیػالامت رُتَبآنملشفيوجًدٌمؼتخى 

ٍثبؿاذمفیذتًاوذم دوذانَبیپًػیذگ رملٍاصَبثیمبسی ٍکا الجتا

.ثبؿذم اوؼبو َبیمذلسيیثخلًفثیـتشمغبلؼب ویبصمىذ

 گیری وتیجه

ٍاتلابلثٍقبدسَبنکتًثبػیليعظٌثٍَبپشيثیًتیک تؼاذعليػاغًحثا

ارجابسیَاًاصیثا ياختیابسیَاًاصیثا َبیگًوٍربعگضعى ومًدن

اتلاابلفشاعىااذثااشتااأحیشثاابکااٍعااًسیثااٍَؼااتىذدَاابندسمًرااًد

ثااٍقاابدسؿااًوذ،ماا پًػاایذگ مًرااتکااٍَاابع اػااتشپتًکً 

پشعًدوتااابلَااابیثیمااابسیدعگاااشيدواااذانپًػااایذگ کااابَؾ

.ثًدخًاَىذ

يپلاوتاابسي نکتًثبػاایلًعضااذمیکشيث احااشا مغبلؼااٍ،اعااهدس

مًتابوغاػتشپتًکًکًعچًنَبع پبتًطنثشسامىًصيعنکتًثبػیلًع
ٍعًسیثٍثًدمـًُدطعىظعًالیغپًسفیشيمًوبعي ٍَا کا كاًس ثا

يگشفااتقااشاسثشسػاا مااًسدَاابآناحااشمًلکااًل َاا يفىااًتیپ 

تـاکیلاصممبوؼاتسؿاذ،مُابسثاشَبپشيثیًتیکاعهاحشیدَىذٌوـبن

َاابیثاابکتشیدسثیااًفیل تـااکیلدسمااًحشَاابیطنثیاابنيثیااًفیل 

 .ثًدمزکًسصایثیمبسی

مًلاذَبیثبکتشیاسصعبث یصمیىٍدسؿذٌاوزب مغبلؼب وتبعذثىبثش

پشيثیاًتیک َابیافضيدوا ػىًانثٍَب،نکتًثبػیليعظٌثٍاػیذنکتیک

ثاشایثاًدنضشسث ثشػلايٌَبثبکتشیاعهاصثؼیبسیغزاع ،كىبعغدس

اػاتامیذ.ثبؿىذم ویضافشادػلامت ثشمفیذاحشا داسایکىىذٌ،ملشف

ٍاصثشخا ثتًانمـبثٍمغبلؼب يمغبلؼٍاعهثیـتشتکمیلثب َابیػاًع

ؿذٌ تًاوابع ثبثًم َبیػًعٍػىًانثٍسااعشانػىت لجى مًاداصرذا

َمچىاایهيغاازاع مااًادكااىؼتدسيکااشدمؼشفاا پشيثیااًتیک 

.ومًدتزبسییاػتفبدٌدام َبیفشآيسدٌ
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کاذثابپضؿاک ؿىبػا میکشيةیسؿتٍاسؿذکبسؿىبػ یوبمٍپبعبن

يثاابکتشیگااشيٌماابل َاابیحمبعااتثاابکااٍاػاات51574عااشح

ٍثذعهيؿذاوزب اكفُبنپضؿک ػلً داوـگبٌؿىبػ يعشيع يػایل

كاًس بیَاَمکابسیثٍوؼجتساخًدقذسداو مشاتتوًعؼىذگبن

 .داسوذم اػلا مغبلؼٍاعهاوزب ثشایگشفتٍ
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Abstract 

Background: Tooth decay is one of the most common diseases, and Streptococcus mutans and Porphyromonas 

gingivalis have been found to play an effective role in causing advanced tooth decay. With the growing antibiotic 

resistance of bacteria, the use of probiotics has been investigated to reduce pathogenic bacteria in the oral cavity. 

The purpose of this study is to investigate the effect of probiotics isolated from traditional kefir dough on the two 

main causes of tooth deca.  

Methods: Two common species Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus were confirmed using 

microbiological techniques (phenotypic and molecular). The antimicrobial effects of these probiotic on 

Streptococcus mutans (ATCC 35668) and Porphyromonas gingivalis (ATCC 32277) were evaluated using the 

welling method and then the compounds present in their culture supernatant were identified by gas 

chromatography Mass spectrometry (GC-MS). 

Findings: The experiments revealed that Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus had a significant 

antimicrobial effect on Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis, potentially making them suitable 

candidates to control the disease. Lactobacillus plantarum decreased gtfB gene expression by 0.001 fold change and 

brpA gene expression by 0.007 fold change, also Lactobacillus rhamnosus decreased gtfB gene expression by 0.01 

fold change and brpA gene expression by 0.04 fold change. Also, GC-MS showed the presence of Pyrrolidione, 

Furanone, Benzoic acid, Icosane, Nonadecane derivatives in the supernatant of the tested probiotics. 

Conclusion: Considering the antimicrobial properties of bacteria isolated from traditional kefir buttermilk, they 

can be used as traditional probiotic strains with antimicrobial effect in fermented foods. 
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