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Abstract 
 

Background and purpose: Dental plaque is a biofilm that is formed on the surface of the tooth. 
Carious lesions are caused by inappropriate ecological changes in microbial flora of the plaque biofilm. In 
this study, the effect of Lactobacillus casei bacteriocin, isolated from dairy products, was investigated on 
Streptococcus salivarius biofilm formation. 

Materials and methods: In this experimental study, MRS Broth and MRS Agar medium were 
used to isolate three strains of Lactobacillus casei probiotic from milk samples under microaerophilic 
conditions. The initial identification of Lactobacillus casei was performed by sugar fermentation and 
other biochemical tests. Then, 16SrRNA encoding gene was confirmed by PCR and sequenced. At last, 
Bacteriocin was isolated by ammonium sulfate sedimentation and its molecular weight was measured by 
SDS-PAGE and the antimicrobial activities were investigated. The Streptococcus salivarius were isolated 
from dental plaque and phenotypically and biotypically identified. Molecular confirmation of the isolates 
was performed using gtfK specific gene by PCR. The ability to form Streptococcus salivarius biofilm and 
the effect of bacteriocin on biofilm formation were measured by microtiter plate. 

Results: After partial purification of Lactobacillus casei probiotic from dairy products, two LC3 
and LC1 protein samples formed bands (35-40 kDa and about 75 kDa, respectively). The supernatant 
fluid from the cultivation of Lactobacillus casei and bacteriocins showed antibacterial effects against 
Streptococcus salivarius isolates from dental plaque and the formation of biofilm by this bacterium. 

Conclusion: According to this study, bacteriocin and supernatant fluid from Lactobacillus casei 
cultures could inhibit the growth of Streptococcus salivarius and also reduced biofilm formation, so, it 
could be used in oral care products. 
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 پژوهشی

جدا  لاکتوباسیلوس کازئیبررسی اثر باکتریوسین تولید شده توسط 
 شده از شیر با پتانسیل پروبیوتیکی بر توانایی تشکیل بیوفیلم توسط

 جدا شده از پلاك دندانی استرپتوکوکوس سالیواریوس
  

       2و1محمد مهدي سلطان دلال
        3محمد رضا افرادي

        4زهرا رجبی
        5کتایون صمیمی راد

  6یوسف عرفانی
  چکیده

شود. ضایعات پوسیدگی به علت سطح دندان ایجاد می در پلاك دندان در واقع یک بیوفیلم است که و هدف: سابقه
لوس لاکتوباسی اثر باکتریوسیندر این مطالعه  .شودایجاد می ،تغییرات اکولوژیکی نامناسب در فلور میکروبی بیوفیلم پلاك

  مورد بررسی قرار گرفت. استرپتوکوکوس سالیواریوسبر تشکیل بیوفیلم توسط  شیرپروبیوتیک جدا شده از  کازئی
شــیر هاي از نمونــه کیــوتیپروب لاکتوباســیلوس کــازئی هیســو3جداســازي ی ، مقطعــدر ایــن مطالعــه  ها:مواد و روش

 . شناســایی اولیــهصــورت گرفــت Candle jar)ار (دجار شمعدر  MRS Agar و MRS Broth طیو کشت در مح يسازیغن
 و سکانس PCRهاي بیوشیمیایی مربوطه صورت پذیرفت، سپس با هاي تخمیري قند و سایر تستبا تست کازئیلاکتوباسیلوس

16srDNAانجــام و  ومیــبا ســولفات آمون یدهرسوباز روش  نیوسیباکتردست آمده، تایید شد. تخلیص نسبی هاي بهتوالی
از  استرپتوکوکوس ســالیواریوسهاي جدایه شد. دهیآن سنج تیفعالگیري و اندازه SDS-PAGEوسیله ولکولی آن بهوزن م

دست آمده با استفاده از هاي بهصورت فنوتیپی و بیوتیپی شناسایی شدند. تایید مولکولی جدایهپلاك دندانی جداسازي و به
و بررسی اثر باکتریوسین  استرپتوکوکوس سالیواریوستشکیل بیوفیلم  انجام شد. توانایی  PCRبا روشgtfK ژن اختصاصی 

  بر تشکیل بیوفیلم با میکروتیترپلیت سنجیده شد.
شیر، در سنجش  پروبیوتیک جداسازي شده از لاکتوباسیلوس کازئی سویه 3 پس از تخلیص نسبی باکتریوسینها: یافته

 حــدود و لودالتــونیک 40تــا  35 هایی به ترتیب با وزن مولکولیباند LC1و  3LCدو نمونه  SDSPAGEها به روشوزن مولکولی آن
 هیعل یاییاثرات ضدباکتر ،هانیوسیباکتر و لاکتوباسیلوس کازئی دادند. مایع رویی حاصل از کشت لیدالتون تشک لویک 75

  دادند.شان ن ار از پلاك دندانی و تشکیل بیوفیلم توسط این باکتري استرپتوکوکوس سالیواریوس هايجدایه
و نیز  استرپتوکوکوس سالیواریوستوانایی مهار رشد  لاکتوباسیلوس کازئیباکتریوسین طبق نتایج این مطالعه  استنتاج:

  باشند.میبهداشت دهان  عیاستفاده در صنا يبرا یمناسب نیگزیو جا کاهش تشکیل بیوفیلم را دارند
  

  ، پلاك دندانیاسترپتوکوکوس سالیواریوس،  باکتریوسین، بیوفیلم ،لاکتوباسیلوس کازئی پروبیوتیک، واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
ــالدویپر يمــاریب از  یکــیدنــدان  یدگیو پوســ نت

 در سراســر جهــان یترین مشکلات بهداشتترین و مهمعیشا
ت ـها ممکن اسعوارض آن ایها يماریب نیاست. درمان ا

  کروبیمی دـض ياـاز داروه کیـستمـیتفاده سـه اسـب ازیــن
  

 E-mail: msoltandallal@gmail.com    بهداشت دانشکده تهران، پزشکی علوم دانشگاه پورسینا، خ قدس، خ بلوارکشاورز، :تهران -محمدمهدي سلطان دلال مولف مسئول:
  تهران، ایران پزشکی علوم دانشگاه بهداشت، دانشکده گروه پاتوبیولوژي، استاد، .1
  ایران تهران، پزشکی علوم دانشگاه غذایی، مواد لوژيمیکروبیو تحقیقات مرکز. 2
  تهران، ایران یپزشک علوم دانشگاه بهداشت، غذایی، دانشکده مواد شناسی میکروب . کارشناس ارشد3
  ایران تهران، پزشکی علوم دانشگاه غذایی، مواد میکروبیولوژي تحقیقات . دکتري میکروب شناسی، مرکز4
  تهران، ایران پزشکی علوم دانشگاه بهداشت، دانشیار، گروه ویروس شناسی، دانشکده. 5
 تهران، ایران کیپزش علوم دانشگاه ،پیراپزشکیدانشکده  استادیار، گروه علوم ازمایشگاهی،. 6
 : 13/11/1399تاریخ تصویب :              1/5/1399تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            27/3/1399 تاریخ دریافت  
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  و همکاران سلطان دلال يمحمد مهد     

  25       1400، اردیبهشت  196اره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                            دوره سی و یکم، شم              

 پژوهشی

دستگاه گوارش به  یکه باعث عوارض جانب ،داشته باشد
 ییایــمقاومــت باکتر ایجادها، کیوتیبیآنت عیوس فیط لیدل

از حــد  شیاستفاده بــ .)1(دشومی کیهاي آلرژو واکنش
 جــادیها منجــر بــه ادرمان عفونت يها براکیوتیبیاز آنت

امــر  نیــشــود و اها میکروبیهاي مقاوم در برابر مهیسو
هــاي باکتريرشــد  شیرا در معــرض خطــر افــزا مارانیب

 کــردیبــه رو يفــور ازیرو، ننیدهد. از ازا قرار میبیماري
تمرکــز  نیــعفونت وجــود دارد. ا يبرا نیگزیدرمان جا

هــا کیوتیپروب ایــها و کیوتیب يمنجر به ظهور پر دیجد
، یطــور ســنتشده است. بــه یدرمان یبهداشت يایمزا يبرا

 یبهداشــت يایــمزا جــادیها به ســمت اکیوتیو پروب شیپ
در حــال  نیبا ا .)2(انددستگاه گوارش متمرکز شده يبرا

 کیوتیبيهر دو) پر ایاستفاده از هر کدام (ر، یهاي اخسال
ماننــد  یاز گوارشــ ریــغ يکاربردهــا يبــرا کیوتیو پروب

در ي، نگهداري و سلامت پوســت و درمان عفونت ادرار
محافظت در برابر  يمحصولات بهداشت دهان و دندان برا

   .)3(کار گرفته شده استنیز به دندان یدگیپوس
اســت کــه  یاصطلاح عمــوم کیی یایباکتر پلاك

هــا) را کــه در يها (عمــدتا بــاکترســمیکروارگانیتجمع م
 هــایی کــهيهاي بزاق و باکتراز بافت يمریپل کسیماتر

ـــدان قـــرار دارد و  ي زابیمـــاريدر نقـــش در ســـطوح دن
ــدان و ب یدگیپوســ ــالیپر يمــاریدن ــایا ینقــش مهمــ ودنت  ف

 نیاولــ یهاي دهــاناســترپتوکوك .کندمی فیکند، توصمی
ــه تشــک ــتندلیگون ــلاك هس اســترپتوکوکوس  .دهنــده پ

پــلاك  و بلــوغ لیتشــک عوامــل نیاولــاز  یکــی ســنگوئیس
 کیـــ ســالیواریوس وساســـترپتوکوکاســت.  يبــاکتر

در  ژهیدهان به و یاز سطوح مخاط یکننده معمولزهیکلون
 وساســترپتوکوک زبان، مخاط و بزاق است. یپشتقسمت 

در  ینقــش مهمــ وسیواریاســترپتوکوکوس ســالو  وتانسم
 زایــیپوســیدگیدارنــد. خــواص  یدگیرشد و بلوغ پوس

هاي نامحلول از ســاکارز، گلوکان دیها به توليباکتر نیا
 تولیــد اســیدو  یسطوح دنــدان اتصال بهها در آن ییتوانا
علــت هپوسیدگی در کودکــان بــ .)5،4(دارد یها بستگآن
خصوص هنگام شب مربــوط هب رف مکرر مواد قنديمص

اقتصادي جامعه و تربیت خانوادگی  به عادات فرهنگی و
ــی ــارم ــد. از چه ــذایی،  باش ــم غ ــان، رژی ــاکتور (میزب ف

هاي مولد میکروارگانیسمفاکتور  ،میکروارگانیسم، زمان)
 پوســیدگی عامــل مهــم عنــوانهب نوع و تعداد، پوسیدگی

ــوثر  .)6(شــده اســت ثابــت ــهم ــودن گون ــف ب هــاي مختل
به عنوان پروبیوتیک در تعــداد زیــادي از  لاکتوباسیلوس

ها به عنــوان مطالعات به اثبات رسیده است و این باکتري
ــنعت غــذا و  ــک در ص ــزپروبیوتی ــل  نی ــوان عام ــه عن ب

در حــال حاضــر  .)8،7(انــدکننــده اســتفاده شــدهپیشگیري
ــان فرآورده ــی در جه ــوتیکی مختلف ــاي پروبی ــد ه و تولی

هســتند  از محصــولاتیحصولات لبنی شوند که معرضه می
زیادي عنوان یک فرآورده پروبیوتیک بالقوه توجه که به

عــلاوه  پروبیوتیــکاین محصولات . ندابه خود جلب کرده
مغذي با ارزشــی همچــون هاي زنده، مواد بر تامین باکتري

ـــرار  ـــدن ق ـــار ب ـــک در اختی ـــدهاي بیولوژی کلســـیم و پپتی
ــی ــدم ــه مکان). 10،9(دهن ــه ب ــا توج ــمیب ــار  س ــت و مه رقاب

 هايتوســـط اســـترپتوکوکوس زابیمـــاريهـــاي باکتري
هایی لوسیهاي لاکتوباستیتوان از متابولی، مویریدانس

ــوان پروب يکــه دارا ــت ــرا یکیوتی ممانعــت از  يهســتند ب
 ياثــر مهــار بای یهاهیاز سوده استفا باپلاك دندان  تشکیل

ـــ ـــرشیب ـــیدارو در محصـــولات، ت ـــد، ی  و بهداشـــتی مانن
 یکیوتیــهــاي پروبیخوراک و هاهیها، دهــان شــوردندانیخم

  .)11(استفاده نمودبردن پلاك دندان  نیب جهت از
 نیوســـیاثـــر باکتر یبررســـهـــدف از ایـــن مطالعـــه 

از با پتانسیل پروبیوتیکی جدا شده  لاکتوباسیلوس کازئی
اســترپتوکوکوس تشــکیل شــده ناشــی از  لمیوفیــببر شیر 

  باشد.می پلاك دندانی دست آمده ازهسالیواریوس ب
  

  هامواد و روش
  گیرينمونه

 برداريماه با دو مرحلــه نمونــه 6این مطالعه مقطعی طی 
گیري و کشت از شیر جهــت انجام شد. مرحله اول نمونه

حلـــه دوم و مر )12(لاکتوباســـیلوس کـــازئیجداســـازي 
بـــرداري از پـــلاك دنـــدانی جهـــت جداســـازي نمونـــه
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صورت گرفت.جهــت  )13(استرپتوکوکوس سالیواریوس
بــا تــوان پروبیــوتیکی،  لاکتوباسیلوس کــازئیجداسازي 

سطح مراکز عرضه در شهر تهران هاي مواد لبنی از نمونه
هــاي آوري نمونه پــلاك دنــدان از پلاكجمع شد. هیته

ن و ضایعات پوســیدگی دنــدان تشکیل شده بر روي دندا
ــکده  ــراجعین درمانگــاه دانش ــک از م ــط دندانپزش توس

نمونــه  85دندانپزشکی علوم پزشــکی تهــران انجــام شــد. 
ت هــاي حــاوي محــیط ترانســپوردر لولــهپلاك دنــدانی 

)PBS (و در دماي مناسب نگهداري و بــه  قرار داده شده
ــروب ــش میک ــگاه بخ ــد.آزمایش ــال داده ش ــی انتق  شناس

 ATCC 39392 لاکتوباســیلوس کــازئیهاي استاندارد سویه
اســترپتوکوکوس بــا قــدرت تولیــد باکتریوســین و ســویه 

 ایجادکننده بیوفیلم از مرکز ATCC: 13419 سالیواریوس
هاي سازمان پــژوهش علمــی ها و قارچکلکسیون باکتري

  و صنعتی ایران و نیز انستیتو پاستور ایران تهیه شد.
  

 س کازئی از نمونه شیرجداسازي لاکتوباسیلو

ــه ــهپــس از نمون ــري، نمون ها طــی دو ســاعت در گی
ــت  ــل و جه ــگاه منتق ــه آزمایش ــرد ب ــره س ــرایط زنجی ش

 9هــا بــه لیتــر از آنسازي و کشــت اولیــه یــک میلیغنی
ســاعت  24افزوده شدند و  MRS Brothلیتر محیط میلی

ــمعدر  ــار ش ــاي Candle jar( دارج ــه  37) بــا دم درج
ــانتی ــدند.گراد گرس ــذاري ش ــپس ماگ ــه س    يها رونمون

ــپل ــت Agar MRS تی ــاتیداده و پل کش ــه مــدت  ه   ب
گراد درجه ســانتی 37 يو دما Candle jarساعت در  48

مشــکوك  يهــایکلنــبر روي گرماگذاري شدند. سپس 
ــت ــو تس ــازي لاکت ــدا س ــت ج ــه جه ــی اولی هاي تکمیل

ـــگباســـیلوس ـــه رن ـــزي گـــرم (بررســـی ها از جمل آمی
هیدروژن پراکسید  تجزیهاتالاز (توانایی مورفولوژي)، ک

)2O2Hدر تنفس هوازي) انجــام شــد. ) به آب و اکسیژن 
 یشکل، گــرم مثبــت و کاتــالاز منفــ یلیباس يهايباکتر

ــاز ــس از ته يجداس ــو پ ــوان  هی ــه عن ــالص ب ــت خ کش
جهت انجام مراحل  لوسیمحتمل به لاکتوباس هايجدایه

ــده  طیدر محــ يبعــد  20 يحــاو MRS Brothنگهدارن

 رهیــذخگراد درجه سانتی -20 زریدر فر سرولیگلدرصد 
  .)14(شدند

  
 يهاگونــه صیجهــت تشــخ ییایمیوشــیب يهاانجام تست

  لوسیلاکتوباس
هــا از ي کربوهیــدراتبراي بررسی پروفایل تخمیــر

  قند (مرك، آلمــان) اســتفاده شــد. ایــن قنــدها شــامل  13
ــلوآرا-ال ــوز، س ــوز، ببین ــاکارز، رافین ــوربیتول، س یوز، س

، لاکتــوز، مــالتوز، ریبــوز، فروکتــوزگالاکتوز، گزیلوز، 
جهــت انجــام ایــن تســت از محــیط  .بیوز بودندملمانوز و 

MRS Broth محیط به عنوان  (فاقد گلوکز) اصلاح شده
  ).  3و2و1 شماره ولاپایه قندي استفاده شد (جد

  
در شــرایط  لاکتوباســیلوس کــازئیمیزان مقاومت  :1جدول شماره 

  اسیدي و صفرا
  

  سویه
  مقاومت به صفرا  pH: 2مقاومت به شرایط اسیدي 

)Cinh(  3h  0h  
1LC  910×4/2  910×4/4  04/0  
2LC 710×4/2  910×2/1  40/0  
3LC 810×4/1  810×2/2  1/0  

  
لاکتوباســیلوس قطر هالــه عــدم رشــد باکتریوســین  :2 شماره جدول
  استرپتوکوکوس سالیواریوسهاي بر علیه سویه کازئی

 

 استرپتوکوکوس سالیواریوس قطر هاله عدم رشد Lactobacillus casei سویه

*St1 St 2 St 3 
  LC1 mm11  mm17  mm7 باکتریوسین
 LC3 mm10  mm15  mm7 باکتریوسین

  

St*  مخففStreptococcus salivarius می باشد  

  
ــین : 3 شــماره جــدول ــین  MBCو  MICتعی ــر  LC3و  LC1باکتریوس ب

  استرپتوکوکوس سالیواریوس
  

 غلظت  زابیماريباکتري  نمونه باکتریوسین
MIC MBC 

  LC1 Streptococcus salivarius ATCC: 13419  1/0  20/0 باکتریوسین
  LC3 Streptococcus salivarius ATCC: 13419 20/0  20/0 باکتریوسین

  
دي بــا نــسپس براي هر یک از قنــدها محــیط پایــه ق

ــه شــد و درصــد  5/0 غلظــت ــر  200تهی ــر از ه میکرولیت
هــاي بــه چاهــک، محیط پایه قنــدي در شــرایط اســتریل

ـــت  ـــافه  96میکروپلی ـــه اض ـــد.خان ـــویه  ش ـــک س از ی
 ژن یــابیقــبلا بــا روش تــوالی که لاکتوباسیلوس برویس
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 پژوهشی

16SrDNA  قــرار گرفتــه بــود، بــه  تأییدمورد شناسایی و
محیط پایه قندي حــاوي  استفاده شد.مثبت عنوان کنترل 

باشد کــه در رموکروزل پرپل (مرك، آلمان) میبمعرف 
pH   باعــث بــنفش شــدن محــیط اولیــهدر  4/6تــا 6برابر ،

د نظر قند که جدایه مورشود. در صورتیرنگ محیط می
را تخمیر نماید، تولید اسید نمــوده و باعــث تغییــر رنــگ 

شود. سپس تســت هیــدورلیز آرژنــین و محیط به زرد می
ــا ــد در دماه ــانت 45و  15 يرش ــه س ــرادیدرج ــت  گ جه

  هاي فنوتیپی انجام شد.تکمیل تست
  

  تایید مولکولی لاکتوباسیلوس کازئی
 روش بــا گونــه ســطح در هــاجدایــه تایید تشــخیص

اســتخراج  .گرفــت انجــام 16S rDNA ژن الی یــابیتــو
DNA جوشاندن روش با )boiling( شد انجام)15(.  

   تـــــــک جفــــــی از PCR امــــــــجـان تــــــجه
ـــر  27F (CTCGTTGCGGGACTTAA-3′-′5) پرایم

GCAGCAGTAGGGAATCTTC-3′) 1522R (5′-   
  

ــد،  ــتفاده ش ــازئیاس ــیلوس ک ــویه لاکتوباس  ATCC س

 محصــولات مثبت درنظــر گرفتــه شــد و عنوان کنترلهب

PCR در و یابی توالی NCBI 16(شدند بلاست(.   
  

  هاي لاکتوباسیوسیوتیکی ایزولهببررسی توان پرو
 بــهلاکتوباســیلوس  يهــامقاومــت جدایــهبراي بررسی 

ــه ــدا جدای  MRS Brothهــا در محــیط شــرایط اســیدي ابت
ســاعت  48 کشت داده شدند و بــه مــدتاسپانیا) ، (شارلو

گراد ســانتی درجــه 37و دمــاي  candle jarشــرایط در 
وجود در هاي مکتريسپس غلظت با گرماگذاري شدند.

  تنظیم شد. CFU/ml 910شت، حدود این محیط ک
  

  شرایط اسیديمقاومت به 
  حــاوي  کــهایــن محــیط کشــت لیتــر از یــک میلــی

ــدود  ــهCFU/ml910ح ــود را ب ــاکتري ب ــی 9 ب ــر میل لیت
phosphate buffered) PBS Saline داراي (pH  2برابر 

نرمــال (مــرك،  HCL 1/0از pHجهت تنظیم  .ه شدفاضا

ــت  ــرل) جه ــفر (کنت ــان ص ــد. در زم آلمــان) اســتفاده ش
بــا ، PBS) در CFUهاي موجــود (شمارش تعداد باکتري
آگــار  MRSسازي کشت بــر روي استفاده از روش رقت

 pHکه در  لاکتوباسیلوس کازئیهایی از جدایه .تهیه شد
هــا زنده مانــده و تعــداد کلنــی شــمارش شــده آن 2برابر 

عنوان مقاوم به اسید نظر به نبود،  610		CFU/ml تر ازکم
  .)17،12(شدندگرفته 
  

  هاي صفراويمقاومت به نمک
ــه ــایی جدای ــازئیاز ه ــیلوس ک ــرایط  لاکتوباس ــه ش ک

اند، جهت بررسی مقاومت بــه نمــک اسیدي را تحمل نموده
نتخاب شدند. جهت انجام این تست از ا) Oxgallصفراوي (

بــراي هــر  .)18(داستفاده شــ Gilliland and Walkerروش 
 3/0داراي  MRS Broth یکــی حــاويدو لولــه،  جدایــه
 آلــدریچ،- (ســیگما Oxgall) نمک صــفراوي W/Vدرصد (

 بــدون MRS Brothلیتــر میلی 9 ن) و دیگري حاويآلما
Oxgall ــه ــه شــد. ب ــرل) در نظــر گرفت ــه  (کنت ــر دو لول   ه
میکرولیتــر) از کشــت تــازه جدایــه  90( درصــد 1مقــدار 

اضــافه شــد و  MRS Brothهــر لولــه  بــه لاکتوباســیلوس
گراد درجـــه ســـانتی 37دار در هـــا در جـــار شـــمعلولـــه

 8و  0ها در زمــان گرماگذاري شدند. میزان رشد جدایــه
نــانومتر  630تومتر در طول مــوج روفتساعت توسط اسپک

 فرمــول بــا صــفرا بــه جدایه ها مقاومت .اندازه گرفته شد
 ضــریب هاي باجدایه. گردید محاسبه (Cinh)مهار ضریب

  ).17(شدند گرفته نظر در صفرا به مقاوم ،4/0 از ترکم مهار
  

  جداشده جداسازي باکتریوسین از لاکتوباسیلوس کازئی
یوســین تولیــد شــده از بــه منظــور بررســی اثــر باکتر
اســــترپتوکوکوس هاي لاکتوباســــیلوس علیــــه ســــویه

ــن باکتريســالیواریوس ــط رســوب، ای ــا توس ــا ه ــی ب ده
آمونیوم سولفات تغلــیظ و تخلــیص نســبی شــدند. بــدین 

هاي مولد باکتریوســین، خنثــی منظور بعد از کشت سویه
سازي اثر اسید و جداسازي توده میکروبی، باکتریوســین 

دهــی بــا ســولفات آمونیــوم، ســط رســوبتولیــد شــده تو
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ه رسوب داده و تغلیظ شد. سپس باکتریوسین تغلیظ شــد
  دیالیز و فعالیت آن سنجیده شد.

  
ــالیواریوس  ــترپتوکوکوس س ــازي اس ــت و جداس از کش

  پلاك دهان
در محــیط  نمونه هاي پلاك دندان پس از هموژنیزه

ــد و ــت داده ش ــار کش ــالیواریوس آگ ــیس س    کشــت میت
  گراد در انکوبــاتور درجــه ســانتی 37دماي ساعت در  48

2Co ) دارMemmert ســاعت در قــرار داده  24) به مــدت
هاي بیوشــیمیایی هاي مشکوك تســتشد. بر روي کلنی

ـــد ـــکولین و قن ـــدرولیز اس ـــین، هی ـــدرولیز آرژن   هاي هی
گلوکز، مــانیتول، لاکتــوز، رافینــوز، آرژنــین، ملوبیــوز و 

ـــ ).18(ســـوربیتول انجـــام شـــد د مولکـــولی جهـــت تایی
ــــالیواریوس ــــترپتوکوکوس س ــــاس از ژن  اس ــــر اس   ب

  اســــتفاده  NCBIیــــابی از و تــــوالی gtfKاختصاصــــی 
ـــد. ـــت ش ـــام جه ـــت از PCR انج ـــک جف ـــر  ی پرایم

5'GTGTTGCCACATCTTCACTCGCTTCGG3' 
-gtfK forward primer                     و                 . 

5'CGTTGATGTGCTTGAAAGGGCACCATT
3' gtfK reverse primer ــتفاده ا ــدس ــویه  .)19(ش از س

بعنــوان  ATCC: 13419 اســترپتوکوکوس ســالیواریوس
   کنترل مثبت استفاده شد.

  
ی بــاکتري لاکتوباســیلوس کروبــیضد م تیفعال صیتشخ

  )Agar spot( يروش نقطه گذارکازئی با 
میکرولیتر از کشــت تــازه بــاکتري  10در این روش 

لیتــر میلی 7دا شــده در جــ استرپتوکوکوس ســالیواریوس
  درصــد آگــار)  7/0نیمــه جامــد (بــا  BHIمحــیط کشــت 

ــاي  ــا دم ــانتی 47ب ــه س ــپسدرج ــد. س ــه ش   5 گراد ریخت
ــــر از   ــــاکترمیکرولیت ــــ يب ــــازئ لوسیلاکتوباس و  یک

و  یجــدا شــده بــه صــورت تکــ ییروعیما و نیوسیباکتر
ــاً ــز پلیت توام ــهدر مرک ــا نقط ــد از ه ــدند. بع ــذاري ش گ

بررسی تولید هاله عدم رشــد توســط ساعت،  24گذشت 
 اســترپتوکوکوس ســالیواریوسباکتریوسین بر علیه سویه 

  .)20(ثبت گردید

 باکتریوســین) MIC(رشد غلظت مهارکنندگیترین کمتعیین
  لاکتوباسیلوس کازئی

رشــد ) MIC( ترین غلظــت مهارکننــدگیتعیین کم
ــــتفاده از روش  ــــا اس باکتریوســــین مــــورد بررســــی ب

Microdilution broth انجام  اییخانه  96در میکروپلیت
میکرولیتر محــیط کشــت  100ها شد. ابتدا درون چاهک

MRS Broth ســپس از باکتریوســین ســویه . ریختــه شــد
میکرولیتــر بــه چاهــک اول  100 یکــازئ لوسیلاکتوباســ

طــوري کــه اضافه شد و سري رقــت از آن تهیــه شــد. بــه
تــا  1 هــا ازغلظت نهائی مایع رویی از کشت، در چاهک

کرولیتــر از سوسپانســیون می 100تعیین شــد. ســپس  
ـــاي ســـلولی از هرکـــدام از ســـویه اســـترپتوکوکوس ه

ــالیواریوس ــت  س ــا رق ــراث ب ــون ب ــولر هینت ــیط م در مح
CFU/ml610 ×5/1  به هر چاهک اضافه شد. این آزمــون

 2Coاي در انکوبــاتور خانــه 96سه بار تکرارشد و پلیــت 
. ساعت گذاشته شــد 24مدت گراد بهدرجه سانتی 37 دار

ــس از ــویه  پ ــزان رشــد س ــان گرماگــذاري می ــی زم ط
براســاس تعیــین کــدورت  استرپتوکوکوس سالیواریوس

نــانومتر  590با استفاده از الایزا ریدر با جــذب ها چاهک
ترین غلظت جلوگیري کننده از رشــد ارزیابی شد. پائین

با مشاهده اولــین چــاهکی  استرپتوکوکوس سالیواریوس
جذب نوري صــفر،  که عدم رشد در آن مشاهده شد و با

   ).21(در نظر گرفته شد MICبه عنوان 
  

ــین کم ) MBCتــرین غلظــت کشــندگی بــاکتري (تعی
  لاکتوباسیلوس کازئیباکتریوسین 

ــک ــات چاه ــاوي از محتوی ــه ح ــف ک ــاي مختل ه
هــاي کــم تــر باکتریوســین بــوده و رشــد بــاکتري غلظت

در آن مشاهده نشــده بــود،  استرپتوکوکوس سالیواریوس
میکرولیتر بــه محــیط بــلاد آگــار کشــت داده 10به میزان 

بــه  MBCمیــزان ها سه بارتکرار شد و تمام آزمایش .شد
هــا عنوان غلظتی از باکتریوسین کــه در آن تمــام باکتري

   ).21(کشته شده بودند، در نظر گرفته شد
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  و همکاران سلطان دلال يمحمد مهد     

  29       1400، اردیبهشت  196اره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                            دوره سی و یکم، شم              

 پژوهشی

 بررسی تشکیل بیوفیلم توسط استرپتوکوکوس ســالیواریوس
یــوفیلم بــه روش ل بو بررسی اثــر باکتریوســین بــر تشــکی

  میکروتیتر پلیت
کشــت داده و  BHI agar ها را در محــیطابتدا نمونه

 هــايکلنی ساعت گرماگذاري کــرده، ســپس از 24مدت به
لیتــر میلی 10تک رشد کــرده بــر روي محــیط جامــد بــه 

درصدگلوکز تلقــیح کــرده  2/0حاوي  TSBمحیط مایع 
ــدت  ــه م ــاي  24ب گــراد درجــه ســانتی 37ســاعت در دم

اگذاري شدند. سپس کدورت را به نیم مک فارلنــد گرم
ــیون تهیــه شــده  )5/1×810(  200رســانده و از سوسپانس

 هايمیکرولیتر از باکتریوسین داخل چاهک 50میکرولیتر و 
 37 دمــاي ســاعت در 24میکروپلیت ریختــه و بــه مــدت 

ــاتور درجــه ســانتی گرماگــذاري دار  2Coگــراد درانکوب
ک را بیــرون ریختــه و شدند، ســپس فــازرویی هــر چاهــ

شســت و شــو داده شــد. در  PBSها سه مرتبــه بــا چاهک
 65ها را به مدت یــک ســاعت در دمــاي مرحله بعد پلیت

درجه سانتی گراد قرار داده تا کاملا خشک شود. ســپس 
دقیقــه  20بــه مــدت  کریستال ویولهآمیزي با رنگ رنگ

 انجام گرفت rpm 120بر روي انکوباتور شیکردار با دور 
هــا را بیــرون ریختــه و پلیــت و رنگ موجــود در چاهک

توسط آب شست و شو داده شد، سپس با جــذب نــوري 
   نانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر قرائت شد. 590در 

ها در این طول موج هایی که جذب نوري آنجدایه
معیــار مربــوط بــه نمونــه کنتــرل بیش ازسه برابر انحــراف

صــدگلوکزبود، از نظــر در 2/0حاوي TSB منفی (محیط
 OD هاي بــاتولید بیوفیلم مثبت در نظر گرفته شد. نمونــه

 ODهاي با فاقد بیوفیلم (غیرچسبنده)، نمونه 1/0تر از کم
عنوان بیوفیلم ضعیف (چسبنده ضعیف)، به 2/0تا 1/0 بین

به عنوان بیــوفیلم متوســط  3/0تا 2/0بین ODهاي با نمونه
بــه  3/0بــیش از  ODبــا هاي (چســبنده متوســط) و نمونــه

  ).22(عنوان بیوفیلم قوي (چسبنده قوي) ارزیابی شدند
 SPSS19نتایج حاصل از مطالعه به کمک نرم افزار 

مورد تجزیه و تحلیل آمــاري  Chi-Square testو روش 
   قرار گرفت.

  یافته ها
 يجداســاز کــازئی لوسیلاکتوباســجدایه  33نیاز ب

 طیشــرا کــازئی لیاســجدایــه لاکتوب 7از مواد لبنی،  شده
 7نیــا يرا تحمل نمودند. در مرحله بعد) PH=2ي (دیاس

ي از نظر مقاومــت بــه نمــک صــفراو دیمقاوم به اس هیسو
 نیقــرار گرفتنــد. از بــ ی، مورد بررســoxgallدرصد  3/0
 طیبــه هــر دو شــرا اوممقــ هیســو �3ً تــاینها ها،جدایــه نیــا

ن بــه عنــوا هاهیســو نیبودند و ا يو نمک صفراو يدیاس
ــا پتانســ ییهاهیســو طبــق  .شــدند دییــتأ یکیوتیــپروب لیب

 هایی، جدایــه19459 شماره ،هاي ایراناستاندارد پروبیوتیک
زنده مانــده و  2برابر  pH که در لاکتوباسیلوس کازئیاز 

 بودCFU/ml610 از بیشها تعداد کلنی شمارش شده آن
) inhCهایی کــه داراي ضــریب بازدارنــدگی (جدایهو نیز 

هاي مقــاوم بــه نمــک جدایه عنوانبودند، به 4/0تر از کم
ســویه پروبیوتیــک  عنــوانبــه  وصفراوي در نظر گرفتــه 

 هــايکازئیلاکتوباسیلوس ).1(جدول شماره شدند مشخص
هاي تخمیر قنــد در هــر دو دمــاي جداسازي شده با تست

    گراد رشد نمودند.درجه سانتی 45درجه و  15
جدایه مقاوم به اسید و  3پس از شناسایی مولکولی، 

ــایی رشــد در دو دمــاي  ــا توان درجــه  45و  15صــفرا و ب
یــابی ژن و توالی PCRسانتی گــراد، بــه روش مولکــولی 

16SrDNA  ــولات ــت. محص ــام گرف ــس از  PCRانج پ
یابی بــه شــرکت پیشــگام انجام الکتروفورز، جهت توالی

)MACROGEN کره جنوبی) ارسال شد و نتایج حاصل
هــاي موجــود در بانــک ژنــی ی با ســایر توالییاباز توالی
NCBI  درصــد بــه  98بلاست شد. هر سه ســویه بــیش از

   تعلق داشتند. لاکتوباسیلوس کازئی
 بــا ســولفات یدهرسوب توسطشده  دیتول نیوسیباکتر

  شده و رسوب حاصــله دیــالیز شــد رسوب داده  وم،یآمون
ـــولی آن به ـــیله و وزن مولک ـــنج SDS-PAGEوس    دهیس

دو شــود دیــده می 1که در تصویر شــماره  طورانهمشد. 
ــ LC1 نمونــه ــد حــدود  کی ــونیک 40تــا  35بان و  یلودالت
LC3 ـــد ـــویک 75در محـــدوده  يبان ـــون تشـــک ل    لیدالت

  شده است.
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  لوسیشده توسط لاکتوباس دیتول نیوسیاثر باکتر یبررس
 

  1400، اردیبهشت  196شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                           دوره سی و یکم،          30

  
  

  در  هانیوســیشــده باکتر لیتشــک يبانــدها ریتصــو :1تصویر شــماره 
SDS PAGE يهامربــوط بــه نمونــه بیــاز سمت چپ به ترتLC2, 

LC1 ،LC3 که دو نمونه  باشدیمLC140تــا  35بانــد حــدود  کیــ 
داده  لیدالتون تشک لویک 75در محدوده  يباند LC3و  یلودالتونیک

  فاقد باند می باشد. LC2و نمونه  است
  

هاي بیوشیمیایی (تخمیر قنــدها) هایی که تستنمونه
 اســترپتوکوکوس ســالیواریوسها طبق پروفایل تخمیري آن

ژن اختصاصــی  PCRمولکولی تســت  بود را جهت تایید
gtfK  نمونــه  35نمونه پــلاك دنــدانی  85گذاشته شد. از

بــا توجــه بــه  اســترپتوکوکوس ســالیواریوسمشکوك به 
هاي بیوشیمیایی جدا شد کــه از ایــن مورفولوژي و تست

بــا تاییــد  اســترپتوکوکوس ســالیواریوسســویه  29تعداد 
 2شماره  جدا شد. تصویر gtfKمولکولی با ژن اختصاصی 

و  544با وزن مولکولی حــدود  gtfKهاي ژن تشکیل باند
  دهد.کنترل مثبت نشان می مشابه نمونه

  

  
  

  کیلودالتون 544با وزن مولکولی  gtfKالکتروفورز ژن  :2تصویر شماره 
به ترتیب از سمت راست چاهــک ابتــدایی لــدر بــا وزن مولکــولی 

چاهــک ســوم  -یچاهک دوم نمونه کنتــرل منفــ -کیلو دالتون100
و  ATCC: 13419استرپتوکوکوس سالیواریوس نمونه کنترل مثبت 

  هاي استرپتوکوکوس سالیواریوسنمونه 5تا  1چاهک 

ـــی  ـــایع روی پـــس از جداســـازي باکتریوســـین و م
  کــه از مــواد لبنــی جــدا شــده بــود  لاکتوباسیلوس کازئی

ـــازي  ـــز جداس ـــالیواریوسو نی ـــترپتوکوکوس س   از  اس
صورت تکی و توامــاً بــا هباکتریوسین بپلاك دندانی اثر 

 )agar spot(مایع رویــی کشــت بــه روش نقطــه گــذاري 
سنجیده شد. میانگین قطــر هالــه عــدم رشــد باکتریوســین 

 استرپتوکوکوس هايبر علیه سویه لاکتوباسیلوس کازئی
 17تــا  7از  )Streptococcus salivarius( ســالیواریوس

ــی ــودمیل ــاوت ب ــر متف ــماره  مت ــدول ش ــتلاف 2(ج   ). اخ
ـــین بـــر روي بـــاکتري ـــذاري باکتریوس ـــان تاثیرگ    می

ـــت ســـویهمـــی ـــل میـــزان مقاوم ـــد بـــه دلی هاي توان
و نیز منبع جداسازي شــده استرپتوکوکوس سالیواریوس 

    ها باشد.آن
ـــائین ـــوگیريپ ـــت جل ـــرین غلظ ـــد ت ـــده از رش کنن

  بــا مشــاهده اولــین چــاهکی  اســترپتوکوکوس ســالیواریوس
  شــاهده گردیــد و بــا جــذب نــوري کــه عــدم رشــد در آن م

ــوان  ــه عن ــفر، ب ــزارش  MICص ــد. در گ ــه ش ــر گرفت   در نظ
ــه در آن رشــدي صــورت  ــین چــاهکی ک   نتــایج نیــز اول

 لاکتوباسیلوس کازئینگرفته بود با همان نسبت باکتریوسین 
  حجمــی  - صورت نســبت حجمــیبه MRSبه محیط کشت 

ــن ــه ای ــان شــد، ب ــا درصــد بی   حجمــی  Vaصــورت کــه و ب
  کـــه داخـــل هـــر  لاکتوباســـیلوس کـــازئیاکتریوســین از ب

حجــم کــل هــر چاهــک  bVباشــد و چاهــک موجــود مــی
  باشد.می

ــوفیلم تشــکیل شــده  ــر بی اثرگــذاري باکتریوســین ب
بــه روش میکروتیتــر  اســترپتوکوکوس ســالیواریوس توسط

نــانومتر توســط دســتگاه  590با جذب نوري در  که پلیت
  .)4الایزا ریدر قرائت شد (جدول شماره

ـــزان  ـــوري می ـــذب ن ـــزان ج ـــدول می ـــن ج   در ای
اســـترپتوکوکوس تولیـــد بیـــوفیلم توســـط ســـه جدایـــه 

و نیز میزان جذب نوري پس از نیم ســاعت سالیواریوس 
ـــا باکتریوســـین آورده شـــده اســـت. ســـویه  مواجهـــه ب

ــوزا ــودوموناس آئروژین ــوان  س ــتبعن ــرل مثب ــویه کنت  س
  استفاده شد.
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  و همکاران سلطان دلال يمحمد مهد     

  31       1400، اردیبهشت  196اره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                            دوره سی و یکم، شم              

 پژوهشی

  استرپتوکوکوس سالیواریوسي باکتریوسین بر تشکیل بیوفیلم توسط بررسی میزان اثرگذار :4 شماره جدول
  

 پس از مواجهه با باکتروسین St3 پس از مواجهه با باکتروسین St2 پس از مواجهه با باکتروسین St1 کریستال ویولهغلظت رنگ   زمان گرماگذاري با رنگ طول موج  

  261/0  524/0  240/0  596/0  127/0 479/0  درصد 2/0  ساعت LC1 590  5/0جذب نوري با باکتریوسین 
  384/0  524/0  201/0  596/0  181/0  479/0  درصد 2/0  ساعت LC2 590  5/0جذب نوري با باکتریوسین 

  411/0  619/0  درصد 2/0  ساعت 5/0  590  سودوموناس آئروژینوزاکنترل مثبت  سویه
  043/0  درصد 2/0  ساعت 5/0  590  کنترل منفی

  
  بحث

ـــا از مهمکتوباســـیلکـــه لاجـــاییاز آن ـــرین و ه ت
، )9،17،23(هاي پروبیــوتیکی هســتندترین میکروبفراوان

ـــک  ـــاکتري پروبیوتی ـــازي ب ـــژوهش، جداس ـــن پ در ای
از نمونــه لبنیــات ســنتی در شــهر  لاکتوباســیلوس کــازئی

جدایــه بــه عنــوان  8تهران صورت پذیرفت و در نهایــت 
هاي بیوشــیمیایی و با کمک روش اسیلوس کازئیلاکتوب

مورفولــوژیکی جداســازي و شناســایی شــدند. مطالعــات 
هــاي تر پس از بررسی پتانســیل پروبیــوتیکی جدایــهبیش

جدایه به عنوان پروبیوتیک شناسایی شــدند.  3جدا شده 
) و pH~ 2ها توانایی رشد در شرایط اســیدي (این جدایه

بودنــد. همچنــین مطالعــات هاي صــفراوي مقاوم به نمک
نشــان داد کــه هــر ســه  16srDNAیابی قطعــه ژنــی توالی

  هستند. لاکتوباسیلوس کازئیجدایه متعلق به 
ــــه ــــط در مطالع ــــه توس و  Maragkoudakisاي ک

 در فرانسه انجــام شــد، جداســازي 2006همکارانش در سال 
ها از محصولات لبنــی و بررســی خــواص لاکتوباسیلوس
، مورد بررسی قرارگرفت. در این گزارشها پروبیوتیک آن

جداســازي و  لاکتوباســیلوس کــازئیجدایه  29مجموعا 
ها توانایی مقاومت در برابر شناسایی شدند. تمامی جدایه

هاي صفراوي و پانکراتین و نمک pH=3شرایط اسیدي 
 pH=1ها به را داشتند. در حالی که تعداد اندکی از سویه

اشــتند. همچنــین هــیچ گونــه و آنزیم پروتئاز مقاومــت د
ــن پــژوهش گــزارش نشــده  فعالیــت باکتریوســینی در ای

 3در مطالعــه حاضــر پــس از جداســازي، تنهــا  .)24(است
ــه از  ــه  8جدای ــه  لاکتوباســیلوس کــازئی،جدای ــاوم ب مق

هــاي صــفراوي بودنــد و شرایط اســیدي و تحمــل نمــک
خواص پروبیوتیکی از خود نشــان دادنــد کــه در حــدود 

شــدند. تفــاوت درصد از کل جمعیت را شامل مــی 5/37

 Maragkoudakisدســت آمــده بــا پــژوهش هدر نتــایج بــ
ــه ــهاحتمــالا ب ــل تفــاوت در نمون هاي لبنــی و شــرایط دلی

هاي کشت مــواد نگهداري مواد غذایی همچنین آغازگر
اولیه جهت تهیه مواد لبنی مورد آزمــایش و نحــوه انجــام 

هــاي لاکتوباســیلوس در هــا بــوده اســت. لــذا گونــهتست
 در پژوهش تعیین نشده است. Maragkoudakisپژوهش 

جدایه با خواص پروبیوتیکی توانایی  3جدایه از  2حاضر
تولید باکتریوسین را داشتند، اختلاف دو پژوهش در این 

ها و منبــع تواند بخاطر تفاوت در گونه جدایهموضوع می
هــاي جداســازي و بیــان ژن تولیــد باکتریوســین در ســویه

  آغازگر منابع باشد.
توانــایی تولیــد باکتریوســین یکــی از به طــور کلــی 

باشد و تــاثیر هاي سویه پروبیوتیک میخصترین شامهم
بالاي باکتریوسین بر مزایاي سلامتی باکتري پروبیوتیک 

ها یــا ها، پپتیدباکتریوسین .)25(به خوبی اثبات شده است
ســط هایی با خواص ضدمیکروبی هســتند کــه توپروتئین

هــاي اســید لاکتیــک بــه شوند. بــاکتريریبوزوم سنتز می
روند عنوان یکی از منابع غنی از باکتریوسین به شمار می

ــه  ــورد توج ــان بودهو م ــیاري از محقق ــات بس ــد و تحقیق ان
هــاي متعددي در زمینــه جداســازي و شناســایی باکتریوســین

هــاي اســید لاکتیــک صــورت تولیــد شــده توســط بــاکتري
تــوان بــه هاي باکتریوسین مــیاز جمله کاربرد پذیرفته است.

اســتفاده بــه عنــوان مــواد نگهدارنــده غــذایی و عوامــل ضــد 
یکــی  .)27،26(ها اشاره کــردپوسیدگی دندان در خمیردندان

مقاومــت در برابــر  لاکتوباسیلوس کــازئیهاي از توانایی
شرایط دستگاه گــوارش، رشــد و ایجــاد کلنــی در روده 

بــه تــاثیر مســتقیم ایــن دســته از  اســت. همــین امــر منجــر
 شود. اگر چه نقــش ترکیبــاتها بر سلامت انسان میباکتري

تــوان را نمــی لاکتوباسیلوس کازئیتولیدي توسط گروه 
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  لوسیشده توسط لاکتوباس دیتول نیوسیاثر باکتر یبررس
 

  1400، اردیبهشت  196شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                           دوره سی و یکم،          32

لاکتوباســیلوس نادیده گرفت. اثرات غیر مستقیم گــروه 
ها از طریق ترکیبات تولیــدي را در درمان بیماري کازئی

ت مطالعات بیش تر در این ها و اهمیاز جمله باکتریوسین
  رساند.زمینه را به اثبات می

کــازئی جــدا شــده در لاکتوباســیلوس از ســه ســویه 
ــک  ــا کم ــتخراج و ب ــین اس ــر باکتریوس ــژوهش حاض پ

صـــورت جزئـــی دهـــی آمونیـــوم ســـولفات بـــهرســوب
 LC1سازي گردید.تولید باکتریوسین در دو سویه خالص

هــا بــا وسینمشاهده شد و وزن تقریبی این باکتری LC3و 
 78 ±5و  35 ±5ترتیــب بــه SDS PAGEکمــک روش 

  کیلو دالتون تخمین زده شد.
در پژوهشــی کــه توســط میردامــادي و همکــارانش 

هــاي لاکتوباســیل جــدا شــده از ســویهصورت پذیرفت، 
 هاي شیري سنتی ایرانی براي تولیـد باکتریوسـینهفرآورد

، گرم منفی استاندارد باکتري گرم مثبت سـویه 8بـرعلیـه 
. دو ســویه و مخمــر بــا روش انتشــاري غربــالگري شــدند

 هـاي تولیـدباکتریوسـینانتخاب و  لاکتوباسیلوس کازئی
 دهیالذکر با استفاده از رسوبسویه فوقدو توسط  شـده

با ایزوپروپانول و آمونیــوم ســـولفات و ســـپس دیـــالیز و 
 ودد.آزمایش ژل الکتروفوز وجش کرومـاتوگرافی تخلـیص

 کیلودالتون 2/66ا ت 45هایی با وزن مولکولی باکتریوسین
این مطالعه نشــان داد،  .مشـخص نمـودها را در این سـویه

ها لاکتوباســیلشــده توســط ایــن  هـاي تولیـدباکتریوسین
 هـــايقــادر بـــه مهـــار طیــف وســـیعی از میکروارگانیســـم

ــاري ــیبیم ــذایی م ــواد غ ــود در م ـــندزاي موج  .)28(باش
هــا گــروه هتــروژن طورکه اشــاره شــد باکتریوســینهمان

ها با اندازه و ساختار متنوع در ها و پروتئینهستند و پپتید
ــی ــدازه ایــن گــروه جــاي م ــایج حاصــل از ان ــد. نت گیرن

مورد مطالعــه در ایــن پــژوهش بــا ســایر هاي باکتریوسین
  .)28(برندها در توافق به سر میپژوهش

پلاك دندانی یکــی از عوامــل مهــم در پوســیدگی 
ها کرویه آنتی بیوتیرود و مصرف بیدندان به شمار می

هاي مقاوم به آنتی بیوتیک منجر به افزایش و ظهور سویه
 هاي جلــوگیريکارپوسیدگی دندان شده است. یکی از راه

هــا در و درمان پوسیدگی دنــدان اســتفاده از پروبیوتیــک
هاي تولیدي توسط این دســته رژیم غذایی و باکتریوسین

 ها در لوازم بهداشــتی مراقبــت از دنــدان ماننــداز باکتري
در نتیجــه در  .)29(باشــدخمیــر دنــدان و دهــان شــویه مــی

پژوهش حاضر تاثیر باکتریوسین تولیــد شــده توســط دو 
بــر بــاکتري  LC2و  LC1جدایــه لاکتوباســلوس کــازئی 

ـــدانی در  ـــلاك دن ـــده از پ ـــدا ش ـــترپتوکوکوس ج اس
هاي سطح کلان شهر تهــران مــورد بررســی دندانپزشکی
  قرار گرفت.

بیوفیلم دندانی یک فرایند بیولوژي اســت کــه طــی 
هاي سطی دندان متصل هاي دهانی به پروتئینآن باکتري

ها منجر به ایجاد پــلاك دنــدانی شده و رشد و تکثیر آن
ــوع و گــردمــی د. همچنــین مطالعــات نشــان دادنــد کــه ن

هــاي دهــان بــا تغییــر در رژیــم غــذایی و فراوانی باکتري
  .)30(کندمصرف محصولات حاوي پروبیوتیک تغییر می

تــرین یکی از فــراوان استرپتوکوکوس سالیواریوس
هاي دهانی است. مطالعات نشــان دادنــد کــه ایــن باکتري

ن هــایی اســت کــه در دهــاگونه باکتري از اولین باکتري
و به ایــن  )31(کندنوزاد چند روز پس از تولد اجتماع می

گونه غالبا استرپتوکوکوس به عنوان یکی از فراوان ترین 
هاي فلور دهان، ابتداي مجراي تنفسی و روده باقی باکتر
هــا اي از آنــزیمهــا دســته. گلوکوترانســفراز)32(مانــدمــی

ضروري  گلیکوکونژوگهترکیباتی تولید هستند که براي 
هاي اســترپتوکوك این آنزیم در تجمع گونه .)33(هستند

اســترپتوکوکوس  در دهان نقش ضــروري دارد. بــاکتري
ـــ ســـالیواریوس امحلول در آب از بـــا تولیـــد گلوکـــان ن

ــزیم گلوکــوز ترانســفراز در ایجــاد  ســوکروز توســط آن
  .)34(کندپوسیدگی دندان نقش ایفا می

هاي تولیــد ه حاضر اثر بخشی باکتریوســیندر مطالع
ـــط دو جدایـــه  ـــده توس ـــر LC3و  LC1ش بـــاکتري  ب

Streptococcus salivarius ATCC: 13419 بــا روش 
 تــرین غلظــتمیکروتیتر پلیت مورد بررسی قرار گرفت. کم

) براي این دو باکتریوسین بــه ترتیــب MIC( مهاري رشد
بررســی  تخمــین زده شــد. همچنــین مطالعــات 2/0و  1/0
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  و همکاران سلطان دلال يمحمد مهد     

  33       1400، اردیبهشت  196اره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                            دوره سی و یکم، شم              

 پژوهشی

 اســترپتوکوکوس ســالیواریوستشکیل بیــوفیلم بــاکتري 
و  LC1هــاي نشان داد که پــس از تیمــار بــا باکتریوســین

LC3 یوفیلم تا حدودي کاهش یافته است.تشکیل ب  
  و همکــــارانش در ســــال  Simmondsدر مطالعــــه 

ـــین  1995 ـــر باکتریوس ـــده Zoocin Aاث ـــیص ش  تخل

Streptococcus zooepidemicus strain 4881  بر روي
 اســترپتوکوکوسازجمله  هاي عامل پوسیدگیاسترپتوکوك
، استرپتوکوکوس موتانس، استرپتوکوکوس سالیواریوس

سوربینوس و استرپتوکوکوس ســنگوئیس ســنجیده شــد. 
ــه حــدود دو دقیقــه هــاي حاصــله از اي پــلاكمواجه

هاي استرپتوکوکوس موتانس، اســترپتوکوکوس باکتري
وز با این باکتریوســین ـز ویسکـسومایـس و اکتینـسنگوئی

با کاهش میزان پلاك و تعداد استرپتوکوکوس موتانس 
ـــود. همچنـــین  ـــراه ب ـــه 18هم ـــد از جدای ـــاي درص ه

بـــه ایـــن باکتریوســـین  اســـترپتوکوکوس ســـالیواریوس
هــاي در مطالعــه حاضــر ســویه ).35(حساسیت نشان دادند

لاکتوباسیلوس تولیدکننده بیوفیلم همگی به باکتریوسین 
پروبیوتیکی حساسیت نشان دادند. وزن مولکــولی  کازئی

، اســترپتوکوکوس ســالیواریوسهاي باکتریوسین، جدایه
ها و اخلاف در سویه تولیدکننده باکتریوســین میزبان آن

ــاثیر روي  ــزان ت ــلاف در می ــل اخ ــترپتوکوکوس عام اس
ــا ایــن حــال در هــر دو مطالعــه ســالیواریوس هــا باشــد. ب

 هــايید بیوفیلم و تعداد اســترپتوکوكباکتریوسین میزان تول
  ویریدانس موثر بودند.

ــد کــه  ــه حاضــر نشــان دادن ــایج حاصــل از مطالع نت
ها و مایع رویی حاصل از کشت تولیــد شــده باکتریوسین

 پروبیوتیــک داراي لاکتوباسیلوس کــازئیتوسط دو جدایه 
 خواص ضدمیکروبی هستند و توان مهار تشکیل بیــوفیلم در

 را دارنــد و جــایگزین کوکوس سالیواریوساسترپتوباکتري 
باشند و مناسبی براي استفاده در صنایع بهداشت دهان می

  قابلیت جلوگیري از پوسیدگی دندان را دارند.
  

  سپاسگزاري
ــه نتیجــه بخشــی از  ــن مقال مرکــز  طــرح مصــوبای

پزشــکی  دانشگاه علومتحقیقات میکروبیولوژي مواد غذایی 
 راردادـقــ ه شــمارهـران بــی تهـانـی درمــداشتـات بهـخدم و

ــا کــد اخــ 37783  IR.TUMS.VCR.REC.1397.250 لاقـب

از معاونت محترم پژوهشــی دانشــگاه  وسیلهباشد. بدینمی
علوم پزشکی تهران که حامی مالی این طــرح تحقیقــاتی 

  تشکر را داریم. اري وزباشند، کمال سپاسگمی
  

  تضاد منافع
دگان بیــان ـیسنــط نوـع توسـارض منافـهیچگونه تع

  .نشده است
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