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Background and Objectives: The bovine rumen is the suitable growth 

medium for many of the bacteria responsible for converting food into 

energy. In recent years, many rumen microbes have been identified and 

isolated using 16sRNA gene sequencing. Some microbes are suggested as 

food additives to promote the growth and production of animals. The use of 
probiotics as a feed additive has been induced by stimulating the positive 

effects on the host by creating a favorable balance of intestinal microflora. 

Therefore, this study aimed to isolate, identify and select lactic acid 

bacteria to produce probiotics from the rumen and feces of Sistani cows. 

 

Material and Methods: In this experiment, samples were taken from the 

rumen of 12 and the feces of 4 Sistani cows in the industrial slaughterhouse 

of Zabol city. The samples were transferred to test tubes containing liquid 

MRS culture medium and incubated at 39°C for 48 hours. After growing 

from the mentioned medium, the plates containing MRS agar were linearly 

cultured and the plates were incubated in aerobic conditions at 39°C for 48 

hours. The emerged colonies were examined for growth characteristics and 
morphology as well as purity. Gram-positive, spore-free, spherical negative 

catalase, and rod-shaped bacteria that did not produce beta hemolysis were 

tested for antimicrobial, acid, bile salt, and antibiotic susceptibility testing. 

 

Results: 84 isolates were investigated for antimicrobial activity against 

four species of Salmonella and one species of E. coli from the initial 158 

isolates of lactic acid bacteria, then the isolates obtained from the 

antimicrobial test were examined for pH resistance test. Thirteen samples 

selected from this experiment were studied for bile resistance test, of which 

five isolates were examined for antibiotic susceptibility testing and entered 

the final stage for genetic and molecular testing. There were only two 
isolates that were obtained by molecular testing and after sequencing and 

using NCBI software had a high genetic affinity with two bacteria 

Streptococcus infantarius (isolate A) and Enterococcus faecium (isolate B). 

These two isolates were observed as potential probiotics in Sistani cows. 

 

Conclusion: The general results of the study showed that isolates A and B 
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have suitable properties for being used as probiotics. These characteristics 

include high survival rates at low pH and 3% bile concentration, in addition 
to inhibition of pathogenic bacteria such as E. coli and Salmonella, as well 

as antibiotic resistance. Therefore, isolates A and B could later be used as 

probiotics in the ruminants’ feed. 
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 پروبیوتیک

 گاو سیستانی

ست که مسئول تبديل مواد غذذايی بذه   ا هاشکمبه گاو محل نگهداری بسیاری از باکتری سابقه و هدف:

 16sRNAی شکمبه با استفاده از توالی يذابی ژن  ها اخیر بسیاری از میکروب یها سالانرژی هستند. در 

ی خوراکی برای پیشرفت رشد و ها افزودنی عنوان به ها یکروباند. بعضی از م شناسايی و جداسازی شده

سبب تعادل مطلذوب  افزودنی خوراک  عنوان به هاپروبیوتیک . استفاده ازشوند تولید حیوانات پیشنهاد می

بنابراين، هدف از انجام ايذن تحقیذج جداسذازی، شناسذايی و انت ذاب       شود. میکروفلور روده میزبان می

 برای تولید پروبیوتیک از شکمبه و مدفوع گاوهای سیستانی است. کیتدلاکیاسی ها باکتری

س گاو سیستانی در کشتارگاه صنعتی أر 4و مدفوع رأس  12در اين آزمايش از شکمبه  :ها روشمواد و 

مايع  MRSی آزمايش حاوی محیط کشت ها ی اخذ شده به لولهها شد. نمونه گرفتهشهرستان زابل نمونه 

گذاری شدند. پس از رشد از محذیط   خانه گراد گرم درجه سانتی 39ساعت در دمای  48منتقل و به مدت 

1ی حاوی محیط ها مذکور بر روی پلیت
MRS ساعت  48به مدت  ها آگار کشت خطی انجام شد و پلیت

از نظذر   ظاهرشذده ی هذا  گرم انه گذاری شذدند. پرگنذه   گراد یسانتدرجه  39در شرايط هوازی در دمای 

ی گذرم مببذت،   ها و مورفولوژی و همچنین، خلوص مورد بررسی قرار گرفتند. باکتری خصوصیات رشد

ای شکل که همولیز بتا ايجاد نکردند، برای انجام آزمايشات ضذد   فاقد اسپور، کاتالاز منفی کروی و میله

 مورد بررسی قرار گرفتند.  ها بیوتیک میکروبی، تحمل به اسید، نمک صفراوی و حساسیت به آنتی

میکروبی علیذه  جدايه جهت انجام فعالیت ضد 84جدايه باکتری اسید لاکتیک 158از تعداد اولیه  :ها افتهی

مورد بررسی قرار گرفتند.  Escherichia.coli (E Coli )چهار گونه باکتری سالمونلا و يک گونه باکتری 

بررسی شدند. تعداد  pHمیکروبی جهت انجام آزمايش مقاومت به ی حاصل از آزمون ضدها سپس جدايه

نمونه منت ب از اين آزمايش جهت انجام آزمون مقاومت به صفرا مورد مطالعه قرار گرفتند که از اين  13

1. de Man Rogosa & Sharpe
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آزمايش  منظور بهبیوتیکی مورد بررسی قرار گرفت و  تعداد پنج جدايه جهت انجام آزمون حساسیت آنتی

 به دست 16sRNAمولکولی و توالی ژنتیکی از آزمون  آنچهژنتیکی و مولکولی وارد مرحله نهايی شد. 

قرابت ژنتیکذی بذالايی بذا دو     NCBI افزار نرمتنها دو جدايه بود که بعد از توالی يابی و استفاده از  ،آمد

داشت. اين  (Bجدايه ) Enterococcus faecium( و A)جدايه  Streptococcus infantariusباکتری 

 در گاوهای سیستانی مشاهده شدند. عنوان پروبیوتیک بالقوه  هب دو جدايه
 

 عنذوان  بذه ی مناسبی بذرای اسذتفاده   ها ويژگی Bو  Aی ها نتايج کلی تحقیج نشان داد جدايه گیری: نتیجه

درصد صفرا و  3پايین و غلظت  pHبالا در شرايط  یمان زندهنرخ شامل  ها پروبیوتیک دارند. اين ويژگی

 (E.Coli) زايذی همچذون   ی بیمذاری ها در مواجهه با باکتریو عدم رشد  یکیوتیب یآنتهمچنین، مقاومت 

Escherichi.coli و Salmonella  .ی ها جدايهاز بنابراين، استA  وB عنوان پروبیوتیک در خوراک  هب

 .نموداستفاده  توان یم نش وارکنندگان
 

 انت اب و شناسايی جداسازی،(. 1401) .سالم، ع.ف بن واله، م.، وفایمژگانی ن.،  الهی، م.، سنجابی، م.ر.، احراری، الف.، يوسف: استناد

 ،پذژوهش در نشذ وارکنندگان  . پروبیوتیذک  تولیذد  جهذت  گاوهذای سیسذتانی   گذوارش  دسذتگاه  کیدلاکتیاسذ  یها  باکتری

10 (1 ،)119-132 . 
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 مقدمه

 م تلذف  یهذا  محذدوديت  با شکمبه یها میکروب

 و (چربذذی)چذذون  طبیعذذی یهذذا محذذدوديت از اعذذم

)مبذل   هذا  خذوراک  از رخذی ب یا هيضد تغذ فاکتورهای

 کذه  يیها میکروب ،بنابراين اند. مواجه تانن و ساپونین(

 لذذا  ،هستند فرد منحصربه يابند، می پرورش شکمبه در

 و شذذ ی ت شذذکمبه، محذذیط بهتذذر فهذذم منظذذور بذذه

  .(1) است ضروری ها میکروب خصوصیت

 منظور به خوراک یها افزودنی اولین ها بیوتیک آنتی

 ،نذذذذذذذهمچنی و عفونذذت علیذذه حیوانذذات حفاظذذت

 وسذیع  اسذتفاده  به منجر که هستند ها آن رشد تحريک

 اسذذت. شذذده خذذوراک افزودنذذی عنذذوان بذذه هذذا آن

 کذه  یتیحساسذ  و مقاومت يجادا یلدل هب ها کیوتیب یآنت

نگران کننده هسذتند. بذه    د،نآور می به وجود انسان در

 ،حیذوان  و انسذان  در ییکبیوت آنتی مقاومت ايجاددلیل 

 سذال  از حیوانات خوراک در ها بیوتیک آنتی از استفاده

 در 2006 ژانويذه  در نآ مصرف و يافت کاهش 1990

 (.2) شذد  ممنذوع  یطذورکل  به اروپا اتحاديه کشورهای

 خود هذوجذذذت نیقذذذمحق مشکل، اين بر غلبه جهت

 بذر  عذلاوه  هکذ  نددنمو زکمتمريی اه ملکم افتني به را

 وی بهداشتوء س تبعات فاقد مطلوبی هایژگيو حفظ

 هایکوتیپروب از استفاده ،بنابراين باشند. یطیمح ستيز

 بذا  تذا  اسذت  گرديده مطرح خوراکی افزودنی عنوان به

 تعذادل  ايجذاد  توسذط  میزبذان  بر مببت اثرات تحريک

 .نمايد لقاءا را خود اثر ،روده ورذذروفلذذذمیک مطلوب

 کذه  هسذتند  ایزنذده  یها میکروارگانیسم ها پروبیوتیک

 زنذده  و کذرده  عبور گوارش دستگاه طول در توانند می

 و (3) انسذان  چذه  میزبان در سودمندی اثرات و بمانند

 ريذج ط از را کذار  ايذن  که باشند داشته (4) حیوان چه

 (.5) دهنذد  مذی  انجذام  جذذب  و هضذم  سیسذتم  بهبود

 میکروبذی  تذوازن  بذه  کمذک  با توانند می ها پروبیوتیک

 در برابذذر حیوانذذات طبیعذذی دفذذاع سذذبب ،شذذکمبه

 ها پروبیوتیک مببت اثرات شوند. زابیماری یها باکتری

 را حیوانذذات سذذلامتی و عملکذذرد یهذذا فراسذذنجه بذذر

 رشذد  یهذا  مهارکننذده  عنذوان  به ها آن نقش به توان می

 کذه  یطذور  بذه  داد. نسذبت  روده نذامطلوب  میکروفلور

 م اطی غشای روی شده يافت پروبیوتیک یها باکتری

 و هیذدروژن  پراکسید آلی، اسیدهای گوارشی، مجاری

 کننذده  کنتذرل  عنذوان  بذه  کذه  نمذوده  تولیذد  باکتربوسین

 که Salmonella و Escherichi.coli نظیر يیها پاتوژن

 اول یهذا  هفتذه  طی گوساله اسهال ايجاد اصلی عوامل

 انت ذاب  در (.6) نمايذد  مذی  عمذل  باشذد   مذی  زندگی

 پروبیوتیذک،  عنوان به استفاده برای میکروبی یها سويه

 شامل که بگیرد قرار توجه وردم بايد زيادی معیارهای

 فذرآوری،  و تولیذد  یهذا  جنبه زيستی، ايمنی یها جنبه

 بذذذدن، در آن موقعیذذذت پروبیوتیذذذک، تجذذذويز روش

 و اسید به تحمل و میزبان در شدن کلونی يا مانی زنده

 در هذا  پروبیوتیذک  مصرف با مرتبط نتايج .است صفرا

 اسذت.  نامشذ    و قذاطع  ریذ غ جذوان  یهذا  گوساله

 مببذذت راتیتذذ ث محققذذان از بسذذیاری وجذذود نيبذذاا

 و 7) اند نموده گزارش حیوانات رشد بر را بیوتیکپرو

 کیدلاکتیاس یها باکتری شامل ها پروبیوتیک بیشتر (.8

 باشذند.  مذی  صفراوی نمک و اسید به مقاوم که هستند

 م تلذف  یهذا  گونذه  شذامل  هذا  بذاکتری  از گذروه  اين

 و اسذترپتوکوکوس  بیفیديوباکتريوم، ،ها سیلوسلاکتوبا

 مقالذذه ايذذن هذدف  الذذذ (.9) هسذتند  هذذا انتروکوکذوس 

 گذاو  از کیدلاکتیاس یها باکتری شناسايی و جداسازی

 جذدا  یهذا  سويه پروبیوتیکی توان ارزيابی و سیستانی

 اکخذور  در پروبیوتیذک  عنوان به آن از استفاده و شده

 است. بیوتیک آنتی با یجانشین در حیوانات
 

 ها مواد و روش

 بععاکتری یهععا نمونععه جداسععا ی و آوری جمعع 

 گاو 12 شکمبهنمونه تازه از  116 تعداد :کیدلاکتیاس

 در سیسذذتانی گذذاو رأس 4 مذذدفوعنمونذذه از  42 و

 در و شذذد آوری جمذذع زابذذل شهرسذذتان کشذذتارگاه



 1401، 1، شماره 10پژوهش در نشخوارکنندگان، دوره 
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 39 دمذای  و هذوازی  شذرايط  در پلاستیکی یها بطری

 مذايع  یهذا  نمونذه  شذدند.  ارید نگذه  گراد سانتی درجه

 یهذا  لوله در صافی کاغذ از شدن صاف از بعد شکمبه

 یها لوله به شده اخذ یها نمونه شد. نگهداری دربسته

منتقذل و   مذايع  MRS کشذت  محذیط  حذاوی  آزمايش

 گذراد  یسذانت درجذه   39سذاعت در دمذای    48مدت  به

رشد از محذیط مذذکور   شدند. پس از  یگرم انه گذار

آگذار کشذت    MRSی حذاوی محذیط   ها پلیتبر روی 

سذاعت در   48بذه مذدت    هذا  پلیتخطی انجام شد و 

گرم انه  گراد یسانتدرجه  39شرايط هوازی در دمای 

ی ظذذاهر شذذده از نظذذر  هذذا پرگنذذه شذذدند. یگذذذار

خلذوص   ،مورفولذوژی و همچنذین   ،خصوصیات رشد

خال  که   کتریبا 84تعداد مورد بررسی قرار گرفتند. 

کاتذالاز منفذی کذروی     ،گرم مببت، فاقد اسپور همگی

 یها شيآزمابرای انجام  ،بودندز بتا همولیو فاقد شکل 

ی حذاوی محذیط   هذا  ارزيابی توان مهار رشد بذه لولذه  

MRS    درجذه   4منتقذل و در دمذای   آگار نیمذه جامذد

صذورت  ه بذ  هذا  اری شدند. اين کشتهدنگ گراد یسانت

خذال   ی هذا  سپس اين نمونذه د. شدنتجديد  ادواری

دو ی ها بعدی در میکروتیوب یها شيآزماجام انجهت 

 گراد یسانتدرجه  -20لیتری با گلیسرول در دمای  میلی

  (.10) ذخیره شدند

 مقذدماتی  شناسذايی  منظذور  بذه : گرم یزیآم رنگ ف(ال

 از ،کیدلاکتیاسذ  یهذا یترذذذذباک گروه به تعلج ازنظر

 مشذذاهد  یبذذرا ،آمذذده دسذذت بذذه تذذک یهذذا کلنذذی

 از پذس  هذا نمونذه  اين شد. گرفته نمونه پیومیکروسک

 بذه  رشذذگست تهیۀ و میکروسکوپ لام یرو بر انتقال

 روی ، بذر (PBSفسذفات بذافر سذالین )    محلول کمک

 یآمیذز رنگ تذذذکی از استفاده با و شدند تببیت شعله

 ینذور  روسکوپمیک زير در و گشته یآمیزرنگ گرم،

 .شذدند  بررسذی  برابذر  x100 و x40 نمايی درشت با

 مشذاهده  قابل بنفش رنگ به که مببت گرم یهایباکتر

 و شده ابذذذانت  ديگر یهاآزمايش انجام یبرا بودند

 بذودن  کوکوباسذیل  يذا  یامیله ،یکرو ازنظر آنها شکل

  .(12 و 11) شد مش  

 شذده  استريل پلاتین لوپ کمک با :کاتالاز آزمون (ب

 مببت گرم یهایباکتر از کلنی يک از یمقدار شعله با

 يک حذذسط به گرم، یآمیزرنگ آزمون از شده انت اب

 يذک  آن یرو بذر  و شد منتقل تمیز میکروسکوپ لام

 یهذا  باکتری در شد. ري ته درصد 3 هژنیاکس آب قطره

 اثر در ژنذذذاکسی دنذذش رها شذذذواکن مببت کاتالاز

 یهذا  حبذاب  صذورت  بذه  اتالازذذذذذذ ک آنذزيم  الیتذفع

 منفذی  کاتالاز یهاباکتری در شود. می مشاهده جوشان

  .(11 و 12) دادن رخ واکنشی هیچ

 وجذذود تعیذذین یبذذرا : وسذذپوراند یزیذذآم رنذذگ (ج

 یزیآم رنگ از ،شده داذذذذج یهایباکتر در اندوسپور

 در اندوسذپور  یجستجو و گرين( )مالاشیت اندوسپور

 یهذا گسذترش  منظذور  ايذن  بذه  .شد استفاده گسترش

 یرو بذر  هذا لام شذد.  تهیذه  لام یرو بر میکروسکوپی

 وشذذد  داده قذذرار جذذوش حذذال در آب یدارا ظذذرف

 بذا  و پوشذانده  یکاغذ دستمال از یاقطعه با گسترش

 .شذد  اشذباع  آبذی  درصذد  5 گذرين  مالاشذیت  محلول

 آب بذا  آرامذی  به و يافته ادامه دقیقه 5 مدت به حرارت

 سذذفرانین رنذذگ بذذا ثانیذذه 30 مذذدت بذذه .شذذده شسذذت

 خشک و شستشو لام سپس و انجام تباينی یآمیز رنگ

 x100نمذايی   درشت با پومیکروسک زير شد. سپس

  .(12) گرديد انجام رنگ سبز یهااندوسپور یجستجو

جدايه  84 :ها هبررسی خصوصیات پروبیوتیکی جدای

جهت ارزيابی خواص پروبیوتیکی  کیدلاکتیاسباکتری 

تحمذذل بذذه اسذذید،  میکروبذذی، ضذذدملذه فعالیذذت  از ج

انت ذاب  ی بیذوتیک  آنتذی صفرا و حساسذیت  ی ها نمک

 شدند.

در ايذن تحقیذج اثذرات     میکروبی:ضدفعالیت  آ مون

جدا شده از دستگاه  کیدلاکتیاسباکتری  ضد میکروبی

، 1740، 1730) سذالمونلا  گوارش با چهذار سذروتی   

 ای کذذذذولای( و يذذذذک سذذذذروتی   1648و  1621
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 ها  ذکر است سروتی  هقرار گرفت. لازم ب یموردبررس

 موسسذه  یشناسذ  کذروب یماز گنجینه میکروبی ب ش 

. تکبیر ندهیه شدرازی ت یساز سرمات واکسن و تحقیق

در  سذذالمونلاو  ای کذذولایی هذا  و نگهذداری بذذاکتری 

بگوشت انفوزيذون مغذز و قلذب و آبگوشذت     محیط آ

 .(13مغذی انجام گرفت )

به روش  کیدلاکتیاسی ها میکروبی باکتریتوان ضد

 کیدلاکتیاسذ ی هذا  ابتدا باکتری: نفوذ در چاهک آگار

مذايع   MRSهذوازی در محذیط   یصورت ب جدا شده به

 گذراد  یسذانت درجذه   39سذاعت در دمذای    24مدت  به

 650در  هذا  وژ کردن کشتیکشت داده شد. با سانتريف

 گذراد  یسذانت درجذه   4دقیقه در دمای  20مدت  به دور

حذف شدند. استريل کردن مذايع   ی باکتريايیها سلول

میکذرون   22/0 رويی کشت به کمک پالايذه بذا منافذذ   

کار بذرده   هدر همان روز ب آمده دست بهد. مايع انجام ش

آگار مغذی جامد با  یس یس 20ی حاوی ها پلیتشد. 

میکذرون   50تر با  آگار مغذی نرم که پیش تریل یلیم 10

ای و  سذالمونلا ی شذاخ  ) ها کشت شبانه از باکتری
( تلقیح شده بود، پوشذش داده شذد. سذپس بذا     کولای

سوراخ کن به قطر  بهپن چوبلوله فلزی  استفاده از يک

 پلیذت حفذره روی   5در مجذاورت شذعله    متذر  یلیم 6

در داخل هر يذک از حفذرات مذايع رويذی      ايجاد شد.

 کیدلاکتیاسذ ی ها کشت شبانه استريل يکی از باکتری

میکذرون ري تذه    50( به مقذدار  دکنندهیتولجدا شده )

 39سذاعت در دمذای    48مذدت   ها به پلیتشد. سپس 

شذذرايط هذذوازی در گرم انذذه  در گذذراد یسذذانتدرجذذه 

اله شفاف عدم رشذد  داری شد. در صورت ايجاد ه نگه

 گیذری شذد   ن با کولیس اندازهدر اطراف چاهک قطر آ

(14.) 

از  آمذده  دسذت  بهجدايه  84تعداد تحمل اسید: آ مون 

تحمذل بذه اسذید    آزمذون  جهت ضد میکروبی، آزمون 

باکتريذايی   سوسپانسذیون  از لیتر یلیم 5/0 استفاده شد.

لیتذذر بذذافر  میلذذی 10وارد  log cfu/ml) 1/9تذذا  9/8)

 مقادير با سالین آزمايشی یسر يک شد.فسفات سالین 

pH 2 ،3  بذذا اسذذتفاده از  5و(HCl 8 تنظذذیم )مذذولار 

 هذا  ولهذذذ ل. دش استفاده شاهد عنوان به pH 5د. از شدن

هذای  و ارگانیسذم  شدهه انکوب گراد یسانت درجۀ 39 در

 MRSساعت بذر روی آگذار    4و  5/2، 0زنده پس از 

(6/5 =pHبذذذه )  درجذذذۀ  39سذذذاعت در  48مذذذدت

 (.16و  15) شدندانکوبه و شمارش  گراد یسانت

جدايه مقاوم به شذرايط   13تعداد  صفرا: یها نمک اثر

 روش صذفرای بذا   یها نمک اثرات مطالعۀ جهت اسید

 قذرار گرفتنذد  آزمذايش  مورد  2016 و همکاران شیهاتا

سذی  سی 100گرم نمک صفراوی در 3/0. مقدار (17)

سذپس محلذول    .براث اضافه شذد  MRSمحیط کشت 

وژ شذده و  یدقیقه سذانتريف  10دور در  3400حاصل با 

 سذاعت  24و  12، 8، 4، 0 بعد ازو شد. دو بار شستش

تعذذداد  گذذراد یسذذانتدرجذذه  39در دمذذای انکوباسذیون  

MRS (6/5 =pH ) آگذار  یوی زنذده بذر ر  هذا  بذاکتری 

  (.18) شد شمارش

بذاکتری    جدايذه پذنج   :یبیوتیک آنتیحساسیت آ مون 

انت اب شده )مقذاوم بذه اسذید و صذفرا(      کیدلاکتیاس

ی بذا روش انتشذار   بیذوتیک  آنتیحساسیت آزمون برای 

آگذار   MRS( با استفاده از محذیط کشذت   19ديسک )

در ايذن روش از   بیوتیذک  آنتذی شذش   انت اب شذدند. 

: Lactamگذروه   -1ی م تلف اسذتفاده شذد.   ها گروه

 ،سذذیلین بازدارنذذده سذذنتز ديذذواره سذذلولی شذذامل پنذذی

ی گذذرم مببذذت: اريترومايسذذین، هذذا روه بذذاکتریگذذ -2

ی وسذیع الطیذف:   هذا  گذروه بذاکتری   -3ومايسین کوان

پروتئین: جنتامايسذین   بازدارندهگروه  -4تتراسايکلین 

در  کیدلاکتیاسذ و استرپتومايسین. هر جدايه بذاکتری  

MRS  سذاعت   18درجه بذه مذدت    39مايع در دمای

با استفاده گذاری شد. محلول کشت داده شده گرم انه

سذه   ري تذه شذد و در   پلیذت آپ اسذتريل روی  واز س

ی هذا  آگذار سذوآپ شذد. ديسذک     MRSحاوی  پلیت

قذرار   هذا  پلیذت ی بر روی بیوتیک آنتیاستاندارد عوامل 

درجذذه  39سذذاعت در دمذای   48گرفذت و بذذه مذدت   
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 بیوتیذک  آنتیگذاری شد. قطر مناطج بازدارنده گرم انه

ی شذذد. همذذه گیذذر بذذا اسذذتفاده از خذذط کذذش انذذدازه 

 چک شدند.  دو بار ها بیوتیک آنتی

یعابی   به روش تعوالی  کیدلاکتیاسی ها شناسایی جدایه

 کیدلاکتیاسذ ی هذا  ويژگی ژنتیکی جدايذه : 16sRNAژن 

بذذا  16sRNAبذذرای ژن  PCR واکذذنش تشذذکیل شذذده از

اندازی شد.   راه R 1429 و F 27استفاده از پرايمر جهانی 

قرار زير بود: شذرايط   هاز بای پلیمر شرايط واکنش زنجیره

مدت  گراد به درجه سانتی 95دمايی واسرشت سازی اولیه 

 45 گراد یسانتدرجه  95چرخه تکبیر شامل  30دقیقه،  5

درجذذه  72ثانیذذه و  45 گذذراد یسذذانتدرجذذه  55ثانیذذه، 

 مذدت  يک بسط انتهايی به در پاياندقیقه،  5/1 گراد یسانت

در دسذذتگاه  رادگذذ یسذذانتدرجذذه  72دقیقذذه در دمذذای  10

سپس در يذک ژل   PCRمحصول  ترموسايکلر انجام شد.

شت زمذان لازم،  ذپس از گ (.1 شکلد )% ديده ش1اگارز 

رز خذذارج و تحذذت اشذذعه ژل آگذذارز از تانذذک الکتروفذذو

بذرداری   ستگاه تصذويربرداری از آن عکذس  فرابنفش در د

فرستاده  یابي یتوالبرای  PCRشد. محصول خال  شده 

 NCBI BLASTرد پذژوهش در ديتذابیس  شد. تذوالی مذو  

 قرار گرفت. 
 

 
 PCR لمحصوژل الکتروفور   -1 شکل

Figure 1- Electrophoresis gel PCR product 

 
 نتایج و بحث

در میذذان اعضذذای   کیدلاکتیاسذذی هذذا بذذاکتری

ی هضذمی بسذیاری از   هذا  میکروفلورای طبیعی ب ذش 

 عنذوان  بذه  ،ی اولیذه و حیوانذات  ها شامل انسان ها گونه

شذوند.   بذا تذوان پروبیذوتیکی انت ذاب مذی      هذا  باکتری

جذدا شذده ابتذدا بذر اسذاس       کیدلاکتیاسی ها باکتری

تذذر بذذا روش طذذور دقیذذج هخصوصذذیات فنذذوتیپی و بذذ

 مولکولی شناسايی و غربال شدند. 

 ها رسی خصوصیات پروبیوتیکی جدایهبر

ی خذال  جهذت   هذا  هجدايذ  میکروبی:آ مایش ضعد 

 یهذا  کذه شذامل پذاتوژن    میکروبذی ضدفعالیت آزمون 

Escherichi.coli و Salmonella مذورد ارزيذابی   بود ،

 توسذط  زای بیمذاری ها فت. بازدارندگی باکتریقرار گر

گیذری قطذر منطقذه بازدارنذده )منطقذه روشذن(        ندازها

جدايذه   158از  دايهج 84بررسی شد. نتايج نشان داد 

ای کذولای  ی ها باکتریرشد توانند از  می  اولیه لخا
ايذن نتذايج بذا     .(1جلوگیری کنند )جدول  سالمونلا و

ه ک (1995اويارزابال و کنر ) نتايج گزارش شده توسط

توانذد رشذد    مذی  کیدلاکتیاسذ ی ها باکتری ندنشان داد

را محذدود کنذد،    سذالمونلا و ای کذولای  ی ها باکتری

 .(20) مطابقت داشت

تواننذد عوامذل ضذد     مذی  کیدلاکتیاسذ ی ها باکتری

میکروبی تولید کند که سبب فعالیذت ضذد میکروبذی    

ی پاتوژن و فاسذد شذود.   ها علیه بیشتر میکروارگانیسم

بعضی مذواد بازدارنذده رشذد     کیدلاکتیاسی ها باکتری

، پراکسذذید کیدلاکتیاسذذاسذذیدهای آلذذی،   ازجملذذه

هیدروژن، باکتريوسین، اتانول، دی اسذتیل اسذتالدهید،   

( 21کننذذد ) ربن و روتذذرين تولیذذد مذذیدی اکسذذید کذذ

 کیدلاکتیاسذ ی هذا  از بذاکتری  دشدهیتولاسیدهای آلی 

و افذزايش تولیذد پراکسذید     pHمنجر به کاهش سطح 

(. ايذن تولیذدات سذبب ايجذاد     22شذود )  هیدروژن می

ی م تلف )شذامل  اه مقاومت ضد باکتری علیه پاتوژن

(. 23شذوند )  ی گرم مببت و گرم منفی( مذی ها باکتری

بذرای انت ذاب    FAO/WHOيکی از معیارهذای مهذم   

شان بذرای بذروز    عنوان پروبیوتیک توانايی هارگانیسم ب

باشد  ی پاتوژن میها میکروبی علیه باکتری فعالیت آنتی

 A (Streptococcusی ها ايه(. نتايج نشان داد جد24)

infantarius  و )B (Enterococcus faecium )

بیشترين اثر ممانعت کنندگی را داشتند. اين نتذايج بذا   
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(. 20( مطابقت داشذت ) 1995نتايج اويارزابال و کنر )

افذذزايش  سذذمیمکانبذا   انتروکوکذذوس فاشذذیومبذاکتری  

 یهذا  یبذاکتر و جلوگیری از  (25) عملکرد متابولیکی

زا در دستگاه گوارش اثر مفیذدی بذر سذلامت    بیماری

 (. 27و  26میزبان دارد )

 

 سیستانی ی شکمبه و مدفوع گاوها جدایه آ مایش حساسیت ضد میکروبی -1جدول 

Table 1- Antimicrobial susceptibility testing of ruminal and fecal isolates of Sistani cattle  

 جداشدهنمونه 

Isolated sample 

 ها تعداد جدايه

Number of 
isolates 

 E. coliسويه 

E.coli 

 سالمونلا یزا یماریبی ها سويه

Pathogenic strains of Salmonella 

 Rumen    1730 1740 1648 1621  شکمبه 

1 5 11.5 12.4 12.2 11.6 12.6* 

2 4 13.25 11.5 11.0 12.5 13.0 

3 6 15.6 16.0 13.8 14.6 16.3 

4 5 13.6 13.2 10.8 11.0 12.6 

5 10 12.8 14.8 11.6 12.5 13.4 

6 7 12.3 12.6 11.5 10.8 12.0 

7 7 12.4 12.7 11.7 10.8 11.5 

8 6 12.1 12.1 11.1 10.6 10.5 

9 9 11.3 13.1 12.1 10.4 11.7 

10 7 13.8 14.1 11.7 11.0 11.2 

11 6 13.1 12.3 11.1 13.8 13.6 

12 7 10.8 11.0 10.8 8.5 10.5 

        Feces  مدفوع

M-1 7 11.7 11.4 13.8 10.1 12.1 

M-3 4 12.0 13.2 13.7 11.7 13.2 

M-7 5 11.8 14.8 12.0 12.8 14.4 

M-8 3 12.6 14.3 13.3 11.6 14.0 

      Sum 84جمع 

Numbers in millimeters*                 . متر میلی برحسب*اعداد 

      

و صذفرا   pH مقاومذت بذه   :تحمعل بعه اسعید   آ مون 

بذرای زنذده مانذدن و رشذد در      ها نیاز پروبیوتیک پیش

شیرابه گوارشی  pHسطح  .(16دستگاه گوارش است )

بسته به زمان تغذيه، مرحله رشد و نذوع حیذوان بذین    

هذای  ری(. شمارش بذاکت 28کند ) می تغییر 5/3تا  5/1

 هذا نشذان  زنده مانده در م لذو  بذاکتری   کیدلاکتیاس

 یا ملاحظه قابل طور به کیدلاکتیاسی ها دهد باکتری می

 دان نذه یچ pH 6/2بعد از يک سذاعت انکوباسذیون در   

 کنذد  مذی  شیرابه گورشی خوک تغییر pH 2/3طیور و 

هذای  pHید در برای تحمل اسذ  یجدا 84تعداد . (29)

بعد از  ساعت 4و  5/2، 0 یها زمان مدت در 5و  3، 2

شذاهد در   عنذوان  بذه  pH 5شدند.  آزمايشانکوباسیون 

 هذا  جدايذه درصذد   15نتايج نشذان داد  نظر گرفته شد. 

(. 2شذرايط اسذیدی فذذو  را تحمذل کردنذد )جذذدول     

سازی شرايط شکمبه  تحمل اسید به شکل شبیهآزمون 

معده حیذوان  طبیعی  pH که یطور بهحیوان انجام شد. 

رسذد.   مذی  3است که بعد از دريافت خوراک بذه   9/0

جدا شده اگر مقذاوم   کیدلاکتیاسی ها باکتری ،بنابراين

 (.30میرند ) به شرايط اسیدی نباشند، می
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 (10-3آ مون تحمل به اسید )رقت  -2جدول 

Table 2- Acid tolerance test (dilution 10 
-3

) 
pH=2 
T=4h 

pH=3 
T=2.5h 

pH=5 
T=0h 

 ها تعداد جدايه

Number of isolates 

 نمونه جدا شده
Isolated sample 

     Rumen شکمبه  

365.0
* 

575.0 735.0 1 1 

7.0 99.75 572.5 1 4 

184.93 213.31 250.5 4 5 

38.95 145.62 862.5 2 6 

269.0 322.5 336.5 1 10 

8.0 10.25 25.5 2 12 

   Feces مدفوع    

17.5 25.0 75.5 1 M-1 

32.5 257.5 390.0 1 M-7 

 Sum  جمع 13   

 محیط کشتمتر  باکتری اسید لاکتیک زنده بر میلیکلونی *تعداد 

Number of live lactic acid bacteria per millimeter of culture medium 
 

بذه   pHجايی که سطح ها از معده )با عبور باکتری

و پذیش از رسذیدن بذه     (،31)رسذد(   می 3تا  5/1زير 

، اغلذب  سذاعت  4 ای در مدت تقريبذا  رودهی ها ب ش

ويلذر و   (.20ماننذد )  مذی  های پروبیوتیکی زندهباکتری

در حیواناتی که  pHدامنه گزارش کردند  (1997نولر )

 ی گوارشذی هذا  در ب ذش  شذوند  با نشاسته تغذيه مذی 

شذذکمبه  pH کذذه یطذذور بذذه. (29) اسذذت 5/2 -2/6

 ، روده کوچذک و رکتذوم  5/2±4/1، شیردان 5/2±8/5

پذذايین  pHباشذذد. ظرفیذذت تحمذذل بذذه  مذذی 2/6 7/1±

(. 14و  10ی ديواره سلولی دارد )ها بستگی به ويژگی

تذر از   ی گذرم مببذت ضذ یم   هذا  ديواره سلولی باکتری

ی گرم منفی است که شذامل پپتیذدوگلیکان،   ها باکتری

(. 15) اسذذذید تیکونیذذذک و اسذذذید کلونیذذذک اسذذذت

پپتیذذذدوگلیکان سذذذاختار پلیمذذذری دی سذذذاکاريدی  

اسذتیل گذوکز    -انپنتوپپتیدی هستند که شامل دو قند 

و  (NAMاستیل مورامیک اسید ) -ناو  (NAGآمین )

شده با اين قندها توسط  پیوند چهار گروه آمینواسیدی

 هذا  تحمل بذاکتری  ،باشند. همچنین يک باند پپتیدی می

)کنتذرل   ATPaseبه اسید بسذتگی بذه فعالیذت آنذزيم     

کننده انتقال پروتذون از ديذواره سذلول(، نذوع محذیط      

ی ها باکتری (.33و  32کشت و شرايط کشت را دارد )

پروبیوتیکی بايد قبل از رسیدن به روده کوچک )جايی 

در حین انتقال  (.31) (رسد می 2تا  5/1به زير  pHکه 

مذانی داشذته    ساعت يا بیشتر توان زنده 4از شکمبه تا 

دهد وقتذی   اسید نشان میتحمل به يج انت (.29) باشند

pH 3  ی هذا  (، همه ايزوله34) رسد می 2و  1به مقدار

زيادی داشذته  تحمل تواند  می کیدلاکتیاسی ها باکتری

زمذذان مشذذاهده  باگذشذذتباشذد. کذذاهش درصذذد بقذذا  

اوهنذد  يج با نتايج گزارش شده توسط شود، اين نتا می

 . (34) هم وانی داشت 1999و همکاران، 

 معمذولا   هذا  چون پروبیوتیذک : مل به صفراحتآ مون 

-شوند، بايد توانذايی زنذده   می دهانی تجويز صورت به

مانی حین عبور از شذکمبه و روده کوچذک را داشذته    

پايین شذیرابه هضذمی    pHاومت به مق ،باشند. بنابراين

در شکمبه و نمک صذفراوی در روده کوچذک معیذار    

(. مقاومذت بذه   34) مهم انت ذاب پروبیوتیذک هاسذت   

کلذونی شذدن و فعالیذت     یازنیشصفراوی پی ها نمک

(. 35متابولیکی باکتری در روده کوچک میزبان است )

و  هذا  یلايذن امذر کمذک خواهذد کذرد کذه لاکتوباسذ       

ها به آسذانی بذه روده کوچذک رسذیده و     یلاکتوکوکس
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تشذذکیل کلنذذی دهنذذد و سذذبب تعذذادل میکروفلذذورای 

 3/0میانگین غلظت صفرا حدود . (21) گردند یا روده

که ممکن است در طول اولین ساعات باشد  می درصد

در اين مطالعه تحمل  (.3) نیز برسددرصد  2ضم به ه

 مورد بررسی قذرار گرفذت )جذدول    ،ها صفرا در سويه

غلظت مقاومت صفراوی را در  ها ويهسدرصد  38 .(3

سذاعت انکوباسذیون    24بعذد از گذشذت    درصد 3/0

 ی صذفراوی هذا  غلظت نمکدر  درهرحالنشان دادند. 

آزمون ی ها فاوت در توان زنده مانی سويهت درصد 3/0

معیذار  درصد  3/0غلظت  ،و همچنین شده وجود دارد

ی هذا  هذت غربذال سذويه   ج صفراویی ها نمکغلظت 

شد. با می (36و  16) ها گزارشابج با مقاوم بود که مط

و م تلف ی ها صفراوی در سويهی ها مقاومت به نمک

(. مقاومذت صذفرا   37متفاوت است ) ها حتی بین گونه

)آنذزيم   BSHبسذتگی بذه آنذزيم     هذا  در بعضی سذويه 

دارد کذه سذبب   صذفراوی(  ی هذا  هیدرولیز کننده نمک

 کذذاهشی صذذفراوی کونژوگذذه و هذذا هیذذدرولیز نمذذک

 .شود میی صفراوی فعال ها هیدرولیز سمیت نمک
 

 شکمبه و مدفوع گاو سیستانیی ها در جدایه ی صفراویها مت به نمکوامقآ مون  -3ول جد

Table 3- Bile salt resistance test in ruminal and fecal isolates of Sistani cattle 

 زمان انکوباسیون

Incubation time 
 تعداد جدايه ها

Number of isolates 
 نمونه جدا شده

Isolated sample 
  Rumen کمبهش  0 4 8 12 24

540.5 620.3 712.0 725.5 832.0* 1 1 

800.5 920.0 951.5 1000.0 1321.0 2 6 

480.0 500.0 620.2 698.0 723.5 1 10 

  Feces مدفوع      

682.5 722.0 800.5 834.0 923.0 1 M-7 

  Sum جمع 5     

 *تعداد کلونی باکتری زنده در هر میلیمتر محیط کشت

Number of live bacterial colonies per millimeter of culture medium  

 

نتذايج حساسذیت    :یبیعوتیک  آنتعی حساسعیت  مون آ 

بذا اسذتفاده از    کیدلاکتیاسذ هذای  ی باکتریبیوتیک آنتی

نشان داده شذد. ايذن    4 روش انتشار ديسک در جدول

ی هذا  بیوتیذک  آنتذی مقاوم بذه   Aجدايه  نتايج بیان کرد

 Bمايسذین، تتراسذايکلین و جدايذه    اريترو یلین،سذ یپن

 شکل) حساس به استرپتومايسین و جنتامايسین بودند

موافذج  ( 2008) ماسی کاسذانگ  . اين نتايج با نتايج(2

مقذاوم   کیدلاکتیاسهای بود که نشان داد بیشتر باکتری

. (7) ن، تتراسايکلین و اريترومايسین بودنذد یلیسیبه پن

ی هذا  مدفوع جوجذه  از کیدلاکتیاسباکتری ی ها جدايه

هذذای مبذذل بیوتیذذک آنتذذیبذذومی همچنذذین مقذذاوم بذذه 

کانامايسین و استرپتومايسین )گذروه آمینوگلوکوسذید(   

هذذای (. ايذذن ويژگذذی طبیعذذی بذذاکتری   38بودنذذد )

است که مقاومت ذاتی و اکتسذابی داشذته    کیدلاکتیاس

ژن هیچ گزارشی مبنی بر انتقال  درهرحال(. 39باشند )

بذه   ها بیوتیک آنتیمقاوم به  کیدلاکتیاسهای از باکتری

  (.40) گوارشی وجود نداردی ها میکروفلورا در ب ش

 
 ی جدایهکیوتیب یآنت:  حساسیت 2شکل 

Figure 2- Antibiotic sensitivity 
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 شکمبه و مدفوع گاو سیستانیبدست آمده ا   یها جدایه یبیوتیک آنتیحساسیت آ مون  -4جدول 

Table 4- Antibiotic susceptibility test of isolates obtained from rumen and feces of Sistani cow 
بیوتیک آنتینام   

Antibiotic name 
1 6 10 M-7 

 Penicillin  R R R R                     سیلین پنی

 Tetracycline  R R R R              تتراسايکلین

 Erythromycin R R R R           اريترومايسین

 Vancomycin S S S R             ومايسینکنو

 Streptomycin R R R S          استرپتومايسین

 Gentamycin R R R S               جنتامايسین

 :S حساس :Rمقاوم
R: Resistant – S: Sensitive 

 

یابی  به روش توالی کیدلاکتیاسی ها جدایهشناسایی 

و  Aی هذا  جدايه 16sRNAتوالی يابی  :16sRNAژن 

B  قرابت فامیلی زيذادی بذه  است کهStreptococcus 

infantarius  وEnterococcus faecium ايذذن . دارنذذد

عنذذوان پروبیوتیذذک   هدر اتحاديذذه اروپذذا بذذ  هذذا گونذذه

  .(1) است شده گزارش

 

 کلی یریگ جهینت

پذذس از انجذذام   ج ايذذن تحقیذذج نشذذان داد  نتذذاي

تذوان پروبیوتیذک و آزمذايش ژنتیکذی و      یها شيآزما

ی هذا  بذاکتری  یذب ترت ه)ب Bو  Aی ها جدايهمولکولی، 

Streptococcus infantarius و Enterococcus 

faecium) به عنذوان مناسبی برای استفاده ی ها ويژگی 

مذانی  نذرخ زنذده  شامل  ها پروبیوتیک دارد. اين ويژگی

صذذفرا و  %3/0 پذذايین و غلظذذت pHبذذالا در شذذرايط 

 زا همچذون بیمذاری ی هذا  جلذوگیری از رشذد بذاکتری   

Escherichi.coli  و Salmonella مقاومت  ،و همچنین

 Bو  Aی هذذا جدايذذه ،. بنذذابرايناسذذت یبیذذوتیک آنتذذی

پروبیوتیک در خوراک گاوها استفاده  عنوان بهتواند  می

 باشد. می درون تنی یاه شيآزمااما نیازمند  .شود
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