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  چكيده 
دي جهت پيشگيري و درمان عفونتهاي دستگاه گوارش استفاده از پروبيوتيك ها مـي              امروزه يكي از راه كارهاي پيشنها     : سابقه و هدف  

. ومنطقه جغرافيايي جداسازي پروبيوتيك هـا اسـت       ) غذايي يا انساني  (از عوامل مهم در اثر بخشي پروبيوتيك ها ، منشا جداسازي          . باشد
ا هدف تعيين تاثير پروبيوتيك هاي جـدا شـده از فلـور روده              لذا اين مطالعه ب   . پروبيوتيك هاي موجود در كشور ما اغلب تجاري هستند        

  .شايع دستگاه گوارش به منظور معرفي پروبيوتيكهاي با منشاء داخلي انجام گرديدكودكان شهر اصفهان عليه پاتوژن هاي 
جـدا  ) A7(پلانتاروم،)SH5(،اسيدوفيلوس)L519(در اين مطالعه تجربي اثر ضد ميكروبي پروبيوتيكهاي لاكتيك رامنوسوس         : روش كار 

 PTCC(،سالمونلا تيفـي موريـوم  )PTCC1188 شيگلا ديسانتري(شده از فلور روده كودكان عليه پاتوژن هاي شايع دستگاه گوارش 
ــا ايجــاد چاهــك تعيــين گرديــد ))PTCC 1270 (واشرشــياكلي انتروپــاتوژن)1622 ــا روش انتــشار در آگــار ب بــه منظوركــاهش .ب

  . مقايسه گرديدSPSS(version 13)انگين قطرهاله عدم رشد سه پروبيوتيك با نرم افزاراماريبار تكرارشد و مي3خطاهرازمون
بيشترين اثـر مهـاري مربـوط بـه لاكتوباسـيلوس           . بود  ).mm57/1-+4/13( متوسط قطر هاله عدم رشد براي سه پروبيوتيك         : يافته ها 

و كمترين اثـر    %) 95 ميلي متر با حدود اطمينان       76/17 تا   89/14 (  ميلي متر  33/16/+ - 057/0پلانتاروم عليه سالمونلا تيفي موريوم      
 ميلي متر با 76/12 تا 89/9(  ميلي متر 33/11/+ - 57/0بود  مهاري مربوط به لاكتوباسيلوس رامنوسوس عليه اشرشياكلي انتروپاتوژن

  %). 95حدود اطمينان 
و مقايسه آن با مطالعات     . عليه پاتوژنهاي شايع دستگاه گوارش بودند     پروبيوتيك لاكتيك داراي اثرمهاري چشمگيري      3هر: نتيجه گيري 

ــاثير بيــشتر انهاســت   ــا منــشاغذايي و تجــاري نــشان دهنــده ت از ايــن روپيــشنهاد مــي گــردد درانتخــاب  .  بــر روي پروبيوتيكهــاي ب
  .وكاربردپروبيوتيك ها به منشاء جداسازي ومنطقه جغرافيايي منطبق با آن توجه گردد

   لاكتوباسيلوس،پروبيوتيك،پاتوژن هاي روده اي : يديواژگان كل
  
  

  مقدمه
تنها (هاي حاد دستگاه گوارش در سراسر جهان ، دومين رتبه را   بيماري

. اند به خود اختصاص داده) هاي حاد دستگاه تنفس فوقاني  پس از بيماري
هاي گوارشي   از جمله شايع ترين عوامل باكتريال در عفونت

انتروهموراژيك ، انترو (موريوم ، اشرشياكلي    ، سالمونلاتيفيشيگلاديسانتري
  ). 1-3(، يرسينياانتروكوليتيكا و كامپيلوباكترژژوني است... ) پاتوژنيك و 

هاي  امروزه بدليل دسترسي آسان ، قيمت نسبتا ارزان و بروز بيماري
گيرد كه  ها چنان فراوان و وسيع انجام مي بيوتيك مختلف مصرف آنتي

هاي باكتريايي مقاوم و متعاقب آن مشكلات  گيري جمعيت جر به شكلمن
آيد و همينطور بروز  درماني حتي در مواردي كه بيماري بنظر ساده مي

طبق تعريف . عوارض جانبي بر ميزبان و ضرر و زيان اقتصادي شده است 

WHOهاي زنده كه وقتي در  ها عبارتند از ميكروارگانيسم  پروبيوتيك
تعادل مورد استفاده قرار بگيرند در سلامتي ميزبان مفيد خواهند مقادير م

  اين است كه FAO/WHOشرايط انتخاب پروبيوتيك طبق توصيه . بود
ها بايد قادر به اعمال اثرات مفيد خود بر روي ميزبان به واسطه  پروبيوتيك

ها به دهه اول  ايده پروبيوتيك).  4(رشد و فعاليت در بدن انسان باشند 
 Elieوقتي كه باكتريولوژيست اوكرايني .گردد رن بيستم برميق

Metehnikof طي مطالعه فلور روده انسان اين ) 1908( برنده جايزه نوبل
فرضيه را ارائه كرد كه طول عمر و سلامتي مردم بلغار نتيجه مصرف 

وي مدتها بعد ثابت كرد كه ماست حاوي . باشد هاي لبني مي فراورده
روري جهت محافظت روده از اثرات مخرب ساير هاي ض ارگانيسم
  ).  5-7(باشد هاي خطرناك مي باكتري
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ها به عنوان بخشي از يك رژيم  اخير از نقش مهم پروبيوتيك لميهاي ع داده

هاي ميكروبي به شدت  غذايي سالم براي انسان جهت جلوگيري از عفونت
توان  ها مي و از جمله مهمترين كاربردهاي پروبيوتيك) 8(كنند حمايت مي

  .به  نقش آنها در پيشگيري و درمان اسهال عفوني حاد اشاره كرد
هاي موجود ، منشا تجاري داشته و تحقيقات بر روي آنها  تيكاكثر پروبيو

اين گونه تحقيقات در . در كشور ما تنها محدود به مطالعات پايه بوده است 
شود  جوامع ديگر به لحاظ ويژگي و اهميتي كه در موضوع حس مي

باشد اما در كشور ما كاملا نوپا بوده و  هاست كه در حال پيگيري مي سال
ي تحقيقات گسترده و منطبق بر شرايط بهداشتي ، جغرافيايي ، زمينه برا

اپيدميولوژيك ، اقتصادي ، اجتماعي و فرهنگي بر روي اين مساله مهم مهيا 
ها  عليرغم تمام مطالعات انجام شده  براي تاثير بيشتر پروبيوتيك.  باشد مي

بصورت بر روي عوامل مولد اسهال بايد در هر منطقه مطالعاتي از اين دست 
اين مطالعه با ). 9(جداگانه و منطبق بر شرايط آن منطقه صورت پذيرد

هاي لاكتيك جدا شده از فلور  هدف تعيين اثر ضد ميكروبي پروبيوتيك
  . هاي شايع دستگاه گوارش انجام شد روده كودكان اصفهان عليه پاتوژن

  
  روش كار

تيك جدا شده از هاي لاك اين مطالعه از نوع تجربي بوده كه برروي باكتري
  ).10(گرديد انجام ) طي مطالعه قبلي ( فلور روده كودكان شهر اصفهان 

 PTCC(  سويه شايع پاتوژن دستگاه گوارش شامل شيگلاديسانتري 3
و اشرشياكلي  )  PTCC 1622( ، سالمونلاتيفي موريوم  )  1188

هاي  از سازمان پژوهش)  EPEC  ) ( PTCC 1270( انتروپاتوژنيك 
ي و صنعتي ايران بصورت ليوفيليزه تهيه گرديد و برطبق دستورالعمل علم

 Nutriant   و Nutriant Broth(NB)همراه آن بر روي محيط 
Agar پاتوژن تحت بررسي با تست ها 3سپس هر . احياء گرديد 

  MR , VP  ، آزمون SIM,TSIتست . بيوشيميايي استانداردقرار گرفتند
 سويه انجام گرفت تا مطمئن 3ول در مورد هر و تست سيترات و توليد اند

  .باشند هاي مورد نظر ما مي ها سويه شويم كه اين باكتري
 ،  ) L519( هاي رامنوسوس   سويه لاكتوباسيلوس متعلق به گونه3

كه طي مطالعه قبلي در دانشگاه  ) A7( و پلانتاروم  ) SH5( اسيدوفيلوس 
 اصفهان جداسازي شده بود براي صنعتي اصفهان از فلور روده كودكان شهر

( بررسي اثر آنتاگونيستي انتخاب گرديد و براي انجام مطالعه سوپر ناتانت 
 درجه 4ها از دانشگاه فوق الذكر با حفظ دماي  اين لاكتوباسيلوس) عصاره 

سانتيگراد به آزمايشگاه ميكروبيولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم 
  .پزشكي اصفهان انتقال يافت 

 Growth  method(تهيه سوسپانسيون ميكروبي استاندارد به روش رشد 
  كلني مشابه و يكسان باكتري رشد يافته روي 3-4انجام شد و طي آن )

 37  اضافه كرده و در دماي  NBليتر محيط   ميلي4-5محيط جامد به 
 5/0 ساعت قرار داديم تا به كدورت حدود 2-6درجه سانتيگراد به مدت 

  ). 11-15(د برسدمك فارلن
هاي پاتوژن با سواپ  براي بررسي اثر ضد ميكروبي از سوسپانسيون باكتري

سر پنبه استريل به محيط كشت مولر هينتون به طور يكنواخت تلقيح 
ميلي متر و كاملا 6هاي حاوي كشت مولر هينتون به ضخامت  پليت. گرديد

ص گرديد تا ها در پشت پليت مشخ مكان چاهك. استريل آ ماده  گرديد
سپس در هر پليت از پاتوژن مورد نظر كشت . ها يكسان باشد فاصله بين آن

صورت گرفت و بعد به كمك پيپت پاستور استريل كه براي هر پليت 
متر ايجاد كرده و سپس   ميلي6هايي به قطر  شد چاهك جداگانه استفاده مي

ريزيم ، با   آن ميها را براي جلوگيري از انتشار محلولي كه بعدا در ته چاهك
محلول مولتن آگار مذاب كاملا مسدود كرده و سپس از محلول رويي 

 200مورد مطالعه به مقدار ) سوپرناتانت(هاي فيلترشده  پروبيوتيك
ميكروليتر در داخل هر چاهك ريخته شد بطوري كه سطح محلول با سطح 

ه  درج37ها در انكوباتور  پليت. محيط كشت در يك خط قرار بگيرد
قطر هاله عدم رشد از پشت .  ساعت قرار داده شد24سانتيگراد به مدت 

براي . متر خوانده و گزارش شد پليت به وسيله خط كش و بر حسب ميلي
 بار تكرار گرديد و از 3افزايش دقت و حساسيت ، هر آزمون حداقل 

ده نتايج حاصل با استفا.  آزمون براي ارزيابي نتايج استفاده گرديد3ميانگين 
 مورد ANOVAو آزمون ) SPSS) Version 13افزار آماري   از نرم

  .ارزيابي قرار گرفت
  

 يافته ها
 SPSSها توسط نرم افزار آماري    بار آزمون و گزارش نتايج ، داده    3پس از   

)Version 13  (  ،) آزمونANOVA(ها اثـر   همه پروبيوتيك. آناليز شد
داشت و ميانگين مجموع قطر هاله مهاري بر رشد پاتوژن  شيگلا ديسانتري 

(  ميلـي متـر    88/13/+ - 45/1عدم رشد در مواجهه با هر پروبيوتيك برابـر          
هـا    مقايسه بـين داده   .  بود  %)95 ميلي متر با حدود اطمينان       15 تا   77/12

حاكي از آن است كه لاكتوباسيلوس پلانتاروم بيشترين اثر مهاركننـدگي را            
ه و لاكتوباسـيلوس اسـيدوفيلوس داراي       بر رشـد ايـن پـاتوژن اعمـال كـرد          

هاي   اي كه بين ميانگين     مقايسه ). 1جدول  ( كمترين اثر مهاري بوده است      
حاصل از قطر هاله عدم رشد اين پاتوژن در مواجهه با سه پروبيوتيك مورد              

هـا   دار بـودن اخـتلاف بـين ميـانگين     نظر به عمل آمد نشان دهنـده معنـي       
  ).  P > 002/0(بود

ها اثر مهـاري بـر رشـد پـاتوژن سـالمونلا تيفـي        همه پروبيوتيك هم چنين   
اند و ميانگين مجموع قطر هاله عدم رشد در مواجهـه بـا هـر                 موريوم داشته 

 ميلـي متـر بـا       34/15 تـا    99/11(  ميلي متر    66/13/+ - 17/2پروبيوتيك  
هـا حـاكي از آن اسـت كـه        مقايـسه بـين داده    . بـود %) 95حدود اطمينـان    
 پلانتاروم بيشترين اثر مهاركنندگي را بر رشـد ايـن پـاتوژن             لاكتوباسيلوس

اعمال كرده و لاكتوباسيلوس اسيدوفيلوس داراي كمترين اثر مهـاري بـوده            
هاي حاصل از قطر هالـه عـدم    اي كه بين ميانگين مقايسه  ).2جدول( است

رشد اين پاتوژن در مواجهه با سه پروبيوتيك مورد نظر به عمل آمد نـشان               
  ). P > 001/0(ها بود دار بودن اختلاف بين ميانگين دهنده معني

انـد و     ها اثر مهاري بـر رشـد پـاتوژن اشرشـيا كلـي داشـته                همه پروبيوتيك 
 هاله عدم رشد در مواجهـه بـا هـر پروبيوتيـك برابـر               ميانگين مجموع قطر  

 ميلي متر با حدود اطمينـان       52/13 تا   8/11(  ميلي متر    66/12/+ - 11/1
هــا حــاكي از آن اســت كــه لاكتوباســيلوس  مقايــسه بــين داده. بــود%) 95

پلانتاروم بيشترين اثر مهاركنندگي را بر رشد ايـن پـاتوژن اعمـال كـرده و                
  ).3جدول( سوس داراي كمترين اثر مهاري بوده استلاكتوباسيلوس رامنو
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ديسانتري در مواجهه با  اي عدم رشد شيگلا ميانگين قطر هاله: 1جدول 

 سه پروبيوتيك

002/0Pvalue= 
  

اي عدم رشد سالمونلا تيفي موريوم در مواجهه  ميانگين قطر هاله: 2جدول 
  با  سه پروبيوتيك

001/0Pvalue= 
  

اي عدم رشد اشرشياكلي انتروپاتوژن در  ميانگين قطر هاله: 3جدول 
  مواجهه با  سه پروبيوتيك

 %95ضريب اطمينان 
 براي ميانگين

  ها پروبيوتيك
 

تعدا
 د
 

 ميانگين
 

انحـــــراف 
 معيار

 

  حد بالا حد پايين

ــداق ح
  ل

  قطر
  ميلي(

 )متر
  
 

ــداك حـ
  ثر قطر

 )
م ميلــي

 )تر
 
 

ــيلوس  لاكتوباســــــــــ
 اسيدوفيلوس

3 0/13 0/0 0/13 0/13 0/13 0/13 

 0/12 0/11 8/12 9/9 6/0 3/11 3 لاكتوباسيلوس رامنوسوس

 0/14 0/13 1/15 2/12 6/0 7/13 3 لاكتوباسيلوس پلانتاروم

  0/14 0/11 5/13 8/11 1/1 7/12 9 ميانگين مجموع

002/0Pvalue= 
  

  بحث
مطالعات متعددي درباره تاثيرپروبيوتيك در سلامت دستگاه گوارش صورت         

و بيــانگر ايــن امــر مــي باشــد كــه عــواملي چــون  نــوع ) 16(گرفتــه اســت

پروبيوتيك،منشا جدا سازي آن و منطقه جغرافيـايي كـه پروبيوتيـك جـدا              
ايـن  . اثر بخشي پروبيوتيك مـوثر باشـد  سازي شده است،مي تواند بر ميزان       

مطالعه با هدف تععين تاثير پروبيوتيك هاي لاكتيك جدا شده از فلور روده             
كودكان در شهر اصفهان بر روي پاتوژن هاي شايع دستگاه گوارش صـورت             

نتايج حاصل از مطالعه فوق نشان داد كه هـر سـه پروبيوتيـك              . گرفته است 
چشمگيري بر رشد پـاتوژن هـاي مـورد نظـر        مورد مطالعه اثر مهاري بسيار      

  . داشته است كه قابل مقايسه با مطالعات ساير همكاران مي باشد
فعاليــت ضــد ميكروبــي و توليــد باكتريوســين لاكتوباســيلوس پلانتــاروم و 

 و همكاران مورد بررسي قرار   Ogunbanwلاكتوباسيلوس برويس بوسيله 
شان دهنــد كــه ايــن دو آنهــا توانــستند بــا كمــك روش چاهــك نــ.گرفــت 

ــياكلي   ــد اشرش ــيلوس از رش ــرئوس  ) mm8-6( لاكتوباس ــيلوس س ( و باس
mm10-8 ( و يرســينياانتروكوليتيكا)mm7-6 ( ــوگيري مــي ). 17(كننــد  جل

Conconnier    و همكاران گزارش كردند كه مصرف محلول روئـي كـشت 
فيلوس لاكتوباسيلوس فرمنتوم و لاكتوباسيلوس كازئي لاكتوباسيلوس اسيدو      

ــيعي از     ــف وس ــد طي ــسيدالي برض ــر باكتري ــيس اث ــيلوس لاكت و لاكتوباس
  ).18(كند  هاي گرم مثبت و  گرم منفي پاتوژن ايجاد مي باكتري

خورد اثـر     در مطالعه فوق نيز آنچه در نتايج به صورت مشخص به چشم مي            
ــوي  ــاري ق ــاتوژن     مه ــه پ ــر س ــر روي ه ــاروم ب ــيلوس پلانت ــر  لاكتوباس ت

  .  سالمونلا تيفي موريوم و اشرشياكلي انتروپاتوژن ميباشدشيگلاديسانتري،
هـا بـراي جلـوگيري از          مطالعه بر روي پروبيوتيك    12در متاآناليز حاصل از     

اسهال مسافران نشان داده شد كه پاكتري هاي لاكتيك خطر بـروز اسـهال              
خطـر نـسبي برابـر    ( مسافران را بدون عوارض جدي بر ميزبان كاهش دادند        

 3در مطالعـه مـا هـر        ).  19%) (95 با حدود اطمينان     97/0 تا   91/0 ، 85/0
 پاتوژن اثر مهاري خود را با ايجاد هاله عدم رشد نـشان             3پروبيوتيك بر هر    

داري   اگرچه اثر مهاري لاكتوباسيلوس پلانتاروم داراي اختلاف معني       . دادند  
 پـاتوژن   3 پروبيوتيك ديگر در مواجهه با هر پاتوژن و در مقايـسه بـين               2با  

خورد حـاكي از آن اسـت         نتايج شاخصي كه در مطالعه ما به چشم مي        . بود  
ها در مهار رشد پاتوژن تاثير بـسزائي دارد           كه احتمالا منشا تهيه پروبيوتيك    

هاي مطالعه ما كـه از فلـور روده كودكـان             يعني نتايج حاصل از پروبيوتيك    .
هـاي آنـان از ماسـت و          اند نسبت به مطالعاتي كه منشا پروبيوتيك        جدا شده 

دلايل ديگري كه براي اين اثـر  .  باشد هاي لبني بوده ، بهتر مي   ساير فراورده 
مهاري مناسب مطرح است توليد اسيد لاكتيك بيشتر ، بهتـر عمـل كـردن               
باكتريوســين و انــزيم هــاي حاصــل از پروبيوتيــك هــاي فلــور نرمــال روده 

تر در آينده     ات بيشتر و دقيق   باشد كه تاييد اين احتمالات مستلزم مطالع        مي
  . است

  
  تشكر و قدرداني

در اين تحقيق حوزه معاونـت پژوهـشي دانـشكده پزشـكي دانـشگاه علـوم                
پزشكي اصفهان ما را همراهي و پشتيباني نمودنـد كـه بدينوسـيله از آنهـا                

  .كمال تشكر و قدرداني را داريم

  
  
  
  
  
  

 %95ضريب اطمينان 
 براي ميانگين

 تعداد  ها پروبيوتيك
ميــانگي

 ن
انحراف 

 معيار
حــــــد 

  حد بالا پايين

  حداقل
  قطر

م ميلــي(
 )تر
  
 

ــداكثر  حـ
  قطر

 )
 )متر ميلي

 
 

لاكتوباســــــــــــيلوس 
 اسيدوفيلوس

3 7/12 6/0 2/11 1/14 0/12  0/13 

لاكتوباســــــــــــيلوس 
 سرامنوسو

3 3/13 6/0  9/11 8/14 0/13 0/14 

 0/16 0/15 1/17 2/14  6/0  7/15  3 لاكتوباسيلوس پلانتاروم

  0/16 0/12 0/15 8/12 5/1  9/13  9 ميانگين مجموع

 %95ضريب اطمينان 
 براي ميانگين

  ها پروبيوتيك
 

ت
ع
دا
 د
 

 انگينمي
 

انحــــراف 
 معيار

 

  حد بالا حد پايين

  حداقل
  قطر

 ميلــي(
 )متر

  
 

حداكثر 
  قطر

 )
م ميلـــي

 )تر
 
 

ــيلوس  لاكتوباســـــــــ
 اسيدوفيلوس

3 7/11 6/0 2/10 1/13 0/11 0/12 

ــيلوس  لاكتوباســـــــــ
 رامنوسوس

3 0/13 0/1 5/10 5/15 0/12 0/14 

 0/17 0/16 8/17 9/14 6/0 3/16 3 لاكتوباسيلوس پلانتاروم

 0/17 0/11 3/15 0/12 2/2 7/13 9 ميانگين مجموع
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