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Introduction1: European honey bees (Apis mellifera) are the most important pollinator insects that play vital 

role in maintenance of all most all life forms on earth. However, over the last decade major concerns have raised 
due to decline in the population of these insect species. A variety of factors have been responsible for these 
concerns of which the most important is honey bee bacterial diseases like Nosemosis (Nosema), American and 
European foulbrood diseases. While, overuse of antibiotics utilized for the treatment and control of these diseases 
has resulted in the emergence of antibiotic resistant strains of these pathogens. Probiotics have been considered a 
suitable substitute of antibiotics in human and animals. In last several years, lactobacillus species isolated from 
honeybees have been considered of significance in enhancing the life span of honeybees by reducing the incidence 
of bacterial and viral infections in these tiny insects. Among the isolated microbes in the gut of honeybees, Lactic 
Acid Bacteria (LAB) are of utmost importance showing direct impacts on the health of their host by modulating 
the gut microbial flora and are termed as Probiotic bacteria.  

The objective of this research was to isolate and identify LAB from different parts of the intestinal tract of 
honeybees Apis mellifera and to characterize their probiotic properties. 

Materials and Methods: Twenty-four honeybees collected from the hives located in the city of karaj were 
analyzed for the presence of LAB species. The stomach contents of honeybees were inoculated into MRS broth, 
incubated at 37ºCfor 48 hrs. The obtained colonies were purified and identified to species levels phenotypically 
and geno-typically. Hemolytic activity and sugar fermentation reactions of the isolates were recorded and later 
subjected 16SrRNA sequencing using a pair of universal primers. The identified isolates were evaluated for their 
viability in acidic conditions at pH 2.5, 3.0, 4.0 and 6.5 at different time intervals. Bile resistance of the isolates 
was tested by culturing the isolates in the presence of different concentrations of the said salts (0.5, 0.7 and 1%). 
Survival of LAB isolates in simulated gastric and intestinal conditions containing different enzymes and bile salts, 
antibacterial spectrum against a number of gram positive and gram-negative pathogens by agar well diffusion 
assay, and their in vitro colonization ability (aggregation, co-aggregation and hydrophobicity percentages) were 
evaluated. The results were analyzed statistically. 

Results and Discussion: Twenty nine gram positive, catalase negative and non-hemolytic colonies were 
isolated from 24 honeybee samples. Among these, only 7 colonies showed enhanced antibacterial activity and 
were selected for further studies. Based on phenotypic characteristics, sugar fermentation reactions and 16S rRNA 
sequencing the isolates were identified as Lactobacillus acidophilus (1), Lacticaseiobacillus casei, 
Lactiplantibacillus plantarum (2), Lactobacillus apis (1), Enterococcus faecium (1) and Pediococcus acidilactici 
(1). During probiotic characterizations, the identified isolates were shown to retain their viability in acidic 
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conditions and resisted pH 2.5, 3 and 4 for more than 4 hrs. However, slight decrease in viability at pH 2.5 and 3.0 
was observed, compared to pH 4.0 and above. All isolates appeared bile resistant and tolerated all used 
concentrations of bile salts during 8 hrs of incubation. Survival rate of the isolates in simulated intestinal conditions 
was significantly (p˂0.05) greater compared to simulated gastric conditions indicating greater stability of the 
isolates to alkaline conditions rather than to acidic conditions. L.acidophilus and E.faecium showed least resistance 
in gastric conditions and their growth rate was decreased more than 50% under said conditions. In contrast, the 
growth rate of these two isolates was highest in simulated intestinal conditions as they resisted these conditions 
for more than 24 hours.  The isolates demonstrated antibacterial affect against a number of tested pathogens 
including Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterococcus faecalis and Streprtococcus mutans. The auto-
aggregation, and cell surface hydrophobicity percentages of L.casei appeared highest compared to other tested 
Lactic Acid bacteria in study (p˂0.05), while, L.apis showed the highest co-aggregation with S.typhi strain. 
P.acidilactici possessed the least auto-aggregation (46%), co-aggregation (10%) and hydrophobicity (43%) 
percentage. Auto-aggregation ability appeared directly related to hydrophobicity percentages and isolates showing 
high aggregation ability also showed high hydrophobicity %.  

Conclusions: In conclusion, honeybee gut appeared a reservoir of LAB with probiotic potential. It is suggested 
that further studies should be conducted in order to determine the health benefits of these LABs in honeybees, with 
especial emphasis on their ability to prevent honeybee diseases.  

 
Keywords: Aggregation and co-aggregation, Antibacterial activity, Colonization, Honeybees, Probiotic.             
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 مقاله پژوهشی

 زنبور دستگاه گوارش ازاسید لاکتیک جداشده  هایباکتریخصوصیات پروبیوتیکی  ارزیابی

  Apis melliferaهای عسل 
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اسید لاکتیک جداشده    هایباکتریخصوصیات پروبیوتیکی   ارزیابی  .۱۰۴۱، س.، ن. مژگانی، ن. هرزندی، م. محرمی، و ل. مخبرالصفا.  طوطیایی

 .۱۳۱-۱۰۱(: ۱)۱۰. پژوهشهای علوم دامی ایران  Apis melliferaهای عسل  دستگاه گوارش زنبور از
 

 چکیده 

د های اسیها بخصوص باکتریهای موجود در روده حشرات نقش مهمی را در سلامت و بهداشت حشرات دارند. این میکروارگانیسممیکروارگانیسم
، حقیقدر این تکنند. ها پس از مصرف در سلامتی میزبان اثرات مفیدی از طریق برقراری تعادل در میکروفلور روده ای ایجاد میباسیلوسلاکتیک و 

 یمیاییهای بیوشبا استفاده از روشهای بدست آمده جدایههای مختلف دستگاه گوارش زنبور عسل جداسازی شده و های اسید لاکتیک از قسمتباکتری
بدست آمده، روده زنبور عسل  براساس نتایج. شناسایی شدندگونه  ودر حد جنس   rRNA 16Sو مولکولی  )رنگ آمیزی گرم، تست کاتالاز و تخمیر قند(

 Lactobacillus acidophilusوس س اسیدوفیللاکتوباسیلوی شناسایی شده شامل هاجدایه بود و پدیوکوکوس، انتروکوکوکوس لاکتوباسیلوس،حاوی 
، ( جدایه )دو Lactobacillus plantarum  لاکتوباسیلوس پلانتاروم، )یک جدایه( Lactobacillus casei  لاکتوباسیلوس کازیی، )یک جدایه(

و انتروکوکوس  )یک جدایه(  Pediococcus acidilactici، پدیوکوکوس اسیدی لاکتیس()یک جدایه Lactobacillus apis  لاکتوباسیلوس آپیس
نتایج  ار گرفتند.های شناسایی شده جهت خصوصیات پروبیوتیکی مورد ارزیابی قرتمامی سویه. بودند )یک جدایه( Enterococcus faeciumم فاسیو

ضد میکروبی بر علیه  ه و دارای اثر( بود٪ ۵/۴ و ۷/۴، ۱و غلظت بالای نمک صفرا ) (۵/۲،۲)اسیدی   pHقادر به تحمل  ی مذکورهاسویه  نشان داد که
را ای شرایط شبیه سازی شده رودهدرصد زنده مانی بالاتری در های اسید لاکتیک آزمایش شده باکتری در مقایسه با شرایط معده ، .بودند هایپاتوژن

به طور معنی داری بیشترین مقاومت را به ترتیب به شرایط شبیه سازی شده معده و روده  لاکتوباسیلوس آپیسو  ۲ لاکتوباسیلوس پلانتاروم. نشان دادند
مطالعه  .ندا دارا بودر تجمعی و آبگریزیترین درصد بیش لاکتوباسیلوس کازیی و لاکتوباسیلوس آپیسآماری نشان داد نتایج حاصل از تجزیه نشان دادند. 

وان جهت تحاضر بیانگر حضور باکتری های اسید لاکتیک با خصوصیات پروبیوتیکی در دستگاه گوارش زنبور عسل است. باکتری های جداشده را می
 استفاده در انسان، دام و همچنین زنبور عسل بعنوان پروبیوتیک پیشنهاد کرد.
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ای شکل بدون اسپوری هستند که اسید لاکتیک های گرم مثبت میله
 کنندها تولید میعمده نهایی تخمیر کربوهیدراتعنوان محصول را به

(., 2011et al Audisio این .)زیست ها معمولا به صورت همباکتری
های در سیستم گوارش انسان، حشرات و حیوانات، ساکن هستند. گونه

، کوکوسلاکتو، لاکتوباسیلوس، انتروکوکوس، کارنوباکتریومخانواده 
 ،استرپتوکوکوس، پدیوکوکوس، اوئنوکوکوس، کونوستوکلو

از بین   .با غذاها مرتبط هستند ویزسلاو  واگوکوکوس، تترانژنوکوکوس
لی های مفید و عضو اصها بعنوان باکتریلاکتوباسیلوس، LABخانواده 

رل در درمان و کنتها اند.  نقش این باکتریپروبیوتیک شناخته شده
انسان سابقه طولانی دارد و از مدتها قبل از این های دام و بیماری
ها به عنوان پروبیوتیک و افزایش دهنده کمیت و کیفیت باکتری

عنوان غذای با کیفیت و عموماً به  محصولات دامی استفاده شده است
( شناخته می شوند GRAS, Generally Recognized as Safeامن )

(FAO/WHO, 2001.)  

 LABمطالعات بسیاری نشان دهنده حضور در سال های گذشته 

در دستگاه گوارش زنبور عسل بوده است. زنبورهای عسل دارای 
رف ، که حاصل مصمتنوعی در محصول عسل خود هستندمیکروبیوتای 

ها با زنبورهای عسل دیگر است شهد و نیز ارتباط آنها و گرده گل
(., 2012et alVásquez ).  جیره غذایی یکی از مهم ترین عوامل مؤثر

تفاوت در منبع شهد نیز در جنس  .در جمعیت فلور حشرات است
بوران همچنین فعالیت زن .باکتریایی و فلور معده زنبور عسل تأثیر دارد

ستگاه های باکتریایی دها و سویهلاکتوباسیلعسل در کندو می تواند در 
(. در قسمت 2011et al Tajabadi ,.ها اثر داشته باشد )گوارش آن

  سلاکتوباسیلوهای ای زنبورهای عسل گونهروده-فوقانی ناحیه معدی
را دارند، شناسایی  دوازدهه  که توانایی کلونیزه شدن در سطح موکوسی

و جداسازی شده است که خواص سودمند پروبیوتیکی داشتند. گیلیم 
 و انترکوکوس فاسیومشامل  انترکوکوسهای ( انواع گونه۱۹۹۷)

مورد  نموده و را نیز به عنوان پروبیوتیک از زنبور جدا سازی فکالیس
 (.  and PrestGilliam ,1987بررسی قرار داده است )

جداسازی   LABمحققین با استفاده از طبق گزارشات گذشته ، 
-اکتریهای بدر کنترل بیماریتوانستند نقش آنها را رعسل شده از زنبو

را ارائه دهند  های بویژه لوک آمریکائی و لوک اروپائی و نوزموزیس 
(et al., 2009 Vasquez; et al., 2012 Sabaté) . در تحقیقات

( در زمینه اثرات تغذیه ۱۳۹۰) بهجتیانو ، قیصری در ایراندیگری 
سطوح مختلف اسید استیک، پروبیوتیک، اکسی تتراسیکلین و 

ر شفیره زنبور د لاکتوباسیلنئومایسین بر جمعیت باکتریایی کلی فرم و 
عسل نشان دادند که استفاده از پروبیوتیک می تواند موجب افزایش 

(. isari and Behjatian Esfahani, 2015Ghe) جمعیت زنبورها شود
های استرسمعرض  زنبورهای عسل امروزه در سرتاسر جهان در

ین اهستند که  (آب و هوایی، تغذیه ای و یا آفات و بیماری ها)گوناگون 
 های ویروسی، باکتریایی و انگلی شده و سبببروز بیماری جر بهنمامر 

( میCCD Colony Collapse Disorderاختلال فروپاشی کلنی )
ی در پروبیوتیک هایاستفاده از مکملکه است مطالعات نشان داده  شود.

ور ها در دستگاه گوارش زنباستقرار این باکتری سبب  زنبورهای عسل 
 زاها ریبیما بر علیه  سلامت زنبورو منجر به بهبود  شرایط شده عسل 

این عوامل ضروری به نظر  شناسایی جداسازی و بنابراین ،شودمی
هدف  (.2009et al Vasquez; ., 2011et al Olofsson ,.) رسدمی

ن ااز این پژوهش جداسازی باکتری های مفید دستگاه گوارش زنبور
و بررسی شاخص های پروبیوتیکی جدایه ها می  استان البرزعسل در 

 . باشد

 

 ها مواد و روش

 زنبورعسل های جمع آوری نمونه

زنبور کارگر، نر و  ۲۰ برای انجام آزمایشات ، نمونه برداری از 
کندوهای موجود در موسسه تحقیقات واکسن و سرم نوزادان سالم از 
گرفت. زنبور های جمع آوری شده   در فصل بهارانجامسازی رازی کرج 

افر ب س از شستشو با پدر فالکون های هاوی یخ به آزمایشگاه منتقل و 
در یخچال  آزمایشات گراد تا انجام درجه سانتی -۲۴استریل در 

نس پنگهداری شدند. دستگاه گوارش زنبور عسل با استفاده از 
میلی لیتر  ۱۴در آزمایشگاهی استریل از بدن زنبور ها بیرون کشیده و 

 (.  2011et alAudisio ,.نرمال سالین مخلوط شده )

 

از دستگاه گوارش زنبور  ی اسید لاکتیکهاباکتری جداسازی

 عسل

نی برای غبه همراه نرمال سالین دستگاه گوارش زنبورها های نمونه
 DeMan Rogosa andها به محیطلاکتوباسیلسازی و رشد 

Sharpe   (MRS) ایع )مرک آلمان( منتقل شدند. نمونه ها بهم 

هوازی بیدر شرایط درجه سانتیگراد  ۳۷ی دما در ساعت  ۲۰مدت
های ها در محیط مایع، رقتپس از رشد باکتری. شدند گذاری گرمخانه

د شمیلی لیتر بافر نرمال اضافه  ۹ میلی لیتر از مایع به ۱ومختلف تهیه 
یک های بیشتری از آن تهیه گردید. کردن رقت و پس از مخلوط

آگار روی سطح  MRSهای های تهیه شده روی پلیتلیتر از رقتمیلی
پلیت ریخته و به آرامی با میله شیشه ای استریل در سطح پلیت پخش 

به منظور جلوگیری از رشد کپک و مخمر در محیط کشت . گردید
ها یتپلیلی لیتر اضافه شد. میلی گرم در م ۱/۴ سیکلوهگزامید به میزان

جهت   .انکوبه شدند گرادسانتیدرجه  ۳۷ ساعت در ۲۰ مدتبه 
ها در محیط مایع از کشت تازه جدایه µl۵۴۴نگهداری طولانی مدت، 

غلظت  به میزانگلیسرول استریل منتقل و  میلی لیتری ۲ هایبه ویال
به  درجه سانتیگراد ۲۴- ها دربه آن اضافه گردید. این ویال ٪۲۴ نهایی
درجه سانتیگراد   -۴۴ساعت قرار داده سپس در فریزر ۰۴الی  ۲۰ مدت
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 نگهداری شدند. برای طولانی مدت 

 

 شناسایی فنوتیپی جدایه ها 

با استفاده از محیط های کشت افتراقی و  LABتشخیص 
های خالص اختصاصی و آزمون های بیوشیمیایی انجام شد. کلنی

واکنش و از نظر شکل ظاهری،  آمیزی گرمرنگر اساس بانتخاب شده 
 های گرم مثبت براساس. تمام جدایهگرم و تست کاتالاز بررسی شدند

در سطح گونه مورد شناسایی قرار گرفتند  تخمیر کربوهیدراتها

(Kandler and Weiss, 1986) 

 

  16SrRNA کولیها با استفاده از روش مولجدایه شناسایی

جدا شده با استفاده از روش مولکولی در  یکلاکت یدهای اس نمونه
هر نمونه با  DNA. استخراج و تایید گردیدگونه شناسایی  جنس و حد

 ایران( انجام شد. یناژن،)شرکت س DNAاستخراج  یتاستفاده از ک
پرایمرهای عمومی، مورد استفاده در انجام واکنش  و توالی لیست

 آمده است.  ۱ در جدول (PCR) مراز ای پلیزنجیره

 
 لاکتیک اسید های باکتری ییمورد استفاده جهت شناسا یعموم یمرهایپرا -1جدول 

Table 1- Universal primer pair used for identification of LAB isolates 
 منبع طول قطعه توالی پرایمر ها

۲۷F ’5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 

۱۵۴۴bp (۲۱)  
۱۰۹۲R ’3-GGTTACCTTGTTACGACTT-5’ 

 
 یلسیوسدرجه س ۹۵ یهاول یوندناتوراس یدماشامل   PCRبرنامه 

 یدر دما یقهدق ۱ شامل یکلس یبود. سپس س یقهدق ۵ و مدت زمان
 یدر دما یهثان ۳۴ و یقهدق ۱ درجه و ۵۴ یدر دما یقهدق ۱ ،درجه  ۹۰
 ۱۴ ها به مدتمراحل نمونه ینانجام شد. پس از ا یوسدرجه سلس ۷۲
نگه  DNAسنتز  یلبه منظور تکم یوسدرجه سلس ۷۲ یقه در دمایدق

درصد الکتروفورز  ٪ ۴/۴ژل آگارز  یبر رو PCRمحصول  .ندداشته شد
به جنس  یتعلق باکتر یبه معنجفت بازی ۱۵۴۴ باند یو مشاهده 

 سکانس جهت آمده بدست پس از تخلیص باندهایبود.  یلوسلاکتوباس

 آمده بدستتوالی  تمامی. شدند فرستاده  Biosunceانگلیسی شرکت به

در حد جنس تایید و ثبت  Blast: blast.ncbi.nim.nih. govبرنامه  با
 شدند.

 
 فعالیت همولیتیک

های قرمز خون گوسفندی با کشت در این بررسی، لیز گلبول
میکروارگانیسم بر روی محیط کشت آگاردار حاوی خون گوسفند انجام 

 ٪۷دار )محیط پایه حاوی بر روی محیط کشت آگار خون هاجدایه. شد
صورت  هبداده و سپس خون گوسفندی دفیبرینه( به روش خطی کشت 

. پس از پایان مدت شدندگذاری گرمخانه وارونه در دما و شرایط مناسب
رسی بر ها از نظر وجود هاله شفاف در اطراف کلنیگذاری، پلیتگرمخانه

 .شدند

 

 انواع همولیزدر محیط کشت

وجود هاله تاریک متمایل به سبز در زیر کلونی در آگار : همولیز آلفا
جزئی  یا  نشان دهنده همولیز آلفا است که شامل همولیز ناقص و

محیط توسط  لیز آلفا تولید پراکسیداز درباشد. عامل اصلی ایجاد همومی
 باکتری است. 

این نوع دهنده واکنش مثبت و  همولیز بتا: وجود هاله شفاف نشان
عامل  شود.های قرمز ایجاد میهمولیز است که به علت لیز کامل گلبول

 در محیط است.  ولیز تولید همولیزینمه ایجاد بتا
ارگانیسمی منجر به ایجاد همولیز نشود به میکروهمولیز گاما: اگر 

شود. آگار در اطراف کلونی این عنوان گاما همولیز شناخته می
 ماند.باقی می بدون تغییر ها ارگانیسم

 

 بررسی ویژیگی های پروبیوتیکی جدایه ها

های جدا شده بر علیه بررسی خاصیت ضد میکروبی باکتری

 زایماریهای بباکتری

ها در برابر اشریشیاکلای فعالیت ضد میکروبی جدایه
۱۱۷۷۵ATCC  ۱۴۷۰۴، انتروکوکوس فکالیس-IBRC-M کلبسیلا ،

، ۱۲۹۴RTCC، لیستریا مونوسایتوژنز ۱۴۵۳PTCCنومونیه 
، سالمونلا پارا تیفی ۲۵۱۱۴ATCCسودوموناس ائروژینوزا 

۱۴۱۱۴IBRC-M ۱۱۱۲، استافیلوکوکوس اورئوسRTCC ،
 روش چاهکبا استفاده از ، ۱۴۱۴۲IBRC-Mاسترپتوکوکوس موتانس 
-مقادیر مورد استفاده در این آزمون برای جدایه مورد ارزیابی قرار گرفت.

  (.Felis et al., 2007تعیین گردید )ها نیم مک فارلند ها و پاتوژن

 

 بررسی مقاومت به اسید 

 MRSبه اسید، از محیط مایع   LABمنظور بررسی مقاومت  به
 ۱۴ (NaOH)نرمال و سود ۱۴ استریل، که به کمک اسیدکلریدریک

رسانده شده بود، استفاده  ۵/۱و  ۰، ۳، ۵/۲،  ۲آن به ترتیب به pHنرمال، 
ساعت، در طول  ۰و  ۳، ۲، ۱، صفر گردید. رشد باکتری در زمان های

د ش نانومتر به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر بررسی ۱۲۴موج 
(., 2011et al Ripamonti.)  
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 بررسی مقاومت به نمک صفرا 

اساس روش بررسی مقاومت و میزان کاهش رشد میکروارگانیسم 
های مورد نظر با جدایهارزیابی  این های صفراوی است.در حضور نمک

( انجام گرفت. میزان رشد ۱۹۹۳واکر و گیلیلند ) در روشکمی تغییر 
ساعت در طول موج  ۴و  ۰، ۲،  صفر هایبراساس جذب نوری در زمان

( UK)سیگما،  نمک صفرا ٪۱و  ۷/۴،  ۵/۴ هایدر غلظت نانومتر ۱۵۴
 (.2011et al Ripamonti ,.) گزارش شد

 

 ای نسبت به شرایط معده مقاومت

ی اهای جدا شده نسبت به شرایط معدهلاکتوباسیلارزیابی مقاومت 
 .(۳) (، با اندکی تغییر انجام گرفت۱۹۹۲طبق روش بومر و همکاران )

 ، با اضافه نمودن پپسینpH ۳ محیط شبیه سازی شده شیره معدی با
(mg/L ۳،) ( لیزوزیمmg/L ۱/۴) ، صفرا(mg/L ۴۵/۴)   کلرید  ٪ ۵/۴و

ا هاز سوسپانسیون باکتریایی جدایه  V/V ٪۱ سدیم آماده شد. به میزان
درجه  ۳۷ با رقت نیم مک فارلند به محیط شیره معده افزوده شد و در

 ،۱۴ ،۴ بعد ازهای جدا شده انکوبه شدند. زنده مانی باکتری سانتیگراد
های زنده دقیقه به روش پورپلیت بررسی شد و تعداد باکتری ۳۴و  ۲۴

معادله ها طبق زنده مانی باکتری گزارش شدند. cfu/mL براساس
(., 2011et alAudisio )  .محاسبه شدند 

R=Average of cells at 10 min interval/Average of 
cells at 0min 

برابر و یا بیشتر از یک نشاندهنده تحمل باکتری  R، مطابق فرمول 
 باشد، ۵/۴ باشد، درحالیکه اگر این مقداربه شرایط معده و رشد آن می

  باشد.میها باکتری ٪ ۵۴ به معنای از بین رفتن

 

 ای زنده مانی در شرایط روده

های جدا شده در محتوای روده لاکتوباسیلارزیابی زنده مانی 
( ۱۹۹۴فوقانی، طبق روش توصیف شده در مقاله چارتریس و همکاران )

. محیط شبیه سازی شده روده ( 1998et alCharteris ,.) انجام شد
 نمک صفرا در محلول بافر فسفات یک g/L۱ فوقانی با اضافه نمودن

آماده شد.  g/L ۱شامل آنزیم پانکراتیک با غلظت نهایی  pH ۴ مولار با
به  V/V % ۱های مورد مطالعه با غلظت سوسپانسیون باکتریایی جدایه

درجه سانتیگراد  ۳۷ محیط شبیه سازی شده روده فوقانی افزوده شد و در
 ۴،  ۰،  ۴های مورد آزمایش در باکتریانکوبه شدند. در صد زنده مانی 

 ساعت با استفاده از فرمول ذکر شده در بالا، اندازه گیری شد.۲۰و  ۱۲، 

 

  آزمون تجمعی و کمک تجمعی

آزمون تجمعی )اگریگیشن( براساس روش ذکر شده توسط کاس و 
( انجام شد. میزان درصد اگرگیشن با استفاده از  ۲۴۴۳همکارانش  )

 جذب به دست آمده از زمان های 1Aکه  A1(A-1×100/0(  فرمول 

 جذب به دست آمده در زمان صفراست. 0Aاست و  ساعت  ۵الی ۱

ها به هم با استفاده از رنگ آمیزی گرم و به همچنین اتصال باکتری
 (.2003et al Kos ,.ی میکروسکوپ نوری بررسی شد )وسیله

های ذکر شده،  با نمونه آزمون کمک تجمعی )کواگریگیشن(
( مورد بررسی قرار گرفت. ۲۴۴۴پاتوژن سالمونلا طبق روش دل ری )

 های کشت شده از شب قبل با استفاده از سانتریفیوژ در رسوب باکتری

rpm۵۴۴۴ دقیقه به دست آمد. پس از دوبار شستشوی  ۱۵ به مدت
از ها ایجاد شد. پس از باکتری CFU mL ۴۱۴-1رقت  PBSرسوب در 

میلی لیتر  ۲های مساوی از باکتری پروبیوتیک و پاتوژن )ترکیب حجم
سانتیگراد درجه ۲۵ در دمای ثانیه ۱۵ از هر باکتری( و ورتکس به مدت

 جذب نمونه ها در تجمعی،قرار داده و همانند روش خواندن جذب در 
ا همیلی لیتر از هریک از باکتری ۰نانومترخوانده شد. کنترل حاوی   ۱۴۴

 یه تنهایی است و در نهایت درصد کمک تجمعی با استفاده از معادلهب
(2000Axelsson and  Ahrné, .محاسبه شد ) 

/2Y+AXA(X+Y)A-/2)Y+AX100×(A 
ی جذب هریک از دو نمونه در تیوپ نشان دهنده yو xکه در آن  

دو باکتری با هم است.  ( جذب ترکیبx+yهای کنترل است و )
ل دو باکتری پروبیوتیک و پاتوژن به یکدیگر از طریق اهمچنین اتص

 .رنگ آمیزی گرم نیز بررسی شد

 

 اندازه گیری میزان آبگریزی 

های مورد نظر با استفاده از هیدروفوبیستی یا آبگریزی باکتری
xylene ( با اندکی تغییرات انجام شدTR, 2018رسوب باکتری .) با ها

دقیقه از کشت شبانه  ۱۵ و به مدت  ۵۴۴۴ استفاده از سانتریفیوژ در دور
بدست آمد. سپس رسوب بدست آمده به وسیله ی بافر فسفات پتاسیم 

میلی لیتراز همین بافر،  ۵ شستشو و پس از انحلال مجدد در pH ۵/۱با 
 میلی لیتر ۱اندازه گیری شد. پس از اضافه کردن  620Aجذب آن در 

xylene دقیقه وورتکس شد تا فازها از هم جدا  ۲ به محلول، به مدت
اندازه   620Aشوند.  سپس فاز آبی رویی را جدا کرده و جذب آن در  
 Beumer etگیری شد. در نهایت درصد آبگریزی با استفاده از معادله )

al., 1992.محاسبه شد ) 

 
 تحلیل آماری:

انجام شد و همچنین  SPPS 20تحلیل آماری با کمک نرم افزار 
 ها با دو بارجهت ترسیم نمودارها از اکسل استفاده شد. تمامی تست

و مقایسه  SPSSتکرار انجام شد و تفاوت معنی دار با کمک نرم افزار 
 P< ۴۵/۴ای آزمون دانکن در سطح میانگین به روش چند دامنه

 مشخص گردید.
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 بحث نتایج و

در زنبور عسل خیلی پررنگ  در یک دهه اخیر  نقش پروبیوتیک ها
در دستگاه گوارش  LABشده است و مطالعات نشان داده که استقرار 

-ش و غلبه بر جمعیت میکروبزنبور عسل منجر به بهبود  شرایط گوار

جدایه های در این پژوهش ما باشد. های بیماریزا در این حشره می
LAB م.ردیجداسازی و شناسایی کدستگاه گوارش زنبور عسل  را از   

 

 شناسایی باکتری هاجداسازی و 

 ٪۱ وده زنبورهای عسل حاوینشان داده که ر گزارشات زیادی  
 ،لاکتوباسیلوس های گرم مثبت شامل گونه هایباکتری  ٪۲۷ مخمر ،

های گرم منفی باکتری ٪۷۴و، کلستردیوم، باسیلوس ،استرپتوکوکوس
 ،کلبسیلا رانتروباکت ،سیتروباکتر ،ایشیرشیاکلیمانند یا گرم متغیر 

ادی و تاج آبهمچنین  می باشد. پروتیوسو  فلاوباکتریوم ،سودوموناس
در تحقیقی نشان دادند که عمده باکتری جداسازی  (۲۴۱۳) همکاران

مسو ه های گرم مثبت هستند.شده از زنبورعسل کوچک از گروه باکتری

را از  ت زیادیهای گرم مثبتاج آبادی و همکاران ما نیز باکتری نتایجبا 
 ۲۰ طبق نتایج از جداسازی کردیم.  Apis melliferaروده زنبور عسل

اوی حهای در پلیتنوع کلنی ۱۳۱)دستگاه گوارش(  عسلزنبور نمونه
MRS کلنی،  ۱۳۱ از گرم، آمیزی رنگ و لام تهیه از آگار دیده شد، پس

تکی،  صورت به که ت مشاهده شدندمثب گرم هایجدایه باسیل ۴۷
 ۴۷ین . البته از بهای کوتاه و یا مجتمع قرار گرفته بودنددوتایی، زنجیره

 و ندجدایه کاتالاز منفی و همولیز منفی بود ۲۹ تنهاکلنی گرم مثبت 
 .جهت مطالعات بعدی انتخاب شدند

 

 جدایه ها فعالیت همولیتیکنتایج 

ا، ایمن هیکی از خصوصیات مورد نیاز برای پروبیوتیک بودن جدایه
مهمترین شاخص ایمنی که  باشدها برای مصرف نسانی میبودن آن

باشد. می هااین جدایه نداشتن خصوصیات همولیتیک و یا همولیز بتا آن
های فاقد عملکرد همولیز بتا جهت مطالعات جدایه نیز در این تحقیق
 (. ۲ شدند )شکلبعدی انتخاب 

 

     
 (A): نمونه کنترل دارای فعالیت همولیز ، (B)های منتخب نشاندهنده عدم همولیز در جدایه؛ بررسی فعالیت همولیز -۲شکل 

Figure 2 – Hemolytic activity; A) controll samples showing beta hemolysis B) isolates showing no hemolysis 

 

 ها نتایج فعالیت ضد میکروبی جدایه

از نظر فعالیت آنتاگونیستی در های منتخب جدایهدر این تحقیق 
ره با استفاده از روش حفهای گرم منفی و مثبت برابر تعدادی از پاتوژن

. نتایج فعالیت ضد میکروبی (۳ )شکل مورد ارزیابی قرار گرفتندای 
LAB نشان داده  ۲ در جدول جدا شده از دستگاه گوارش زنبور عسل

ها مورد بررسی شود همه جدایهشده است. همان طور که مشاهده می
بت و های گرم مثدر برابر پاتوژن متفاوتی ضد میکروبی تدارای فعالی
ای هدار در اثر ضدمیکروبی بین جدایهتفاوت معنی .بودندگرم منفی 

کلی، اشریشیا تمامی حدایه ها بر علیه .مختلف مشاهده نشد،
 س میوتانساسترپتوکوکوو   لیستریامونوسیتوژنز، انتروکوکوس فاسیوم

فعالیت ضد میکروبی نشان دادند، و تنها  لاکتوباسیلوس کازئی و 
ودند. نب موریومسالمونلا تیفیقادر به مهار  لاکتوباسیلوس آپیس

 وس اورئوساستافیلوکوکبر علیه  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهمچنین 
 . اثری نداشت

از زنبور  جدا شده انتروکوکوس فاسیومبرخلاف نتایج ما، در تحقیقی 

 و استافیلوکوکوس اورئوسدارای خاصیت ضدمیکروبی برعلیه 
ی بر دارای اثر ضدمیکروب لاکتوباسیلوس کازئینبود، اما  اشرشیاکلی

(. در تحقیقی et al Audisio ,.2011بود )موریوم سالمونلا تیفیعلیه 
جدا شده از زنبور دارای اثر  لاکتوباسیلوس پلانتارومدیگر نیز 

 و سالمونلا اپیدرمیدیس، اشرشیاکلیضدمیکروبی خوبی برعلیه 
 (.et al., 2020 Sohaimy-Elبود ) کلستریدیوم بوتولینوم

ها از مربوط به انواعی از متابولیت  LABخاصیت ضد میکروبی 
جمله باکتریوسین، دی استیل، اسیدهای آلی مانند اسید لاکتیک و 

با توجه به  (.2014et al O’Bryan ,.پراکسید هیدروژن می باشد )
ها به عنوان ها، می توان از آنخاصیت ضدمیکروبی این باکتری

خیر سالیان ا درهای طبیعی در مواد غذایی نیز استفاده نمود. نگهدارنده
که بیماریهای زنبورعسل به عنوان یکی از عوامل تهدید کننده صنعت 

و هر ساله تعداد بسیار زیادی از  استزنبورداری کشورها مطرح 
وها استفاده از دار ،روندها از بین میهای زنبورعسل در اثر بیماریکلنی

 اما ت، اس ها شدهگرچه منجر به کنترل نسبی بیماری یی و مواد شیمیا
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ن . بنابرایاندمشکلاتی در مصرف فراورده های زنبورعسل ایجاد نموده
های اسیدلاکتیک جداسازی شده از زنبورعسل  از باکتری احتمالا بتوان

 .استفاده نمودها در کنترل بیماری

 

 
ایحفره اتوژن ها با روشفعالیت ضد میکروبی جدایه ها علیه پآزمون  -۳شکل   

Figure 3 – Antibacterial activity demonstrated by the isolates against pathogens in agar well diffussion assay 
 

 ه  باکتری های بیماریزا  )میلی متر(اسید لاکتیک بر علی هایی جدایهنتایج  خواص ضد میکروب -۲جدول 
Table 2- Antibacterial activity of lactic acid bacteria against pathogenic bacteria (mm) 

 

 باکتری شاخص
Indicator Strains 

لاکتوباسیلوس 
 اسیدوفیلوس

L. acidophilus 

لاکتوباسیلوس 
 کازئی

L.casei 

لاکتوباسیلوس 
 ۱پلانتاروم 

L.plantaru

m1 

لاکتوباسیلوس 
 ۲پلانتاروم 

L.plantaru

m2 

لاکتوباسیلوس 
 آپیس

L.apis 

پدیوکوکوس 
 اسیدی لاکتیسی

Ped. 
acidilactici 

انتروکوک
 وس فاسیوم

E. 
faecium 

 اشرشیاکلی
E.coli 

ATCC11775 

27±10a 21±10a 32±12a 15±6a 26±12a 15±10a 31±10a 

 انتروباکتر فاسیوم
E. faecalis 

IBRC-M10740 

28±11a 18±6a 16±8a 12±7a 15±9a 14±7a 21±9a 

مونوسیتوژنزلیستریا   
L.monocytogenes 

RTCC1298 

24±12a 28±5a 26±12a 18±10a 19±8a 15±7a 28±12a 

ائروژینوزا  سودوموناس
Ps.aerouginosa 

ATCC 25668 

14±9a 14±4a 19±9a 17±7a 16±7a 15±9a 0 

سالمونلا پارا تیفی 
S.typhimurium 

RTCC 1679 

28±8a 0 12±5a 14±6a 0 29±11a 27±12a 

 استافیلوکوکوس اورئوس
Staph. aureus 

RTCC 1112 

0 24±6a 26±7a 24±7a 20±5a 18.3±9a 22±10a 

 استرپتوکوکوس موتانس
Strep.mutans 

IBRC-M10682 

28±6a 28±10a 25±10a 12±5a 15±6a 28±11a 18±10a 

 کلبسیلا نومونیه

K.pneumoniae 

PTCC 1053 

12±7a 16±3a 18±6a 0 19±8a 19±6a 16±5a 

a,b باشدها میدار بین انواع جدایهحروف کوچک در هر ردیف نشاندهنده تفاوت معنی (50/5>P) 

 Small alphabetical letters in the column shows significant differences between isolates (p ≤ 0.05)  
 

 لاکتیکشناسایی مولکولی باکتری های اسید 

جدایه خاصیت ضدمیکروبی بالاتری نسبت  ۷ جدایه تنها ۲۹ از بین

شناسایی  rRNA 16S استفاده از ژنبه دیگر جدایه نشان دادند و با 
استفاده از روش های مولکولی در حد جنس و گونه شناسایی شدند.
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باز در ژل آگارز نشان دادند  ۱۵۴۴شدند. تمامی جدایه های یک باند 
، یلوساسیدوف لاکتوباسیلوسپس از سکانسیگ بعنوان ( که ۰ )شکل

، سویه(۲) پلانتاروم لاکتوباسیلوس، کازیی لاکتوباسیلوس
 نتروکوکوساو  لاکتیسی اسیدی پدیوکوکوس،  آپیس لاکتوباسیلوس

 .شناسایی و ثبت شدند فاسیوم
های باکتری های اسید لاکتیک شناسایی شده به عنوان باکتری

به عنوان  LABباشند.حیوانی نیز حائز اهمیت میپروبیوتیک انسانی و 
 اردمهمترین ساکنین روده انسان و پستانداران دیگر و حیوانات مهره

در ارتباط با فلور تحقیقات انجام شده همچنین . گزارش شده است
نشان داده که به طور عمده فلور  Apis mellifera میکروبی زنبور عسل

های گرم مثبت مانند باکتریمخمر، این حشره از میکروبی 
و  شرشیاکلیا، انتروباکترو گرم منفی مانند  باسیلوس، لاکتوباسیلوس

 (.Gilliam and Prest, 1987تشکیل شده است ) سودوموناس

 در این گروه قرار دارند که البته در انتروکوکوسو  لاکتوباسیلوس
ا نه هز وجود دارند. این گروه از باکتریفرآیند تخمیر و مواد غذایی نی

تنها برای مواد غذایی بلکه از جنبه سلامتی بخش بودن نیز دارای 
، در مطالعات همسو با نتایج ما(. 1999et al Naidu ,.باشند )اهمیت می

، از دستگاه گوارش زنبور (et al Nikooei ,.1999انجام شده در ایران )
داسازی ج لاکتوباسیلوسهای عسل در ایران پنج سویه مختلف باکتری

 و لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس کونکی شده شامل
 یلوسلاکتوباسدر تحقیقی مشابه نیز بود. لاکتوباسیلوس آپیس 

و   انتروکوکوس فکالیس، انتروکوکوس فاسیومو  ژوهانسی
ده زنبور از دستگاه رو کازئی لاکتوباسیلوسو  اسیلوس برویسلاکتوب

 (.2020et al Elzeini; ., 2011et al Audisio ,.جدا شد )
 

 مقاومت به اسید نتایج 

 ها مقاومت بهترین فاکتورهای انتخاب پروبیوتیکیکی از مهم
ها صفراوی موجود در دستگاه شیمیایی مثل اسیدها و نمکهای حامل

. نشان داده شده است که (2004et al Gibson ,.)باشد گوارش می
 های موجود درهای پروبیوتیکی به وسیله غذا و یا مولکولباکتری

دستگاه گوارش خاصیت بافری پیدا کرده و در شرایط فوق اسیدی قرار 
از آنجایکه  (.Gilliam and Prest, 1987; Sjovall, 1959) دنگیرنمی

است و البته پس از هضم  ۱میزان اسیدیته معده در صبح ناشتا حدود 
 pH ۳رسد، بنابراین یک پروبیوتیک مناسب باید تقریبا می ۵/۰غذا به 

مانی و رشد (. توانایی زندهLiong and Shah, 2005را تحمل کند )
 نشان داده شده است. ۵ های مختلف در شکل pHها در باکتری

مل ها قادر به تحدهد که تمامی باکترینتایج بدست آمده نشان می
pH ۲ و   ۱ لاکتوباسیلوس پلانتاروممانی جدایه بودند و میزان زنده

 pHا و هها در تمامی زماننسبت به سایر سویه یلوس آپیسلاکتوباس
ها قادر به زنده تنها باکتری نه ۵/۱و  pH ۰ها بیشتر بود. همچنین در 

داشتند. در تحقیق خوبی هم در این شرایط ماندن بودند، بلکه رشد 
ده های اسید لاکتیکی جدا شمشابه نیز نشان داده شده که انواع باکتری

پس از سه ساعت بودند و میزان  pH ۳از گرده نان زنبور قادر به تحمل 
et al Mohammad ,.بود ) ٪ ۹۰/۹۹الی   ۷۱/۹۱ مانی در حدودزنده

گیرد، عمل در شرایط اسیدی قرار می  LAB(. در واقع زمانی که 2020
به بیرون از سلول از طریق عمل  H+مپ کردن را با پ pHهموستاز 
ATPase -+/H ( فعال می کندet al., 2004 Matsumoto این مورد .)

 باشد.  LABهای ممکن است به عنوان عامل مقاومت اسیدی جدایه

 
 

 

   

  ۱۵۴۴و بدست آوردن باند  27F/1492Rبا پرایمر  PCRالگوی  -۴ شکل
Figure 4 - PCR pattern using Universal primers 27F/1492R and observing a DNA band of 1500 bp 
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 مقاومت جدایه های منتخب به اسید در زمان های مختلف -۵ شکل

Figure 5- Resistance of isolates to different pH at different time intervals 
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 های صفراوی نتایج مقاومت به نمک 

عامل مهم و تعیین کننده  ، LABتوسط  یتحمل نمک صفراو
دیگری در رابطه با انتخاب یک میکروارگانیسم مناسب به عنوان 

پروبیوتیک پس از عبور  .(2004et al Gibson ,.) اشدبپروبیوتیک می
شوند. مقاومت به صفرا ازمعده، وارد روده شده و با نمک صفرا مواجه می

ممکن است از طریق جریان نمک صفرا به خارج، هیدرولیز   LABدر 
Ruiz )نمک صفرا یا تغییر غشای سلولی و دیواره سلولی صورت گیرد 

., 2013et al .) این مکانیسم دارای اثر مثبت بر کاهش کلسترول سرم
 اشدبنیز میهای صفراوی دکنژوگه و اثر منفی بر افزایش سطح نمک

(Corzo and Gilliland, 1999) کیسه صفرا نقش اساسی در .
تصاصی روده داراست و شدت اثر مکانیسم دفاعی اختصاصی و غیر اخ

ود. در شهای صفراوی تعیین میبازدارندگی آن به وسیله غلظت نمک
  ٪۳/۴ یهای صفراودستگاه گوارشی انسان میانگین غلظت نمک

برای این غلظت و  (2004et al Pennacchia ,.وزنی/حجمی است )
د در این با این وجو ،شودکافی تلقی می های مقاوم به صفراتعیین سویه

 . نتایج نشان دادنیز بهره برده شده است های بالاترپژوهش از غلظت
 (،۱)شکل  بودند ٪۱ها قادر به تحمل نمک صفرا تا که تمامی باکتری

و البته میزان رشد، با افزایش غلظت نمک صفرا، کاهش یافت. همچنین 
نمک صفرا بودند، بلکه رشد نیز داشتند ها نه تنها قادر به تحمل جدایه

شت. بیشترین میزان تحمل را دا لاکتوباسیلوس کازئیها و از میان جدایه
در تحقیق مشابه نیز لاکتوباسیلوس پلانتاروم جدا شده از معده زنبور 

این نتایج،  بنابر (.TR, 2018درصد بود ) ۱قادر به تحمل نمک صفرا تا 
های جداشده همگی دارای مقاومت بالایی نسبت به نمک صفرا هسوی

توانند به عنوان پروبیوتیک انسانی و حیوانی نیز نشان دادند، که می
 استفاده شوند.

 

 
 مقاومت جدایه های منتخب به نمک صفرا در زمانهای مختلف -۶ شکل

Figure 6- Resistance of isolates to bile salts at different time intervals 
 

 ایای و رودهزنده مانی در شرایط معده

پیش از آنکه یک پروبیوتیک بتواند اثرات مثبت خود را بر میزبان 
یز نبروز دهد، باید قادر به تحمل شرایط خاص حاکم بر دستگاه گوارش 

برای رسیدن به روده، سویه ها می بایست درابتدا از معده که یک باشد. 
سد قدرتمند در برابر ورود به روده می باشد، عبور کنند. مطالعات اولیه 

در محیط معده ای به شناسایی سویه  LAB برای سنجش زنده مانی 
هایی که توانایی زنده ماندن، از میان گونه های متعدد را داشتند، 

ایجاد تنش در ساختار میکروارگانیسم به علت شرایط ختصاص داده شد. ا
شود. بزاق دارای آنزیم لیزوزیم، خاص دستگاه گوارش از دهان آغاز می

کند. سپس میکروارگانیسم وارد معده شده که این شرایط را ایجاد می
باشد. قسمت فوقانی متغیر می ۳تا  ۵/۱آن از  pHو  استحاوی پپسین 

میکروارگانیسم را تحت  است،های پانکراسی آنزیمحاوی که یز نروده 
. زمان معمول عبور غذا (2005et al Schillinger ,.) دهدتاثیر قرار می

ساعت  ۳دقیقه تا  ۲۴بین  از دستگاه گوارش متفاوت بوده اما معمولاً
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 .(1992et al Goldin ,.) متفاوت است
ای ی و رودهاههای منتخب در شرایط معدمیزان زنده مانی جدایه 

سویه های متعلق به گونه هایی نشان داده شده است.  ۰و  ۳در جدول 
که به صورت نرمال ساکن روده انسانی هستند به هنگامی که برای 

پایین و شیره معده ساختگی مورد  pHنسبت به ارزیابی مقاومت آنها
ج، مطابق نتایارزیابی قرار گرفتند، رفتار بهتری از خود نشان دادند. 

قاومت را حداقل م لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسو  انتروکوکوس فاسیوم
اند. نشان دادهدرصد  ۵۴ مانی کمتر ازبا درصد زنده هنسبت به شرایط معد
  R valueنی  این دو جدایه در شرایط روده ای با مادر مقابل، درصد زنده

دقیقه مقاومت  ۳۴پس از بسیار شاخص بود. ) ۷۱/۱و  ۳۵/۱) ۱بالای 
 ،لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسهای به شرایط معده در باکتری

لاکتوباسیلوس و  ۱ لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس کازئی
به . (P<۴۵/۴ها بود )به طور معنی داری کمتر از سایر باکتری آپیس

معنی  به طور لاکتوباسیلوس کازئیها تنها مقاومت علاوه، از میان جدایه
(. همچنین میزان P<۴۵/۴دقیقه کاهش یافت ) ۱۴داری پس از 

و  ۲لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، لاکتوباسیلوس پلانتاروم مقاومت در 
ساعت به طور معنی داری در شرایط  ۲۰پس از  سلاکتوباسیلوس آپی

های مذکور . به علاوه، جدایه (P<۴۵/۴روده افزایش نشان داد )
ساعت از خود نشان  ۲۰ها در بالاترین مقاومت را نسبت به سایر جدایه

-( نیز نشان دادند که زنده۲۴۱۲جنسین و همکاران ) .(P<۴۵/۴دادند )

دقیقه در شرایط معده کاهش  ۱۴۴از  پس لاکتوباسیلوس پلانتاروممانی 
et al Jensen ,.شرایط روده را به خوبی تحمل نمود )ر حالیکه یافت، د

های جداشده مانند (. طبق نتایج حاصله برخی از سویه2012
به خوبی قادر به تحمل شرایط معده و روده  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

 بخش خود را درتواند پس از مصرف، اثرات سلامتیبوده است و لذا می
بدن میزبان ارایه دهد.

 

 (R values)های منتخب به شرایط ساختگی معدی مقاومت جدایه –۳ جدول
Table 3- Resistance of selected isolates in simulated gastric conditions 

Time 

(min( 

R value 

لاکتوباسیلوس 
 اسیدوفیلوس

L. acidophilus 

 لاکتوباسیلوس کازئی
L.casei 

لاکتوباسیلوس 
 ۱پلانتاروم 

L.plantarum1 

لاکتوباسیلوس 
 ۲پلانتاروم 

L.plantarum2 

لاکتوباسیلوس 
 آپیس

L.apis 

پدیوکوکوس اسیدی 
 لاکتیسی
Ped. 

Acidilactici 

 انتروکوکوس فاسیوم
E. faecium 

0 0.92±0.15aA 0.89±0.12bA 0.82±0.29aA 0.94±0.11aA 0.87±0.31aA 0.93±0.11aA 0.91±0.30aA 

10 0.72±0.13aA 0.60±0.16abA 0.62±0.16aA 0.91±0.29aA 0.51±0.18aA 0.94±0.11aA 0.92±0.19aA 

20 0.59±0.16aAB 0.20±0.05aA 0.45±0.12aAB 0.84±0.18aB 0.28±0.09aA 0.91±0.26aB 0.86±0.12aB 

30 0.68±0.13aABC 0.31±0.19aA 0.51±0.12aAB 1.14±0.25aC 0.24±0.12aA 0.87±0.16aBC 0.83±0.18aBC 

 (P<۴۵/۴باشد )حروف بزرگ و کوچک به ترتیب نشاندهنده تفاوت معنی دار در ردیف و   ستون می
 

 (R valuesمقاومت جدایه های منتخب به شرایط ساختگی روده فوقانی ) -۴ جدول
Table 4- Resistance of selected isolates in simulated intestinal conditions 

Time 

(h( 

R value 

لاکتوباسیلوس 
 اسیدوفیلوس

L. acidophilus 

 لاکتوباسیلوس کازئی
L.casei 

لاکتوباسیلوس 
 ۱پلانتاروم 

L.plantarum1 

لاکتوباسیلوس 
 ۲پلانتاروم 

L.plantarum2 

 لاکتوباسیلوس آپیس
L.apis 

پدیوکوکوس اسیدی 
 لاکتیسی
Ped. 

Acidilactici 

 انتروکوکوس فاسیوم
E. faecium 

0 0.84±0.21aA 0.91± 0.25aA 0.92±0.12aA 0.92±0.25abA 0.91±0.26aA 0.90±0.19±aA 0.8±0.31aA 

4 0.81±0.15aA 0.95±0.22aA 0.94±0.18aA 0.91±0.29aA 0.87±0.16aA 0.93±0.24aA 0.81±0.21aA 

8 0.97±0.22aA 0.97±0.32aA 0.99±0.32aA 0.97±0.16abA 0.89±0.28aA 0.96±0.12aA 0.85±0.19aA 

12 1.26±0.19abA 1.11±0.26aA 1.21±0.26aA 1.38±0.16abA 1.42±0.25abA 1.11±0.19aA 0.92±0.14aA 

24 1.60±0.28bBC 1.35±0.21aABC 1.23±0.18aAB 1.52±0.21bABC 1.76±0.19bC 1.14±0.15aAB 1.01±0.19aA 

 (P<۴۵/۴)باشد به ترتیب نشاندهنده تفاوت معنی دار در ستون و ردیف میحروف بزرگ و کوچک 
 

-گریزی سویهو آب تجمعیکمک ، تجمعینتایج خصوصیات 

 ها

آبگریزی، تجمعی و کمک تجمعی باکتری درصد به مربوط مقادیر
طبق نتایج بدست آمده، اختلاف  .است شده داده نشان ۵ جدول در ها

ها در این سه ویژگی مشاهده نشد، و البته دو جدایه معنی دار بین جدایه

رتیب به ت پدیوکوکوس اسیدی لاکتسیو  لاکتوباسیلوس کازئی
( درصد تجمعی را داشتند. در ٪۰۱(  و کمترین میزان )٪۴۰بیشترین )

دارای خاصیت خود تجمعی بالا  لاکتوباسیلوس هاتحقیق مشابه نیز 
 (. ۰۴-۰۱( گزارش شده اند )٪ ۴/۹۹)
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 جدایه ها تایج مربوط به میزان آبگریزی، تجمعی و کمک تجمعین ۵  جدول
Table 5- Results related to auto-aggregation, co-aggregation and hydrophobicity of isolates 

 نام باکتری
 درصد تجمعی

Auto aggregation % 
 درصد کمک تجمعی

Co-aggregation % 
 درصد آبگریزی

Hydrophobicity% 
 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

L. acidophilus 
60.65±25.31a 13.34±9.21a 54.75±21.56a 

 لاکتوباسیلوس کازئی
L.casei 

84.91±30.15a 15.66±8.23a 68.43±23.18a 

 ۱لاکتوباسیلوس  پلانتاروم 
L.plantarum1 

55.87±12.34a 16.32±10.12a 59.28±34.18a 

 ۲لاکتوباسیلوس پلانتاروم 
L.plantarum2 

55.19±21.34a 17.28±8.32a 59.17±29.14a 

 لاکتوباسیلوس آپیس
L.apis 

74.49±34.45a 22.76±12.19a 65.37±34.15a 

 پدیوکوکوس اسیدی لاکتیسی
Ped. acidilactici 

46.91±17.36a 10.81±6.18a 43.21±20.15a 

 انتروکوکوس فاسیوم
E. faecium 

69.89±34.24a 14.42±7.12a 66.26±32.18a 

a,b حروف کوچک نشاندهنده تفاوت معنی دار در ستون می( 50/5باشد>P)  

Small alphabetical letters in the column shows significant differences between isolates (p ≤ 0.05)  

 

های مناسب برای بررسی تجمعی و آبگریزی به عنوان شاخص
باشند. توانایی اتصال به دیواره سلول در محیط آزمایشگاهی می

ها ی سویهو توانای تجمعیهمبستگی مثبتی که بین آبگریزی، همچنین 
 عنوانبه ،وجود دارد کمک تجمعیطور در اتصال به دیواره روده و همین

های اولیه انتخاب یک سویه مناسب برای پروبیوتیک قابل بررسی
et alDel ; Dunne et al., 2001 ,.) رسدنظر میاعتماد، ضروری به

., 2009et alXu ; 2000.)  سبب  کمک تجمعیگزارش شده است که
-زا در دستگاه گوارش میهای بیماریجلوگیری از رشد و اتصال سویه

 های. همچنین ثابت شده است که باکتری(et al., 2008 Botes)شود 
کنند می کنترلای مورد استفاده به عنوان پروبیوتیک شرایط را به گونه

ا شده هکه سبب افزایش غلظت ترکیبات ضد میکروبی در اطراف پاتوژن
Kaewnopparat ) یابدافزایش می کمک تجمعیو این عمل در اثر 

., 2013et al). 
سید و تیکوئیک ا فاکتورهایی مثل پروتئین، گلیکوپروتئین،

ر اتصال به ها نیز ددیواره سلولی باکتری در سطح لیپوتیکوئیک اسیدها
et al Ramiah ,.هستند )ها موثر و آبگریزی سویه تجمعیدیواره روده، 

به دیواره سلولی روندی پیچیده بوده و شامل ها باکتریاتصال  (.2008
-پیوندهای اختصاصی و غیر اختصاصی و وجود رسپتورهای خاص می

سطح دیواره سلولی  Sهای لایه دهد پروتئینها نشان میررسیباشد. ب
 ندکها ایفا میسویه خاصیت تجمعیباکتری نقش مهم و اساسی در 

(., 2015et al Li).  مینیز خود درصد بالای آبگریزی از طرف دیگر-

لیال روده تای از ظرفیت بالای باکتری برای اتصال به اپیتواند نشانه

بار سطحی و  ،. علاوه بر این(et al., 1980 Rosenberg) باشد
رار قاست که در آن ها تحت تاثیر شرایط محیطی آبگریزی باکتری

های مختلف رفتار که چرا سویه نشاندهنده آن استکه  ،دنگیرمی
et al., 2014 Merghni ;) دهندمتفاوتی از خود نشان می

., 2005et al Vesterlund.) تجمعی و  در مطالعه حاضر در صد
آبگریزی بالا جدایه ها نشانگر توانایی اتصال بالا این جدایه ها به دیواره 

 اپتلیال روده می باشد .  سلول
 

 نتیجه گیری کلی

همزیست دستگاه گوارش زنبورهای عسل  هایاز مهمترین باکتری
ر باکتری حضونیز در این تحقیق د. نباشهای اسید لاکتیک میباکتری

های اسید لاکتیک در دستگاه گوارش زنبور عسل نشان داده شد. این 
باکتری ها بیانگر خصوصیات پروبیوتیکی بودند که اهمیت زیادی در 

ها یاین باکترشد  همشاهد سلامتی میزبان دارند. همانطور که در نتایج
 .شوندر های مضمانع از رشد باکتریمی توانند با تولید اسید لاکتیک 

قش نزنبورعسل می توانند بنابراین در حفظ سلامت دستگاه گوارش 
زم ثبت این جدایه ها بعنوان پروبیوتیک لا البته قبل از .کنندمهمی ایفا 

خش رسی و اثرات سلامتی باست ویژگی آنها در شرایط درون تنی نیز بر
تری گردد عملکرد این باک و ایمنی آنها تایید شود. همچنین پیشنهاد می

ها در بهبود سیستم ایمنی و اثرات ضد میکروبی جدایه ها علیه عوامل 
 انواع بیماری های زنبور عسل نیز بررسی گردد. 
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