

  Journal of Babylon University/Pure and Applied Sciences/ No.(6)/ Vol.(21): 2013

دراسة الخواص الفسيولوجية كمعزز حيوي لعصيات بكتريا حامض اللبنيك المعزولة من منتجات الالبان المحلية في مدينة اربيل 
 زينب محمد نصيف , ريباز أسود ميرزه 

كلية الزراعة-جامعة صلاح الدين
الخلاصة  
       شملت الدراسة عزل وتشخيص أنواع من بكتريا حامض اللبنيك من منتجات الألبان المحلية والكشف عن القابلية التثبيطية لنواتجها الأيضية ضد بعض أنواع البكتريا المرضية في قسم الصناعات الغذائية/ كلية الزراعة/ جامعة صلاح الدين، ودراسة الخواص الفسيولوجية لها. تم الحصول على 28 عزلة من بكتريا عصيات حامض اللبنيك. واخضعت العزلات البكتيرية للفحوصات المجهرية والزرعية، فضلاً عن الإختبارات الكيموحيوية. اظهرت النتائج ان 6  عزلات تعود الى Lb.fermentum ، 8 عزلات للنوع Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus و 14 عزلات للنوع  Lb.plantarum .   تبين أن رواشح بكتريا حامض اللبنيك لها فعالية تثبيطية ضد بعض أنواع البكتريا المرضية ، إذ تراوحت أقطار مناطق التثبيط ما بين 7-28 ملم، وقد أظهرت خمسة عزلات من عصيات حامض اللبنيك التي شملت (Lb33، Lb37 ، Lb43، Lb48، Lb49) أفضل كفاءة تثبيطية.وتبين من خلال دراسة الخواص الفسيولوجية، أن العزلات Lb33 و Lb48 كانت أكثر مقاومة لاملاح الصفراء، وتوضح كذلك أن عزلة Lb48 أكثر مقاومة للحموضة مقارنة مع العزلات الآخرى ، وإختلفت العزلات في مقاومتها للمضادات الحيوية، وأن العزلات Lb48 و Lb49 إنتجت السكريات المتعددة من مجموع خمسة عزلات لبكتريا حامض اللبنيك.
Abstract
                                                    

      The study included isolation and identification of lactic acid bacilli (LAB) from local dairy product and detection of the inhibiting ability of the metabolic products of LAB against the pathogenic bacteria in food technology department/ college of agriculture/ university of salahaddin.Furthermore,the study of the physiological characteristics of these bacteria. Sample of the raw milk and dairy product were collected from different locations in Erbil city. Twenty eight isolates from the Bacilli Lactic Acid. All bacteria isolated were subjected to microscopic and cultural tests. Besides to the biochemical tests. Six isolates were identified and these belongs to Lb.fermentum, (8) isolates belongs to the species Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus, (14) isolates belongs to the species Lb.plantarum .The results show the extraction of LAB have antibacterial activity against some types of pathogenic bacteria. The diameters of the inhibition zones ranged between (7-28)mm. Five of these isolates of the LAB which includes (Lb33, Lb37, Lb43, Lb48 and Lb49) showed the highest inhibiting activity. Through the study of the physiological characteristics the isolates (Lb33 and Lb48) showed high resistance to the bile salt, while the isolate (Lb48) showed high resistance to the acidity in comparison with the other isolates, The isolated LAB showed differences in their resistance to the antibiotics, and the isolates (Lb48 and Lb49) produced the exopolysaccharides from 5 isolates of the LAB.
المقدمة    
       صنفت بكترياLactobacillus  ضمن عائلة العصيات اللبنية Lactobacillaceae ويضم هذا الجنس أكبر مجموعة من بكتريا حامض اللبنيك وهو عبارة عن عصيات طويلة أو قصيرة أبعادها 0.5-15×10 مايكروميتر ، تنقسم بإتجاه واحد فقط ، تكون على هيئة سلاسل في معظم الأنواع ، موجبة لصبغة كرام ، غير مكونة للسبورات ، لاهوائية اختيارياً أو شحيحة O2 Microaerophilic)) , محبة للحموضة, غير منتجة لأنزيم الكاتاليز، الحرارة المثلى للنموها (30-40º)م ، غير مرضية و غير منتجة للسموم ، تخمر السكريات ، تحتاج إلى العديد من العناصر الغذائية المعقدة مثل الفيتامينات والأحماض الامينية والقواعد النتروجينية ومادة كربوهيدراتية قابلة للتخمر مصدراً للطاقة (Kandler and Weiss ،1986 ; Holt وآخرون ،1994 ; Priest and Campbell ،1999).
تنتج بكتريا حامض اللبنيك خلال مساراتها الأيضية طيفاً واسعاً من النواتج الأيضية تؤدي بعض هذه النواتج الأيضية دوراً مهماً في تثبيط نمو العديد من الممرضات المهمة فضلاً عن العديد من الأحياء المجهرية المسببة للتلف الغذائي أثناء الخزن, مما يؤدي إلى إطالة فترة الحفظ لكثير من الأغذية المتخمرة وتجهز الغذاء الأفضل للحفظ ، وقد استعمل قسم منها وحقق نجاحاً يضاهي أو يفوق استعمال المواد الحافظة الكيمياوية التقليدية (Zottola وآخرون ،1994 ; Cintas وآخرون ،1998)، وهناك عدة دراسات اشارت بشكل وثيق الى فعالية بكتريا حامض اللبنيك كمواد حافظة للأغذية (Ananou وآحرون ،2007 ; Mansilla ،2008). ولاحظ ِAbo-Amer (2007) أن Lb. plantarum AA135 المعزولة من اللبن تنتج مواد مثبطة ذات فعالية التثبيطية ضد مدى واسع من البكتريا الموجبة والسالبة لصبغة كرام 
المواد وطرائق العمل    
عزل عصيات حامض اللبنيك من منتجات ألالبان :
تم جمع العينات من الحليب الخام واللبن المحلي والجبن الطري المحلي من أسواق مدينة أربيل في حاويات بلاستيكية معقمة، ونقلت إلى المختبر تحت ظروف معقمة ومبردة. وتم عزل بكتريا حامض اللبنيك وفق ما ذكره (Harrigan and McCance ،1976 ; Lilia وآخرون ،2002 ; Pal وآخرون ،2005).

تنمية وتشخيص عزلات عصيات حامض اللبنيك:
   استخدم وسط (MRS)  DeMan Rogosa Sharp تنمية البكتريا وشخصت البكتريا بدراسة الصفات الشكلية واجراء الفحوصات المجهرية و الاختبارات الكيموحيوية والتي شملت النمو بدرجات حرارة المختلفة والنمو في وسط حاوي على NaCl وفحص إنتاج أنزيم الكاتاليز وإنتاج أمونيا من الأرجنين وتخمر سكريات المختلفة (Kandler and Weiss ،1986 ; Savadogo وآخرون ،2004a).

البكتريا المستخدمة في الدراسة ومصادرها :

   استخدم في هذه الدراسة سلالات بكتيرية مرضية ومسببة لتلف الأغذية التي تم تنشيط عزلاتها لاستعمالها في اختبار  الكشف عن الفعاليته التثبيطية، وكما يلي:
	ت
	البكتريــــا
	مصادرها

	1
	Escherichia coli  ATCC 25922
	مستشفى رزكاري / أربيل

	2
	staphylococcus aureus  ATCC 25923
	مختبر ميديا مركزي / أربيل

	3
	Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853
	مختبر ميديا مركزي / أربيل

	4
	subtilus Bacillus
	كلية الزراعة / جامعة صلاح الدين


الفعالية التضادية لعصيات حامض اللبنيك :

    حضر الراشح الزرعي Cell Free Extract (CFE) لأنواع بكتريا حامض اللبنيك والحاوي على نواتجها الأيضية حسب الطريقة التي ذكرها كل من Roy وآخرون (1994) و الشيخ ظاهر (1999) وحميد (2004) .
تقدير الفعالية التثبيطية للـ(CFE)  ضد البكتريا الاختبارية:
    تم تقدير الفعالية التثبيطية للـ (CFE) لمزارع بكتريا حامض اللبنيك ضد البكتريا الاختبارية لكل من Bacillus subtilus ، staphylococcus aureus ، Escherichia coli و Pseudomonas aeruginosa بطريقة الانتشار في الحفر(Well diffusion ) التي وصفها (Gupta وآخرون ،1998 ; الشيخ ظاهر 1999)، حيث زرعت الأطباق الحاوية على وسط (Nutrient agar) بنقل 0.1مل من البكتريا الاختبارية المعزولة الحاوي على 105 CFU/مل وتم توزيع اللقاح على الوسط باستعمال ناشر زجاجي على شكل حرف (L) ، وإستعمل ثاقب الفلين لعمل ثقوب قطرها (5)ملم وبعمق (5)ملم في الأوساط الصلبة ثم ملئت الحفر بـ 0.05 مل من (CFE) لعزلات بكتريا حامض اللبنيك، وتركت الأطباق بدرجة حرارة المختبر لمدة ساعة واحدة وحضنت بعدها الأطباق المزروعة ببكتريا الإختبار بدرجة حرارة 37ºم ولمدة 18 ساعة، وبعد مدة الحضن قيست أقطار هالات التثبيط في حالة وجودها باستعمال مسطرة مدرجة وبضمنها قطر الحفرة وقد استعملت 4 حفر لكل معاملة وأجريت التجربة بثلاثة مكررات وقورنت مع معاملة السيطرة (الثقوب الحاوية على وسط  MRSالسائل دون اللقاح البكتيري).
تقدير التركيز المثبط الادنى Minimum Inhibition Concentration (MIC) للـ (CFE) ضد بكتريا الاختبار :
    بعد إجراء تجارب التثبيط اختير أفضل CFE من حيث القابلية التثبيطية ضد أنواع البكتريا المرضية المستخدمة في الدراسة ، لقحت أنابيب وسط المغذي السائل (Nutrient broth) الحاوي على (0.5 ، 1 و 1.5)% من (CFE) لكل من عزلات بكتريا حامض اللبنيك المختارة على انفراد ومعاملة السيطرة بدون إضافة راشح (CFE) بالمزارع من بكتريا الأختبار المرضية بعمر 18-24 ساعة وبنسبة لقاح 1% الحاوي على (105 CFU/مل) وحضنت بدرجة حرارة 37ºم لمدة 24 ساعة ، بعدها اجريت التخافيف العشرية واستخدم ماء الببتون بنسبة 0.1% عند اجراء التخافيف، ونقل مللتر واحد من التخفيف المناسب الى أطباق معقمة وصب عليها الوسط الزرعي (Nutrient agar) ونقلت بعد تصلب الوسط الى الحاضنة في درجة حرارة 37ºم لمدة 24 ساعة ، بعدها حسبت اعداد مستعمرات بكتريا الاختبار المرضية بإستخدام جهاز عداد المستعمرات ومقارنتها مع طبق السيطرة  (Suskovic وآخرون 1997).
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دراسة خواص بكتريا حامض اللبنيك كمعزز حيوية (Probiotic):
 أتبعت طريقة Spencer and Ragout (2001) لدراسة مقاومة البكتريا لاملاح الصفراء وللحموضة كما مبينةادناه:
1-دراسة مقاومة البكتريا لاملاح الصفراء :

لقحت أنابيب الاختبار الحاوية على وسط (MRS) السائل و(MRS) السائل الحاوي على تراكيز مختلفة من أملاح الصفراء(0.1,0.15,0.2,0.3,0.05)%, بنقل 0.05مل من المزارع البكترية الحاوية على (105 CFU/مل)، وحضنت الأنابيب في حمام مائي عند درجة حرارة 37ºم لمدة 24 ساعة .وقدر النمو بقياس الكثافة الضوئية الممتصة على الطول الموجي 600 نانوميتر بعد (1، 8 ، 16 و 24) ساعة من الحضن ووسط غير الملقح بالبكتريا في الظروف نفسها.

دراسة مقاومة البكتريا للحموضة :

لقحت الأنابيب الحاوية على وسط Artificial gastric juice المعدل فيها قيم الـ pH 2.5 و 6.5 بنقل 0.2 مل من العزلات البكترية الحاوية على (105 CFU/مل)، ثم حضنت عند درجة الحرارة 37º م لمدة 24 ساعة .

 اجريت التخافيف العشرية باستخدام ماء الببتون بنسبة 0.1% بفترات 0 ، 1 ، 2 ، 3  ، ونقل مللتر واحد من التخفيف المناسب الى اطباق معقمة وصب عليها الوسط الزرعي (MRS) الصلب وحضنت بدرجة حرارة 37º م لمدة 24 ساعة، بعدها حسبت اعداد المستعمرات البكترية بإستخدام جهاز عداد المستعمرات.
دراسة حساسية البكتريا للمضادات الحياتية:

   أتبعت طريقة Lengkey وآخرون (2009) لاختبار مقاومة وحساسية عزلات بكتريا حامض اللبنيك تجاه أنواع المضادات الحياتية .
انتاج السكريات المتعددة الخارجية (Exopolysaccharide) من بكتريا حامض اللبنيك:

   أ- الكشف عن المستعمرات المخاطية في وسط الحليب الصلب : 

   أتبعت طريقة Spencer and Ragout (2001) للكشف عن المستعمرات المخاطية وبحسب الخطوات الأتية :

 لقحت الأنابيب الحاوية على وسطNon Fat Skim Milk  (NFSM) السائل بمليلتر واحد حاوي على (105 CFU/مل) من مزارع بكتريا حامض اللبنيك بعمر 24ساعة وحضنت بحرارة 37º م لمدة 24 ساعة ، اجريت التخافيف للـ (NFSM) الملقح ببكتريا حامض اللبنيك واستخدم ماء الببتون بنسبة 0.1% عند اجراء التخافيف ، ونقل 0.5 مل من التخفيف الخامس الى سطح وسط الحليب الفرز المتصلب في الأطباق المعقمة . حضنت الأطباق في درجة حرارة 37ºم لمدة 48-72 ساعة .وتم بعد ذلك خدش سطح الاكار بواسطة (Toothpick) المعقم ولوحظ تكون السطح الخشن للمستعمرات النامية الذي يدل على احتواء المستعمرات النامية على الحافظة (Capsule) التي تحتوي في تركيبها على السكريات المتعددة (Polysaccharides) المسؤولة عن ظهور هذه الصفة.
 ب- تقدير تكون المواد اللزجة لبكتريا حامض اللبنيك :
    لقحت الأنابيب الحاوية على وسط (NFSM) السائل بمليلتر واحد من مزارع بكتريا حامض اللبنيك الحاوي على (105خلية/مل) بعمر 24 ساعة وحضنت بحرارة 37ºم لمدة 24 ساعة ، بعدها سحب وسط الحليب (NFSM) السائل الحاوي على مزارع البكتريا النامية بواسطة ماصة معقمة وأفرغت محتويات الماصة، ثم قيس طول خيط الوسط النازل المستمر بإستعمال مسطرة مدرجة (Spencer and Ragout ،2001)
 النتائج والمناقشة

عزل وتشخيص بكتريا عصيات اللبنيك Lactobacillus :
    تم الحصول على (28) عزلة من بكتريا حامض اللبنيك النامية على وسط (MRS) والتي عزلت من الحليب الخام واللبن المحلي والجبن الطري المحلي من مناطق مختلفة في مدينة أربيل. تم تشخيص هذه العزلات مبدئياً بالإعتماد على تكوينها هالة شفافة حول مستعمراتها النامية على وسط (MRS) الصلب الحاوي على كاربونات الكاليسيوم والتي تذوب بالحامض المنتج من البكتريا، أن وسط MRS ملائم لنمو مكورات وعصيات اللبنيك المعزولة من اللبن والجبن على حد سواء وبشكل جيد وذلك لإحتوائه على جميع العناصر المغذية اللازمة لنمو بكتريا حامض اللبنيك. ومن خلال الزرع على الوسط (MRS) الصلب أمكن تثبيت الصفات الزرعية والصفات المجهرية للخلايا البكتيرية، ومن ثم تشخيصها حتى النوع بإتباع الفحوصات الكيموحيوية (Biochemical tests) الخاصة بها وقد امكن تشخيص 6 عزلات تعود لـ Lb.fermentum و8 عزلات تعود لـ Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus  و 14 عزلات تعود لـ Lb.plantarum ، وكانت العزلات التابعة لهذا الجنس أما متباينة التخمر أو متجانسة التخمر.   أشار المصلح و الحيدري (1989) إلى ان Lb.plantarum تعد من الانواع الرئيسة المعزولة من اللبن الرائب , وذكر Lilia وآخرون (2002) انه من السهل عزل Lb.fermentum و Lb.delbrueckii subsp.bulgaricus من منتجات الالبان.
الفعالية التثبيطية لبكتريا عصيات اللبنيك ضد البكتريا الأختبارية :
    بينت رواشح الوسط الزرعي ( MRS ) النامية فيه خلايا بكتريا عصيات اللبنيك أو ما يسمى Cell Free Extract (CFE) الكفاءة التثبيطية ضد (4) أنواع من البكتريا المرضية المستخدمة في الدراسة. اختبرت (CFE) لعزلات البكتريا جميعها بعد تنميتها في وسط (MRS) السائل الذي يعد ملائماً لإنتاج المواد المثبطة من قبل عزلات بكتريا عصيات اللبنيك وذلك لدوره في تجهيز الخلايا بالعديد من العناصر المغذية سهلة الاستهلاك (القصاب والخفاجي ،1992b).

   يلاحظ في الجدول (1) ان هناك اختلافات في الفعالية التثبيطية لبكتريا عصيات اللبنيك ضد بكتريا الاختبار ، حيث تراوح معدل أقطار مناطق التثبيط حول الحفر من 7-28 ملم ويلاحظ ان العزلة (Lb13 ، Lb15) أعطت أقل فعالية تثبيطية 7 ملم ضد بكتريا E.coli و Staph. aureus على التوالي أما العزلة (Lb48) فقد أعطت أكثر فعالية تثبيطية التي كانت 28 ملم ضد بكتريا Bacillus subtilus وقد أظهرت هذه العزلة كفاءة تثبيطية عالية ضد أنواع بكتريا الاختبار قيد الدراسة. تبين من النتائج أن خمسة العزلات من مجموع عزلات المشخصة كانت كفاءتها التثبيطية عالية مقارنة مع العزلات الآخرى الباقية حيث تراوحت أقطار مناطق التثبيط بين 23-28ملم ضد بكتريا Bacillus subtilus في حين كانت بين 21-26 ملم ضد بكتريا E. coli ، فضلاً عن 17-22ملم ضد بكتريا Staph. aureus واخيراً 15-20 ملم ضد بكتريا Pse. aeruginosa . لذلك تم اختيار عزلات بكتريا حامض اللبنيك ذات الفعالية التثبيطية العالية لاجراء الدراسات التفصيلية وهي (Lb33 ،Lb37 ،Lb43 ،Lb48 ،Lb49).    بينت النتائج أن هناك اختلاف بين عزلات بكتريا حامض اللبنيك في إظهار الفعالية التثبيطية ضد أنواع البكتريا الاختبارية، ويتبين من الجدول (1) بأن رواشح عزلات عصيات اللبنيك التابعة للـ (Lb.plantarum) كانت الاكثر تأثيراً في تثبيط نمو بكتريا الاختبار. جاءت هذه النتائج متفقة مع ما وجده Abo-Amer (2007) بأن فعالية التثبيطية للـ (Lb.plantarum) المعزولة من اللبن عالية ضد مدى واسع من البكتريا الموجبة والسالبة لصبغة كرام ويعود السبب الى إنتاج المواد المثبطة. كذلك ذكر Yateem وآخرون (2008) أن لبكتريا Lb.plantarum المعزولة من لبن الجمل فعالية تثبيطية أعلى من عزلات Lc.lactis و Lb.pentosus ضد البكتريا المرضية E.coli و Salmonella sp. . في حين ذكر Liasi وآخرون (2009) بأن لبكتريا Lb.paracasei فعالية تثبيطية أكثر من عزلات (Lc casei  ، Lb. plantarum) ضد مدى واسع من البكتريا الموجبة والسالبة لصبغة كرام.
جدول (1) : معدلات أقطار مناطق التثبيط (ملم) لرواشح عزلات بكتريا حامض اللبنيك ضد بكتريا الاختبار بطريقة الانتشار في الحفر.

	عزلات LAB
	قطر منطقة التثبيط (ملم) تجاه بكتريا الاختبار

	
	Bacillus subtilus
	E.coli
	Staph. aureus
	Pse. aeruginosa

	Lb3
	- *
	11 **
	13
	11

	Lb4
	-
	18
	18
	-

	Lb5
	19
	17
	14
	13

	Lb8
	12
	14
	11
	10

	Lb9
	-
	17
	12
	12

	Lb10
	11
	9
	-
	-

	Lb11
	-
	-
	10
	13

	Lb13
	9
	7
	12
	11

	Lb14
	16
	10
	14
	11

	Lb15
	18
	22
	7
	11


	Lb17
	13
	11
	-
	13

	Lb19
	15
	10
	16
	11

	Lb24
	12
	18
	9
	15

	Lb25
	8
	11
	16
	12

	Lb28
	-
	13
	14
	10

	Lb29
	-
	10
	-
	12

	Lb31
	12
	17
	14
	13

	Lb33
	26
	25
	20
	17.5

	Lb34
	13
	-
	-
	10

	Lb37
	23
	21
	18
	16

	Lb38
	16
	12
	-
	13

	Lb39
	-
	11
	-
	14

	Lb40
	13
	-
	-
	11

	Lb43
	25
	22
	17
	15

	Lb44
	-
	14
	-
	11

	Lb47
	-
	-
	12
	14

	Lb48
	28
	26
	22
	20

	Lb49
	26
	24
	17
	16


* لاتوجد فعالية تثبيطية.             ** قطر الحفرة (5ملم) محسوب مع النتائج.
تمثل كل الأرقام معدل ثلاثة مكررات لتجارب مختلفة.
دراسة تحديد التركيز المثبط الادنى (MIC) من CFE لعزلات LAB ضد بكتريا الاختبار:
    يلاحظ في جدول (2) أن هناك اختلافات في النسب المئوية التثبيطية لعزلات بكتريا عصيات اللبنيك ضد (4) أنواع من بكتريا الأختبار، حيث تراوحت نسبة التثبيط من (68.53 – 85.66)% ضد بكتريا Bacillus subtilus ، (64.7 – 82.35)% ضد بكتريا E. coli ، (65.99 – 77.32)% ضد بكتريا Staph. aureus و (66.18 – 76.61)% ضد بكتريا Pse. aeruginosa عند إضافة (0.5%) من (CFE) لعزلات عصيات حامض اللبنيك، وقد لوحظ أن العزلة Lb43 أعطت أقل نسبة للتثبيط ضد اربعة  أنواع من بكتريا الاختبار بينما اعطت العزلة Lb33 و Lb48  أكثر نسبة مئوية للتثبيط ضد بكتريا (Staph. و Pse.) و (Bacillus و E.coli) على التوالي عند إضافة (0.5%) من (CFE) منها.  أن زيادة نسبة (CFE) المضافة من عزلات بكتريا حامض اللبنيك الى (1.5%) سببت في زيادة القدرة التثبيطية لها بحيث وصل معدل نسبة التثبيط الى 95.00 – 99.78% ضد بكتريا Bacillus subtilus ، (93.60 – 99.75)% ضد بكتريا E. coli ، (93.23 – 99.61)% ضد بكتريا Staph. aureus و (92.94 – 99.67)% ضد بكتريا Pse. aeruginosa ، تبين أن عزلة Lb48 كانت أكثر فعالية في مقدرتها التثبيطية مقارنة مع العزلات الآخرى. اتفقت النتائج مع ما وجده Tharmaraj and Shah (2009) في أن بكتريا حامض اللبنيك تتمكن من إنتاج العديد من المواد الأيضية ذات القدرة التثبيطية العالية ضد عدد من البكتريا المرضية الموجودة في الجبن مثل Staph. aureus و E.coli ،Pseud. aeruginosa  ، Bacillus cereus و Salmonella typhimurium ، من جهة آخرى ذكر Joshi وآخرون (2006) أن زيادة نسبة إضافة النواتج الأيضية لبكتريا حامض اللبنيك يمكن تؤدي الى زيادة نسبة التثبيط لبكتريا Bacillus cereus في الأغذية المختلفة، أن سبب التثبيط لسلالات بكتريا حامض اللبنيك لأنواع بكتريا الاختبار يعود الى قابلية هذه السلالات لإنتاج مواد أيضية متعددة كحامض اللبنيك و بيروكسيد الهيدروجين و Diacetyl فضلاً عن البكتريوسينات  في كفاءتها الإنتاجية واحدة عن الآخرى وكما ذكر Albano وآخرون (2007).
جدول (2): التركيز المثبط الادنى (MIC) من (CFE) لعزلات بكتريا حامض اللبنيك ضد بكتريا الاختبار.
	عزلات LAB
	نسبة إضافة %
	نسبة التثبيط %

	
	
	Bacillus
	E.coli
	Staph.
	Pse.

	Lb33
	0.5
	77.97
	78.67
	77.32
	76.61

	Lb37
	
	74.47
	70.22
	70.44
	66.90

	Lb43
	
	68.53
	64.70
	65.99
	66.18

	Lb48
	
	85.66
	82.35
	76.72
	76.25

	Lb49
	
	78.49
	72.05
	66.36
	71.58

	Lb33
	1

	92.58
	91.69
	92.18
	87.41

	Lb37
	
	82.86
	81.43
	81.37
	82.73

	Lb43
	
	82.16
	82.72
	80.16
	82.01

	Lb48
	
	96.06
	94.48
	91.96
	94.10

	Lb49
	
	90.69
	86.94
	80.56
	80.93

	Lb33
	1.5
	98.70
	98.49
	97.83
	97.69

	Lb37
	
	95.34
	93.60
	94.25
	93.33

	Lb43
	
	95.00
	95.14
	93.25
	92.94

	Lb48
	
	99.78
	99.75
	99.61
	99.67

	Lb49
	
	96.99
	96.61
	93.78
	94.82


دراسة بعض الخواص الفسيولوجية لعصيات حامض اللبنيك:

دراسة تحمل البكتريا لاملاح الصفراء:

    تعد المقاومة لأملاح الصفراء من المعايير المهمة في إنتخاب الاحياء المجهرية الداخلة في المعززات الحيوية، حيث يحفز وصول الطعام الى الاثني عشري افراز هرمون Cholicystokinin المسؤول عن افراز أملاح الصفراء من المرارة، وبالتالي تعرض النبيت الطبيعي في القناة المعوية للأملاح الصفراء مما يؤدي الى قتل الاحياء المجهرية الحساسة وبقاء المقاومة والمتحملة (Sanders ،1999)، يتضح من الشكل (1) أن لعزلات بكتريا حامض اللبنيك المختبرة قابلية على المحافظة على نموها بشكل جيد في التراكيز المختلفة لاملاح الصفراء وخاصةً العزلات Lb33 و Lb48 إذ كان إنخفاض نموها بسيطاً بالمقارنة مع عزلات بكتريا حامض اللبنيك الآخرى حيث إنخفضت قيم الامتصاصيةعلى الطول الموجي 600 نانوميتر من (1.84 – 1.53) لعزلة Lb33 و(2.33 الى 2.02) لعزلة Lb48 من تراكيز أملاح الصفراء (0 و 0.3%) على التوالي بعد 24 ساعة من الحضن بدرجة حرارة 37ºم ، ولكن العزلات الآخرى (Lb37 ،Lb43 و Lb49) أظهرت إنخفاضاً ملحوظاً في نموها عند زيادة تراكيز أملاح الصفراء خاصةً عند زيادة التراكيز الى (0.3%). واشار Haddadin وآخرون (1997) في قدرة بكتريا العصيات اللبنية على مقاومة تراكيز أملاح الصفراء العالية ، في حين وجد القصاب (1988) أن عزلتين من مجموع ثمانية عزلات لبكتريا حامض اللبنيك أبدت فعالية تثبيطية متقاربة عند إضافة 5 ملغم من املاح الصفراء مقارنة بفعاليتها التثبيطية ضد أنواع البكتريا المرضية نفسها عند عدم إضافة املاح الصفراء الى وسط نمو بكتريا حامض اللبنيك، لكن العزلات الستة الباقية قد قلت فعاليتها التثبيطية ضد أنواع البكتريا المرضية عند إضافة 2 ملغم من املاح الصفراء مقارنة بفعاليتها التثبيطية ضد أنواع البكتريا المرضية نفسها عند عدم إضافة املاح الصفراء الى وسط نمو بكتريا حامض اللبنيك.
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شكل (1): تأثير املاح الصفراء على نمو بكتريا حامض اللبنيك.

دراسة قابلية البكتريا في مقاومة الحموضة:
    تعد دراسة تحمل عزلات بكتريا حامض اللبنيك للحامض من المعايير التي بموجبها يتم التعرف على مدى تحمل هذه البكتريا للعيش في ظروف القناة الهضمية لاسيما المعدة الغدية التي ينخفض فيها الرقم الهيدروجيني الى 4 في حالة وجود الغذاء والى 2 في حالة عدم وجود الغذاء وتأثيرها التثبيطي للأحياء المجهرية المرضية (Spring ،1997). يلاحظ من الشكل (2) أن عزلات بكتريا حامض اللبنيك المختبرة المعزولة في انها تمتلك خاصية مقاومة للحموضة، حيث أن أعداد بعضها بقيت ثابتة حتى مع التراكيز العالية للحامض إذ إنخفضت بعد ساعتين من الحضن من 1.6×107 CFU/مل الى 1.5×107 CFU/مل وبعد ثلاث ساعات الى 1.44×107 CFU/مل وبعد 24ساعة الى 1.05×107 CFU/مل في عزلة Lb48 ، أي أن أكثر من 92% من عزلات Lb48 بقي أعدادها بعد 24ساعة من الحضن، ولكن العزلات الآخرى Lb33 ،Lb37 ،Lb43 و Lb49 كانت أقل مقاومة للحامض خلال فترات الحضن مقارنةً مع هذه العزلة. بينت الدراسات في هذا المجال ان إنتخاب الأحياء المجهرية المقاومة لأنخفاض دالة الحموضة يمكن أن يكون كمحصلة نهائية لخلق توازن للنبيت الطبيعي في القناة المعوية حيث ان أي خلل في ذلك يؤدي الى سيادة الآحياء الجهرية المرضية (Rolf ،1991 ; Spring ،1997 ; الضنكي ،2003).



شكل (2): نسبة بقاء بكتريا حامض اللبنيك في العصارة المعوية  (pH=2.5).
اختبار الحساسية للمضادات الحياتية :
      يلاحظ في جدول (3) أن معظم عزلات البكترية تحت الدراسة كانت مقاومة للمضادات الحياتية المختبرة وهي Amikacin (AK) ، Ampicillin (AMP) ، Ciprofloxacin (CIP) ، Streptomycin (ST) و Sulphamethoxazole trimethoprin (SXT) بإستثناء عزلة (Lb37) التي كانت حساسة تجاه مضادات الحياة (AK ، CIP و SXT) ، وكذلك لوحظ أن معظم العزلات البكتيرية كانت حساسة للمضادات الحيوية Amoxicillin (AMX) ، Rifampicin (RA) و Spiramycin (SP) باستثناء العزلة (Lb33) التي كانت مقاومة لمضاد الحياة (AMX) في حين العزلة (Lb49) كان المضاد (AMX) أقل تأثيراً عليها ، واختلفت العزلات في المقاومة والحساسية تجاه المضادات الحيوية Augmentin (AMC) ، Gentamycin (GN) و Tetracycllin (TE). 

   وجد كل من Vassu وآخرون (2001) و Florez وآخرون (2005) أن عزلات Lb.plantarum و Lc.lactis تقاوم المضاد الحيوي Tetracycline ماعدا عزلتين منهما التي كانت حساسة تجاه هذا المضاد، وكذلك ذكر Vamanu وإخرون (2006) و Mishra وآخرون (2008) بأن بكتريا حامض اللبنيك تمتلك صفة مقاومة للمضاد الحيوي Streptomycin و Tetracycline و Gentamycin و Amoxiline ، واتفقت النتائج مع ما وجده Lengkey وآخرون (2009) حيث أكدو أن عزلات بكتريا حامض اللبنيك حساسة للمضاد الحيوي  Rifampcin ومقاومة للمضاد Ciproflaxin ماعدا عزلة واحدة حيث كانت حساسة تجاه هذا المضاد الحيوي وأيضاً لكل من Spiramycin و Tetracycline ، وذكر Liasi وآخرون (2009) بأن عزلات بكتريا حامض اللبنيك مقاومة لمضادات الحياة Amikacin، Streptomycin ، Gentamycin و Sulphamethoxazole-trimethoprim وحساسة تجاه مضاد الحياة Ampicillin .
جدول (3): مقاومة عزلات بكتريا حامض اللبنيك للمضادات الحياتية المستخدمة.
	المضادات الحياتية
	عزلات LAB

	
	Lb33
	Lb37
	Lb43
	Lb48
	Lb49

	AK
	R
	S
	R
	R
	R

	AMX
	R
	S
	S
	S
	I

	AMP
	R
	R
	R
	R
	R

	AMC
	R
	S
	I
	I
	R

	CIP
	R
	S
	R
	R
	R

	GN
	S
	R
	R
	R
	I

	RA
	S
	S
	S
	S
	S

	SP
	S
	S
	S
	S
	S

	ST
	R
	R
	R
	R
	R

	SXT
	R
	S
	R
	R
	R

	TE
	R
	I
	I
	R
	R


R= تشير الى صفة المقاومة للمضاد الحيوي (أقل من 5ملم) 
S= تشير الى صفة الحساسية للمضاد الحيوي (أكثر من 15ملم)
I = تشير الى صفة قليل التأثير (أكثر من 5ملم)
إنتاج السكريات المتعددة Exopolysaccharides:

   تبين من النتائج في الجدول (4) أن عزلتين من Lactobacilli هما (Lb48 و Lb49) لها القابلية على إنتاج السكريات المتعددة الخارجية (Exopolysaccharides) من مجموع خمس عزلات لبكتريا عصيات اللبنيك تم اختبارها.    وجد الباحث El-Soda وآخرون (2003) في دراستهم أن عزلات Lactobacilli أكثر قابلية على إنتاج (EXPs) من عزلات Lactococci ، وذكر هذا أيضاً كل من Ricciardi and Clementi (2000) و Sikkema and Oba (1998) بأن سلالات بكتريا حامض اللبنيك لها القابلية على إنتاج (EXPs) وافرازها الى خارج الخلية في وسط الحليب ، في حين بين Francois وآخرون (2004) أن (EXPs) المنتج من سلالة Lb. plantarum يزداد ويحسن الخاصية النسيجية للحليب المتخمر.    اشار German (1999) أن EPSs منتج من LAB له دور مهم في الصناعات الغذائية لتحسين خاصية قوام و نسجة منتجات الأغذية المتخمرة ويمكن أن تزداد لزوجة الغذاء المتخمر وعامل نقل جيد لبكتريا حامض اللبنيك الى القناة المعوية وأيضاً يزيد فترة بقاء هذه البكتريا في قناة الأمعاء. أن EPSs المنتج من LAB لها فائدة صحية للمستهلك حيث يعتقد أنه مضاد للاورام الخبيثة وإنخفاض الكولسترول (Oda وآخرون ،1983 ; Nakajima وآخرون ،1992 ; Tallon وآخرون ،2003).
جدول (4): انتاج Exopolysaccharides من قبل عزلات LAB المختارة

(+) فحص موجب   (-) فحص سالب.
	فحص

انتاج (EPSs)
	عزلات LAB

	
	Lb33
	Lb37
	Lb43
	Lb48
	Lb49

	Ropy
	-
	-
	-
	+
	+

	Mucoid
	-
	-
	-
	+
	+
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