
 
https://bjm.ui.ac.ir/?lang=en 

 

Journal of Microbial Biology 

E-ISSN: 3060-7647 

14rd Year, Vol. 14, No. 53, 2025 pp. 49-70 

Received: 12/10/2024           Accepted: 25/12/2024  
 
                                   (Research Paper) 

 

Isolation of Different Bacillus Species from the Soil of Yas Fatemi Forest Park 

and Investigation of Their Probiotic Properties 
 

Sedigheh Gohari Heidari 

Department of Microbiology, Faculty of Biosciences, Islamic Azad University, North Tehran Branch, 

Tehran, Iran 

s.gohari1992@gmail.com 
 

Abbas Akhavan Sepahy1  

Department of Microbiology, Faculty of Biosciences, Islamic Azad University, North Tehran Branch, 

Tehran, Iran 

akhavansepahy@gmail.com 
 

Sedigheh Mehrabian 

Department of Microbiology, Faculty of Biosciences, Islamic Azad University, North Tehran Branch, 

Tehran, Iran 

mehrabian_s@yahoo.com 
 
 

Abstract 

Soil, as one of the most important microbial ecosystems, serves as a habitat for the growth 

and reproduction of various microorganisms, including bacteria. Probiotics are live and 

beneficial microorganisms that, when consumed regularly, can improve overall health. Due 

to their immunological, functional and technological properties, probiotic bacteria are 

increasingly being proposed as health-promoting bacteria in various types of foods. In this 

study, samples were collected from six different points in the soil of Yas Fatemi Forest Park. 

After repeated culture for purification, initial identification of Bacillus species was carried 

out using catalase, citrate, sugar fermentation, motility, indole, lecithinase and gelatin 

hydrolysis tests. PCR was performed on the 16S rRNA gene for accurate strain identification. 

The phylogenetic tree of the superior strain was then constructed using Mega 7 software. 

Finally, the strains were tested for probiotic properties. In addition, the strains were evaluated 

for haemolytic activity, antimicrobial activity against Escherichia coli, Salmonella, 

Staphylococcus aureus and antibiotic resistance. At the end of the experiments, one strain 

(C2c) exhibited the best resistance characteristics under conditions simulating the 

gastrointestinal system. It was also resistance to antibiotics such as gentamicin, streptomycin, 

clindamycin, tetracycline, chloramphenicol, vancomycin and levofloxacin, while 

demonstrating significant antimicrobial activity against the pathogenic strains tested. Finally, 

this bacterium was identified as Bacillus subtilis CFR08 using biochemical identification 

methods and 16S rRNA sequencing. In this study, a strain of Bacillus subtilis was isolated 

from the soil of Yas Fatemi Forest Park and introduced as a bacterium with probiotic 

properties that can be used in industries that require probiotic bacteria. 
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Introduction 

 Soil is one of the key ecosystems in the biological cycle, providing a rich environment for the discovery of new 

microorganisms due to its high microbial diversity. As a natural habitat for the growth and proliferation of 

bacteria, including probiotic bacteria, soil is of great importance in biological and industrial research. Probiotics 

are recognized as live and beneficial microorganisms that, when consumed regularly, can enhance overall health. 

Due to their safety, functionality and technological properties, probiotic bacteria are increasingly being proposed 

as beneficial health-promoting agents in various foods. They play a crucial role in boosting the immune system, 

improving digestive health and preventing disease. Beyond digestive health, these bacteria are also effective in 

reducing inflammation and promoting general well-being. 

With the growing demand for food and pharmaceutical products based on probiotics, the identification  and 

exploitation of new sources of these bacteria, particularly from natural environments such as soil, has become a 

challenging but promising field of biological research. The soil microbiome plays a pivotal role not only in nutrient 

cycling, but also in supporting plant and animal health, making it a crucial focus of ecological studies. Extensive 

research on natural habitats like soil provides opportunities to uncover unique bacterial strains with novel 

applications in health and industry. The aim of this study is to identify and isolate Bacillus strains from the soil of 

Yas Fatemi Forest Park and evaluate their probiotic characteristics to enable their use in the production of health-

promoting products. 

Bacteria of the genus Bacillus are considered ideal candidates for use as probiotics due to their unique 

characteristics. These bacteria, which are natural inhabitants of the soil, can grow in harsh environmental 

conditions and form resistant spores that allow them to successfully compete with other microorganisms. Their 

spores are resistant to unfavourable conditions such as low stomach pH, radiation, high temperatures, and chemical 

agents, making refrigeration unnecessary. 

Unlike bacteria such as Lactobacillus, which lack spore-forming proteins, Bacillus species are more stable under 

storage and processing conditions due to their resistant spores. This characteristic has made them a suitable 

replacement for more sensitive species in the food and probiotic industries. 

The desirable properties of Bacillus as a probiotic include resistance to gastric acid, bile salts and digestive 

enzymes, non-pathogenicity and high safety, ability to fight pathogens and prevent their adhesion to the intestinal 

mucosa, ability to colonise in the gut, and stimulation of immune responses. These properties make Bacillus one 

of the most effective probiotics for promoting public health and for use in the food industry. 

Materials and Methods 

 In this study, soil samples were collected from six different locations within Yas Fatemi Forest Park to identify 

and isolate probiotic strains. The samples were transferred to the laboratory and subjected to successive culture 

processes for strain isolation and purification. Initial identification was carried out using a series of biochemical 

tests including Gram staining, catalase, citrate utilization, sugar fermentation, motility, indole production, 

lecithinase activity and gelatin hydrolysis. 

PCR analysis of the 16S rRNA gene was then performed for further identification. Given the importance of DNA 

quality and purity, a commercial kit from SinaClon was used for DNA extraction instead of the boiling method. 

Finally, the superior strains were sent to the GenIran laboratory for sequencing. The resulting sequences were 

compared using databases. 

To study the phylogeny of the bacterial species, a phylogenetic tree was constructed from the aligned sequences 

using the neighbour joining method with MEGA7 software. 

Probiotic properties were evaluated by tests such as tolerance to acid pH, bile salts (0.3%), growth ability at 

different temperatures and sodium chloride concentrations, and antimicrobial activity against pathogenic bacteria 

including Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus. 

Additionally, sensitivity to various antibiotics, including gentamicin, streptomycin and tetracycline, was assessed 

to determine the clinical potential of the strains. 

Results 

 In this study, 15 Bacillus strains were isolated from the soil of Yas Fatemi Forest Park in Tehran. Phylogenetic 

analysis of the 16S rRNA sequence of isolate C2C revealed its closest genetic relationship with Bacillus subtilis 
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CFR08. The growth of the strains under acidic conditions and in the presence of bile salts was measured at different 

times using a spectrophotometer. 

Of the 15 strains, 11 showed a high tolerance to acidic conditions (pH = 4) and varying concentrations of sodium 

chloride. Antibiotic sensitivity tests indicated that these strains were sensitive to antibiotics such as gentamicin, 

streptomycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol, vancomycin and levofloxacin. 

Four strains lacked haemolytic activity, making them safe candidates for biological applications. As bile salt 

resistance is a key feature for the selection of effective probiotics, only one strain, named C2C, showed high 

resistance to bile salts (0.3%). Moreover, this strain exhibited all the probiotic properties evaluated, including 

tolerance to simulated gastrointestinal conditions and strong antimicrobial activity. 

Due to its high resistance to challenging environmental conditions, this strain was identified as the best candidate 

for use in the food and pharmaceutical industries. 

Discussion and Conclusion 

 The results of this study showed that the soil of Yas Fatemi Forest Park is a rich source of Bacillus bacteria and a 

strain with unique probiotic characteristics, Bacillus subtilis CFR08, was identified. This strain is a suitable 

candidate as a potential probiotic due to its high tolerance to acid and bile conditions, lack of haemolytic activity 

and strong antimicrobial activity against pathogenic bacteria. 

The findings suggest that the C2C strain has significant potential for use in probiotic products and can play an 

effective role in promoting public health. Given its sensitivity to various antibiotics, the safety of this strain for 

use in dietary supplements has been confirmed. 

However, as this study did not include in vivo experiments to assess the bacterium’s ability to adhere to epithelial 

cells and its hydrophobicity, further research, including in vivo experiments and molecular analysis, is 

recommended to fully assess the safety and efficacy of this strain as a viable probiotic. 

This study represents an important step towards identifying natural sources of probiotic bacteria and may 

contribute to the development of health-oriented products, opening up new horizons for the exploitation of natural 

ecosystems. Future studies could focus on optimizing the cultivation and storage processes of these strains for 

industrial applications. 
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 چکیده
ها باکتریزجمله ا هامیکروارگانیسمانواع مختلف  تکثیر میکروبی محل رشد و هایاکوسیستمترین عنوان یکی از مهمهخاک ب

توانند سلامت عمومی را بهبود های زنده و مفید هستند که در صورت مصرف منظم، میها میکروارگانیسمپروبیوتیکاست. 

 برایهای سالم عنوان باکتریشان، بهنولوژیکیهای ایمنی، عملکردی و تکدلیل ویژگیهای پروبیوتیک، بهبخشند. باکتری

نقطه مختلف از خاک پارک جنگلی  6از در این تحقیق اند. هاد شدهنای پیشطور فزایندهسلامت در انواع مختلف غذا به یارتقا

کاتالاز، سیترات، سازی، شناسایی اولیه با تست خالص برایهای متوالی پس از کشت برداری انجام شد کهنمونهیاس فاطمی 

دقیق سویه،  منظور شناساییبهها انجام گرفت. تخمیر قندها، حرکت، اندول، لیستیناز و هیدرولیز ژلاتین برای جداسازی باسیلوس

تست ،درنهایت شد؛رسم  0افزار مگا . سپس درخت فیلوژنتیکی سویه برتر توسط نرمشدانجام  16S rRNAروی ژن  PCRتست 

وبی ازنظر فعالیت همولیتیک و فعالیت ضدمیکر هاسویه. همچنین نددشانجام  هاسویهص پروبیوتیکی روی های مربوط به خوا

 ها ارزیابی شدند.بیوتیکمقاومت به آنتیو  Staphylococcus aureusو Escherichia coli ،Salmonellaهای در برابر باکتری

نسبت  ،همچنینهای مقاومتی به شرایط مشابه دستگاه گوارش را نشان داد. ( بهترین ویژگیC2cدر پایان آزمایش، یک سویه )

های جنتامایسین، استرپتومایسین، کلیندامایسین، تتراسایکلین، کلرامفنیکل، وانکومایسین و لووفلوکساسین بیوتیکبه آنتی

ری با شده نشان داد؛ درنهایت، این باکتوژن آزمایشهای پاتکه فعالیت ضدمیکروبی مناسبی علیه سویه؛درحالی مقاومت کرد

در این  شناسایی شد. Bacillus subtilis CFR08عنوان به 16S rRNAیابی های شناسایی بیوشیمیایی و توالیکارگیری روشبه

های گییژوباکتری دارای عنوان از خاک پارک جنگلی یاس فاطمی جداسازی شد و به Bacillus subtilisمطالعه سویه 

 های پروبیوتیک استفاده شود.یباکترکنندة تواند در صنایع مصرفیمپروبیوتیک معرفی شد که 

 16S rRNAاسیدی،  pH، نمک صفراوی، Bacillus subtilis پروبیوتیک،واژگان کلیدی: 

                                                           
 مسئول مکاتبات ةنویسند 

 یشناس ستیزآنها.  یکیوتیخواص پروب یوبررس یفاطم اسی یها از خاک پارک جنگل لوسیانواع باس ی. جداسازقهیصد انیمهراب ،عباس یاخوان سپه ،قهیصد یدریح یگوهر
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 مقدمه

ی میکروب هایاکوسیستمترین عنوان یکی از مهمخاک به

جمله از هامیکروارگانیسمانواع مختلف  تکثیر محل رشد و

. پروتوزوآها است و هاگلسنگ ،هاجلبک،هاقارچ ،هاباکتری

موجود  هایمیکروارگانیسم ترینفراوان هادر بین آنها باکتری

یک باکتری گرم مثبت،  Bacillus .)1( هستند خاک در

 .تاس هوازی اختیاریشکل، اسپورساز، هوازی یا بی ایمیله

طیف وسیعی از  ةدهنددر خاک نشان وجود این باکتری

فیزیولوژیکی این ارگانیسم برای رشد در هر  هایتوانایی

دیگر موجود در  هایارگانیسممحیط و رقابت مطلوب با 

 دلیل قابلیت تشکیل اسپورهای بسیار مقاوم است.همحیط ب

Bacillus ت که دارای اثراکنند میهایی را تولید متابولیتها

 هایونهگ هستند. هاگانیسممیکروارآنتاگونیستی بر سایر 

Bacillus دلیل توانایی آنها در تحمل به اسپور ةدهندتشکیل

شرایط گوارشی سخت و مزایای سلامتی که به میزبان 

 .شوندمیعنوان پروبیوتیک به بازار عرضه به دهد،می

 هایمیکروارگانیسمغذایی حاوی  هایمکملها پروبیوتیک

. براساس ندسلامتی میزبان مفید هستند که برای ایزنده

ها پروبیوتیک WHO/FAO توسط هشدتعریف جدید ارائه

هستند که اگر در مقادیر کافی  ایزنده هایمیکروارگانیسم

 اثرات مفید سلامتی بر میزبان خواهند داشت. شوندتجویز 

 

 هاویژگی عمومی پروبیوتیک

مله جاز دارند؛ متعددی هایویژگیل ئاهای ایدپروبیوتیک 

 هایآنزیممقاومت نسبت به اسید معده، املاح صفراوی، 

گوارشی و مراحل فرآوری و تولید، قابلیت اتصال به 

زا و غیرتهاجمی بودن، اپیتلیال روده، غیربیماری هایسلول

توانایی حفظ و پایداری ژنتیکی، توانایی مقابله با عوامل 

ر ، دهستندجزئی از میکروفلوراها  آنهازا. همچنین، بیماری

شدن در هیزقابلیت کلونو ایمنی نقش دارند  هایپاسختنظیم 

 (2,3).ند دستگاه گوارش انسان را دار

و  Bacillusپروبیوتیک از  هایسویهتحلیل تمام  تجزیه و

Lactobacillus  عنوان دارو و به هاباکتری این دهدمینشان

ها غذایی حیوانات، آبزیان و رژیم غذایی انسان هایمکمل

اسپورزا در حفظ تمام  هایپروتئین شوند.میاستفاده 

 ضروری هستند. اعضای Bacillusپروبیوتیک  هایسویه

Bacillus ،در شرایط کمبود مواد مغذی و استرس محیطی 

که باعث  دهندمی تشکیل اندوسپورهای خفته مقاوم را

 تابش اشعه ماوراءبنفش، ایین معده،پ pHآنها در برابر  شودمی

و بدون یخچال نگهداری  باشندمقاوم  هاحلالو  دمای بالا

  .(4) دنشو

 

 معیار ایمنی برای انتخاب پروبیوتیک 

 و هاویهسشناسایی صحیح  پروبیوتیک باارزیابی ایمنی یک 

بندی یک میکروارگانیسم براساس شناسایی طبقه

 سازی خواص فنوتیپی و ژنوتیپی ضروری است.کپارچهی

زا یا سایر اعضای متمایزکردن آن از خویشاوندان بیماری

 هایریباکتشناسایی فنوتیپی  مضر، هایمیکروارگانیسم

استفاده از میکروبیولوژیک کلاسیک  پروبیوتیک با

اما همیشه قابل  ؛مهم است هاگونهرویکردها برای شناسایی 

ن ای تنها با تواننمیهای خاصی را گونه اطمینان نیست و

 باسیلوس در سطح هایگونهشناسایی  تشخیص داد. هاروش

ی مولکولی شناسای هایروشاستفاده از  اغلب باید با گونه،

 (16S rRNA) توالی ،این حال با؛ شوند أییدها تگونهسطح 

DNA  16متکی بر تجزیه و تحلیل توالیS rRNA به تنهایی 

 .(5)کند نمیبرای افتراق را فراهم  یتکنیک کاف

 

 های رویشیفرم ها بربرتری اسپورفرم

توانایی اسپوراسیون را دارند و اندوسپور  Bacillusهای گونه

برای آنها . دهندمیسلول تشکیل  بیضی شکل در هر

 ماندن در فشارهای محیطی و شرایط سخت رشد،زنده

ذخیره و توزیع سازندهای اسپور تحمل و  نگهداری،

مایعات  پایین،pH  ماندگاری زیادی در دمای شدید،

آبی بدن یا تغذیه نامناسب از خود نشان کم نمک، صفراوی،

 این باکتریهوازی اختیاری، باوجود هوازی یا بی .دهندمی
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 .(6) در شرایط هوازی تشکیل اسپور دهد تواندمیهنوز 

شدن تواند با تماممیعلاوه بر اینکه  Bacillusاسپوراسیون 

در بعضی شرایط  هاسلولبا قراردادن  ،مواد مغذی القا شود

القا  نیز و دما pHبودن نامساعد محیطی دیگر ازجمله افراطی

که در دهد می آنهاوجود اسپورها این اجازه را به  .شودمی

مدت انجام شود و سازی طولانیذخیره حرارت پایدار،

یخچال یا نیاز به  داشتن درسازی بدون نیاز به نگهآماده

  .(7) سازی فراهم شودکپسول
 

Bacillus کاندید مناسب برای پروبیوتیک 

 حذف طریق تعدیل سیسیتم ایمنی، از Bacillusاسپورهای 

زای دستگاه گوارش و ترشح رقابتی از عوامل بیماری

ا سرکوب ر مضر هایباکتریترکیبات ضدمیکروبی که رشد 

 هایگونهتعدادی از . اثر پروبیوتیکی دارند ،کنندمی

Bacillus اما اند؛دهشمفید شناخته  و مؤثرعنوان پروبیوتیک به 

که هستند ویرولانسی  هایژندارای  های آنگونهبرخی از 

عنوان قبل از استفاده به باید اند؛ بنابراین،عامل اصلی بیماری

 (8,9). پروبیوتیک ازنظر ایمنی بررسی شوند

 

 با خواص پروبیوتیک Bacillus خاص هایسویه

شامل اعضای گرم مثبت اسپورساز هوازی یا  Bacillus جنس

با خواص پروبیوتیک  هایسویه. هوازی اختیاری است

 و Bacillus subtilis، Bacillus coagulans ادعاشده شامل

Bacillus cereus (10) هستند. 

 

 هامواد و روش

 برداری از خاک نمونه
 عرض جغرافیایی مختلف که در نقطه با 6برداری از نمونه

 8 تا 5عمق  قاشق استریل از با ،تماس مستقیم آفتاب نبود

فصل بهار  گراد دردرجه سانتی 54متری خاک در دمای سانتی

استریل  هایکیپخاک به داخل زیپ  هاینمونه انجام شد.

برداری رعایت موارد نمونه و با منتقل ،شدهاز قبل تهیه

میکروبی به آزمایشگاه منتقل شدند. ویژگی نقاط 

آورده  4 جدولکه در شد ادداشت یشده نیز بردارینمونه

 اند.شده
 

خاک و ویژگی نقاط  هاینمونهبرخی پارامترهای  :4جدول 

 شده بردارینمونه

Table 1: Selected Soil Sample Parameters and 

Characteristics of Sampling Points 
 

 نقاط نمونه

 برداری

طول و عرض 

 جغرافیایی
 pH (Cْ)دما  زمان

A 
/77ْ35 :N 

/54ْE:51 
41:33 54 0 

B /76ْN:35 

/55ْE:51 
43:44 54 0 

C 
/77ْ35 :N 

/54ْE:51 
43:54 54 8 

D 
/77ْ35 :N 

/54ْE:51 
43:13 54 8 

E 
/77ْ35 :N 

/54ْE:51 
43:33 54 8 

F /76ْN:35 

/55ْE:51 
46:44 54 8 

 

 هاکشت و جداسازی باسیلوس
متر میلی 1الک استریلی به قطر  توسطپس از انتقال  هانمونه

 هایلولهشده به داخل گرم از خاک الک 4الک شدند. 

لیتر آب مقطر استریل اضافه میلی 4ریخته و به آن  ،آزمایش

رجه دبا  ماریسوسپانسیون خاک در بن هاینمونهشد. سپس 

ند. با داده شد دقیقه قرار 14گراد به مدت سانتی 84 حرارت

سپس  .اسپوردار خاک باقی ماندند هایباکتریتنها این روش 

لیتر از رقت آخر بیرون میلی 4تهیه و  ،رقت پشت سر هم 4

رقت در پلیت نوترینت آگار به روش پورپلیت  هر .شد ریخته

ون سوسپانسی ترکیبمنظور ها بهپلیتو شد کشت داده 

طور چرخشی در جهت و خلاف میکروبی با محیط کشت به

چرخانیده و سپس در دمای  ساعت روی میز هایعقربهجهت 

ساعت در شرایط هوازی  18به مدت  گراددرجه سانتی 50

  انکوبه شدند.

لنی . کندازلحاظ ماکروسکوپی بررسی شد هاکلنیسپس  

 ؛شیری است و خشن، خشک، مضرس ها معمولاًباسیلوس

ت صورکهنه به هایکشتدر  ،حتی اگر موکوئیدی باشد

doi:%2010.22108/bjm.2024.143024.1617


4141، 35شماره ، چهاردهمسال  شناسی میکروبی، زیست 33  
 

doi: 10.22108/bjm.2024.143024.1617 

برای مرحله  جدا و ،با اشکال متفاوت هانمونهمضرس است. 

است تمامی کارهای این  شدند. گفتنیآمیزی آماده رنگ

 .ندانار شعله انجام گرفتهتحقیق با وسایل استریل و ک

 

  آزمایشات مورفولوژی و بیوشیمیایی

 تست کاتالاز

ه استفاد هاییمیکروارگانیسممنظور شناسایی آزمون به

تفاده اس و قادرند باهستند کاتالاز  هایآنزیمکه دارای شود می

زمایش کاتالاز آ نند.کپراکسید هیدروژن را تجزیه  از آن

 ،دارگرم مثبت اسپور هایباکتریبرای تشخیص دو گروه از 

منظور به رود.می کاره ها بها و کلستریدیومیعنی باسیلوس

روی یک لام یک قطره از سوسپانسیون  ،انجام آزمایش

درصد  5 یک قطره از محلول سپس و باکتری مدنظر قرار داده

بودن در صورت مثبت .شدپراکسید هیدروژن روی لام اضافه 

 .ودشمیگاز اکسیژن بلافاصله مشاهده  هایحباب آزمایش،

 

 فعالیت همولیتیک
ی ت خطصورت کشهباکتریایی ب هایسویهتست همولیتیک 

درصد  3)محیط پایه حاوی  )زیگزاک( روی محیط بلادآگار

ساعت  11به مدت  بعد و خون گوسفندی دفیبرینه( انجام شد

 هایسویه. شدگراد انکوبه درجه سانتی 50در دمای 

تحلیل بیشتر خاصیت  و لیتیک برای تجزیهغیرهمو

 پروبیوتیکی انتخاب شدند. 

 

 تست تخمیر قندها

اغلب از معرف فنل رد  ،هاکربوهیدراتبرای آزمون تخمیر 

. برای این منظور به محیط پایه ذکرشده هربار شودمیاستفاده 

البته محیط پایه ؛ اضافه شددرصد  3/4یک قند به میزان 

گراد به مدت درجه سانتی 414در دمای صورت جداگانه به

یک از قندها  هر شدن،از خنک دقیقه اتوکلاو شد و بعد 43

سپس  .ندشدن به محیط اضافه شداستریل برایفیلتر سرنگی  اب

 هانآ باکتری در و شدند آزمایش توزیع هایلولهدر  هامحیط

درجه  50پس از کشت باکتری در دمای داده شد و کشت 

 ؛ درنهایت،ساعت انکوبه شدند 11-18به مدت  گرادسانتی

 به تخمیر سوبسترای محیط کربوهیدراتی اگر باکتری قادر

فنول رد  معرف و دهدمیرا کاهش  pHتولید اسید  با ،باشد

گ رن اسیدی از قرمز روشن یا گلبهی به زرد تغییر pH در

 بودن واکنش است. مثبت ةدهندکه این امر نشاندهد می

 
 اندول و حرکتآزمون 

در تجزیه  هاباکتریبررسی توانایی  این آزمون، از هدف

ررسی وضعیت ب اسیدآمینه تریپتوفان توسط آنزیم تریپتوفاناز و

جامد نیمه محیطاز این آزمون  در حرکت باکتری است.

تری باکشده است. استفاده  )سولفور.ایندول.موتیلیتی(

ذاری از گرماگتلقیح و بعد  ،صورت کشت عمقی در محیطهب

روی محیط کشت معرف کواکس اضافه  ،نتیجه بررسیبرای 

وی قرمز رنگی ر حلقةبودن تست اندول . در صورت مثبتشد

 اگر محیط کدر ،. برای بررسی حرکتشودمیمحیط ایجاد 

ت تس ،شده باشد یا در راستای تلقیح کدورت دیده شود

 .حرکت نیز مثبت است

 
 ژلاتین آزمون هیدرولیز

از  ایعدهمنظور بررسی توانایی آزمون بهین ا

در هیدرولیز یا ذوب ژلاتین استفاده  هامیکروارگانیسم

برای بررسی هیدرولیز ژلاتین از محیط نوترینت  .شودمی

 ژلاتین است. درصد پودر 41که حاوی شود میبراث استفاده 

 تلقیح و به مدت ،باکتری به روش کشت عمودی در محیط

در  سپسشد. انکوبه  گرادسانتی درجه 50ی دما ساعت در 18

دقیقه قرار  14گراد به مدت درجه سانتی 1یخچال با دمای 

ژلاتینی که توسط دمای محیط ذوب شده افتراق  تاداده شد 

به  بدیلتژلاتینی که توسط باکتری بعد از هیدرولیز  است با

ه ک هاییکشتاین مدت  بعد از .مشخص شود شود،میمایع 

و نتیجه د هستندارای آنزیم ژلاتیناز  ،به حالت مایع باقی بمانند

ی ژلاتیناز مثبت قو، علت هیدرولیز سریع ژلاتینآزمون به

 اند،هماندکه به حالت جامد باقی  هاییکشت. شودمیگزارش 

ی بررس مجدداًآنها  نتیجهو  ندشد انکوبهروز  3دوباره به مدت 

 . شودمی
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 آزمون سیترات
کار  بههایی میکروارگانیسممنظور شناسایی آزمون به این
 .کنندیمعنوان تنها منبع کربن استفاده از سیترات به رود کهمی

برای انجام این آزمون از محیط افتراقی سیمون سیترات آگار 

وان تنها عنسیترات سدیم به شامل محیط این .شودمیاستفاده 
عنوان منبع ازت و معرف بهاملاح آمونیوم  منبع کربن محیط،

خنثی به  pH است. این معرف در (BTB) بروموتیمول بلو
د از بع. شودمیقلیایی به رنگ آبی دیده  pH  رنگ سبز و در

ورت صحاوی محیط به هایلولهمحیط و استرلیزاسیون،  تهیه
ری باکتسپس و  سفت شودتا محیط  شدند مورب قرار داده

شد. وی سطح مورب کشت داده صورت عمقی و در ادامه ربه
 گراددرجه سانتی 50در دمای  11-18 به مدت سپس محیط

 ،باشد یطمح. اگر باکتری قادر به استفاده از شده استانکوبه 

شدن از رنگ سبز به رنگ آبی قلیایی دلیلرنگ محیط به
  کند.میتغییر پیدا 

 

 آزمون لیستیناز

نت آگار پایه نوتریروی محیط ها سویه ،برای تعیین لیستیناز

مرغ منظور ابتدا تخم بدین .اندشده مرغ کشت دادهحاوی تخم

شده  شسته درصد 04سپس با الکل  صابون و با آب گرم و

لیتر آب میلی 44آن با  زردةو شد  شکستهمرغ . تخماست

مخلوط و بلافاصله به ارلن حاوی محیط  ،مقطر استریل

 نکخشده و  اتوکلاواز قبل که  شدنوترینت آگار منتقل 

ساعت در  11-18و به مدت است. سپس زرده هم زده شد 

 بودن. در صورت مثبتشده استگراد انکوبه درجه سانتی 50

  شود.میباکتری دیده  هایکلونیاطراف ای تست، هاله

 

 هاسویهنگهداری 
به دو روش  ،مدتسازی کوتاهذخیره هاسویهبرای نگهداری 

انجام شده دار کشت روی آگار شیبپاساژهای متوالی و 

 است.

 

 ولکولیم هایروشاستفاده از  شناسایی سویه برتر با

و  شدهباکتری مطالعه هاینمونهآوری پس از جمع

های بررسیمدنظر و همچنین پس از  هایغربالگری

روش  ،برای شناسایی دقیق باکتری مجهول بیوشیمیایی،

. انجام شده است PCRمراز یا پلی ایزنجیرهمولکولی واکنش 

 DNAمنظور شناسایی مولکولی باکتری مجهول در ابتدا به

 . شده است باکتری با استفاده از کیت استخراج

 

  DNAاستخراج

 شرکت از شدهخریداری کیت از استفاده با DNA تخراجاس

 انجام ذیل روش به Catalog Number: EX6071 سیناکلون

 :است شده

ml  8 10*1/5معادل) LB broth محیط در باکتری کشت -4

Cfu/ )ساعت 11 مدت به 

 با ورتکس و  Lysis bufferمیکرولیتر 144 کردناضافه -1

  ثانیه 14 مدت به سرعت بیشترین

 و precipitation محلول میکرولیتر 544کردن اضافه -5

  ثانیه 3 مدت به سرعت با بیشترین ورتکس

  پیپت وسیلهبه آوریجمع و ستون به محلول انتقال -1

  دقیقه 4 مدت به g-force45444 با دور  سانتریفیوژ تیوپ -3

 144 کردناضافه و جدید آوریجمع تیوپ به انتقال -6

 g-force دور با و سانتریفیوژwash bufferⅠ میکرولیتر

  دقیقه 4 مدت به 45444

و  wash buffer Ⅱ میکرولیتر 144 شوی ستون باوشست -0

 دقیقه  4به مدت  g-force 45444 با دور سانتریفیوژ

و wash buffer Ⅱ  میکرولیتر 144 شوی ستون باوشست -8

 دقیقه 4به مدت  g-force 45444 با دور سانتریفیوژ

آوری و سانتریفیوژ با دور قراردادن ستون در تیوب جمع -4

g-force 45444  دقیقه 4به مدت 

 و جدید لیترمیلی 3/4 تیوبانتقال ستون به  اطمینان از -44

دمای  شده تاگرم elution buffer میکرولیتر 54 کردناضافه

 63دقیقه در  5-3کردن به مدت انکوبه گراد،درجه سانتی 63

به  g-force 45444  دور و سانتریفیوژ با گراددرجه سانتی

  .دقیقه 4مدت 
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 DNA هاینمونهالکتروفورز 

 4شده از ژل آگارز استخراج DNA هاینمونه تأییدمنظور به

 پودر 13/4الکتروفورز استفاده شد. برای تهیه ژل از  درصد

 .شده استاستفاده  TBEبافر لیتر میلی 13آگارز و 

 

 (PCR) پلیمراز ایزنجیرهواکنش 

های برتر، سویه 16S rRNAمنظور تکثیر قطعه ژنی در ناحیه به

 شدهاستخراج 1429R، DNA و 27F پرایمربا استفاده از دو 

 رارق ترموسایکلر دستگاه در الگو DNA عنوانبه باکتری از

 در ذکرشده برنامه با و دور 54 در PCR تکنیک. گرفت

 طمخلو ترکیبات است گفتنی. است شده انجام 1 جدول

 .اندآمده ضمیمه در 5 جدول درPCR  برای واکنش
 

 PCR: برنامه 1 جدول
Table 2: PCR Program 

 زمان دما مرحله

 C0 43 min 44 واسرشتی اولیه

 C0 43 min 4 واسرشتی

 C0 13 min 4 اتصال

 C0 01 min 4:54 گسترش

 C0 01 min 44 گسترش نهایی

 
 PCRترکیب مخلوط واکنش برای  :5 جدول

Table 3: Reaction Mixture Composition for PCR 

 مقدار ماده

DNA باکتری λ4 

 F λ 4پرایمر 

 R λ 4پرایمر 

 2Mgcl، (DNTP λ 44، بافر آنزیم، Taqمسترمیکس )آنزیم 

 λ 41 آب مقطر

 

 4 آگارز ژل روی الکتروفورز شده،انجامPCR  تأیید منظوربه

که شد. شایان ذکر است ازآنجاییالکتروفورز درصد 

شده گزارش شده جزء پرایمرهای شناختهپرایمرهای طراحی

باز جفت 4180شده است، طول محصول این پرایمرها حدود 

تا  4144توان به آن استناد کرد بین ای که میاست؛ یعنی بازه

به همین دلیل، در این پژوهش از  .(11)باز است جفت 4344

DNA Marker 1500 bp  .منظور سپس بهاستفاده شد

 ه شد.نیران فرستادژشناسایی و تعیین توالی به آزمایشگاه 

 

 ترسیم درخت فیلوژنتیکی 

 سم شد.رپس از تحلیل توالی سویه مدنظر درخت فیلوژنتیک 

افزار استفاده از نرم این پژوهش رسم درخت فیلوژنتیک با در

انجام (Neighboor_Joining)  همجواری پیوند روش با 0 مگا

 16S rRNAردیفی توالی ژن ه این صورت که همب شد.
جنس باسیلوس به روش  هایگونهبه همراه تعدادی از  هانمونه

ClastalW انجام گرفت و سپس ارتباط  0 مگا در برنامه

روش همجواری مشخص شد. اساس این  با هاسویهتبارشناسی 

 اواصل فیلوژنتیکی بف دن طول درخت است.کرروش حداقل

 Maximum) نمایی مرکبدرست استفاده از روش حداکثر

composite likelihood method) و براساس  ندمحاسبه شد

 .شوندمیمکان بیان  واحدهای تعداد جایگزینی بازها در هر

تکرار در بالای  4444ذکر است ارزش بوت استریپ از  شایان

درصد  34بالای  هایشاخهنشان داده شده است و  هاشاخه

 شوند.میقابل استناد محسوب 

 

 بررسی خواص پروبیوتیکی 

 اسیدی تا قلیایی pHمقاومت به 

ترینت از محیط نو به اسید، هاباکتریمنظور بررسی مقاومت به

  که به کمک اسید کلریدریک شدبراث استریل استفاده 

(HCL )3  نرمال و سوددرصد ( (NAOH3  نرمالدرصد ،pH 

 .شدتنظیم  4 و 8 ،0 ،6 ،3 ،1 ،5 ،1در حد 

 ،حیطشده به این متازه کشت هایباکتریمیکرولیتر از  444 

انکوبه  گرادسانتیدرجه  50انتقال و در انکوباتور در دمای 

اهده ابتدا با مشدر  شدهمطالعه هایباکتریشد. توانایی رشد 

نتایج به شکل مثبت یا منفی درج  بررسی و ،تغییرات کدورت

 ،11 ،8 ،6 ،1 ،4 هایزمانسپس رشد سویه منتخب در  شد.

وسیله دستگاه نانومتر به 644در طول موج  ساعت 01 و 18

 گیری شد. وفتومتر اندازهراسپکت
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 بیوگرامآنتی

بیوتیک به آنتی های باکترینمونهبررسی حساسیت  منظوربه

ی در ابتدا یک لوپ از باکتر بیوگرام انجام شد.تست آنتی

لیتر آب مقطر یا سرم میلی 1-5 لوله استریل حاویدر مدنظر 

با کمک سواپ استریل از سوسپانسیون شد.  حل فیزیولوژی

شته سوآپ آغ .شدخارج  و آب اضافی نمونه برداشتهشده تهیه

ل در استری به باکتری مدنظر روی محیط مولرهینتون آگار

فاده است و با داده شدصورت متراکم کشت جهات مختلف به

 از یکدیگر مترمیلی 14-11با فاصله  هادیسکاز پنس استریل 

 .داده شدند قرارمتر روی محیط سانتی 4-3/4و از لبه پلیت 

 48-11 به مدتگراد سانتیدرجه  50سپس پلیت در دمای 

 ،کش یا کولیسقطر هاله عدم رشد با خط شد.ساعت انکوبه 

. دشجدول شرکت سازنده دیسک مقایسه  گیری و بااندازه

حساس ، نیمه(Sensetive) حساس صورتبه  هاجواب

(Intermediate)  و مقاوم(Resistant)  شوندمیگزارش .

یسک به د استفاده از روش انتشار بیوتیکی بامقاومت آنتی

 انجام گرفت. محیط آگار

 

 بررسی مقاومت به گرما

گراد درجه سانتی 444توجه به اینکه اسپور باسیلوس دمای  با

با ه اولیه نمون تحمل کند، تواندمیدقیقه یا حتی بیشتر  14را 

 هیه وت ،نمونه در سرم فیزیولوژی غلظت نیم مک فارلند از هر

 قرار درجه )نقطه جوش( 444ماری دقیقه در بن 14به مدت 

صورت سریالی به هالولهیک از  سپس از هر داده شد.

 11تهیه و به مدت  ،نوترینت آگار هایمحیطپورپلیت در 

شد. در  گراد قرار دادهدرجه سانتی 50ساعت در انکوباتور 

اسپورهای حساس به حرارت  گراد،درجه سانتی 444دمای 

 .به فرم مقاوم تبدیل شوند توانندمیاسیلوس ب

 

 مقاومت به نمک سدیم کلرید

 8 ،6 ،1 ،1 هایرقتمحیط نوترینت براث حاوی  در هاسویه

 . سپسندکشت داده شد نمک سدیم کلرید ازدرصد  44و 

گراد درجه سانتی 50 انکوباتور ساعت در 11به مدت  هالوله

 ،1 ،1 ،4 هایزمان درها باکتریداده شدند. جذب نوری  قرار

 گیری شد. اندازه ساعت 01 و 18 ،11 ،8 ،6

 

 بررسی مقاومت به نمک صفراوی

 میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی تازه معادل نیم مک 444

در شرایط استریل به  هاباکتریاین  فارلند برداشت شد.

درصد نمک صفراوی  5/4نوترینت براث حاوی  هایمحیط

ه عنوان بلانک( اضافمحیط کشت فاقد بایل )به استریل و

گذاری در قبل از گرمخانه هامحیط (OD)جذب نوری  شدند.

سپس رشد باکتری  گیری شد.نانومتر اندازه 644طول موج 

وسیله ساعت به 01 و 18 ،11 ،8 ،6 ،1 ،1 ،4 هایزماندر 

 .شدنانومتر بررسی  644وفتومتر در طول موج ردستگاه اسپکت

 استفاده از فرمول زیر با هانمونهسپس ضریب بازدارندگی 

  د.شمحاسبه 

 

Cinh=~
(𝑇8−𝑇𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑇8𝑡𝑟𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡)

𝑇8−𝑇0𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 

 Co-efficientضریب بازدارندگی رشد 

of inhibition :Cinh 
جذب نوری در محیط کشت بدون بایل 

 T8اعت گرمخانه گذاری س 8 ،پس از

Control: 
 جذب نوری در محیط کشت بدون بایل،

 :T0 Controlگذاری قبل از گرمخانه
جذب نوری در محیط کشت حاوی 

گذاری ساعت گرمخانه 8پس از  بایل،
T8 Treatment:  
جذب نوری در محیط کشت حاوی 

 T0گذاری گرمخانهقبل از  بایل،

Treatment: 
باکتری ، باشد 3/4اگر ضریب بازدارندگی کمتر از 

 پروبیوتیک ازنظر تحمل نمک صفرا قابل قبول است.
 

 فعالیت ضدمیکروبی

 سالمونلا، کولی، پاتوژن )اشرشیا هایباکتریابتدا از 

استافیلوکوکوس اورئوس( سوسپانسیون نیم مک فارلند تهیه 

 ،استریل از سوسپانسیون میکروبی شد. سپس توسط سوآپ
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صورت چمنی برداشت و روی محیط مولرهینتون آگار به

یپت پلیت توسط پ در مرکز هر ایحفرهسپس شد. کشت داده 

ا سوسپانسیون باکتری مدنظر ب و از ایجاد ،استریل پاستور

میکرولیتر درون حفرات ایجادشده اضافه  44به میزان  سمپلر

 .شد

 

 نتایج

 تست کاتالاز گرم و آمیزیرنگ

وش شناسایی براساس ر هایتست ،هاباکتریشناسایی  برای 

 هر آمده دردستهخالص ب هایکلونی انجام گرفت. یبرج

و  تست کاتالاز آمیزی،های رنگآزمونبرای پلیت 

 (.4 شکل)گرفتند  میکروسکوپ قرار مورفولوژی در زیر

 

 قند  تست تخمیر نتایج

تولید گاز در محیط قندی گلوکز از لوله منظور بررسی به

هرگونه تغییر رنگ از قرمز به زرد در  درهام استفاده شد.

ر توانایی تخمی ةدهندمحیط فنول رد حاوی منابع قندی نشان

مز رنگ قر آزمایشدر این  است. توسط باکتریقند مدنظر 

 صورت مثبت گزارشپررنگ به یمنفی و رنگ زرد و نارنج

همه  ،سویه جداشده 43از بین ، 1شکل اند. با توجه به شده

 هاسویهدرصد  84و  توانایی تخمیر گلوکز را داشتند هاسویه

سویه توانایی تخمیر قند  1 توانایی تخمیر مانیتول و آرابینوز و

 داشتند. گزایلوز را

 

 
:  نمایی از اشکال باسیلی بنفش رنگ )گرم مثبت( زیر 4 شکل

 *444 بزرگنمایی بامیکروسکوپ نوری 

Figure 1: View of Purple Bacillus Shapes (Gram-

Positive) Under Light Microscope at 100x Magnification 

 

 

 

 

     
 

 .ودن تست است(بمثبت ةدهند)تغییر رنگ لوله از رنگ قرمز نشان گزایلوز مانیتول، آرابینوز، : نتایج تست هیدرولیز قندها از چپ به راست گلوکز،1 شکل
Figure 2: Results of Sugar Hydrolysis Test (From Left to Right: Glucose, Mannitol, Arabinose, Xylose). A Color Change 

from Red Indicates a Positive Test. 

 نتایج آزمون تولید اندول و حرکت

بررسی  اندول و حرکت ایجاد ازنظر هاسویه SIM محیط در

 پروبیوتیکی بهتر است اندول مثبت هایسویه .(5شکل ) شدند

 ةدهندکدورت در مسیر آنس در محیط کشت نشان باشند.

 .حرکت مثبت باکتری است

 ژلاتین آزمون هیدرولیز نتایج

یایی باکتر هایسویهنیز در  توانایی تولید آنزیم ژلاتیناز

ت. شده اسعنوان شاخص دیگری از ارزیابی ایمنی بررسی به

 ازئین وک ژلاتین و ترکیباتی مانند کلاژن، تواندمیاین آنزیم 

 هایباکتریدر دهند مینشان ها بررسی حذف کند. را. ..
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 سویه وجود 5 در تنها آنزیم ژلاتیناز مرتبط با شده ژنبررسی

ه مثبت بود ژلاتین هاسویهاکثر  ازنتیجه تست ژلاتین .دنداشتن

 .است

 

 
ند اهای افتراقی باکتری باسیلوس از چپ به راست عبارت: تست5شکل 

 کاتالاز حرکت، ژلاتیناز، سیترات، لیستیناز، از
Figure 3: Differential Tests for Bacillus Bacteria (From 

Left to Right: Lecithinase, Citrate, Gelatinase, Motility, 

Catalase). 
 

 نتایج آزمون لیستیناز

ر د توانندمیستیناز یدارای آنزیم ل هایسویهدر این آزمون 

محیط ایجاد هاله کدر یا رسوبی کنند. علت ایجاد هاله در 

 زردةلوسیون آزاد از امو هایچربیاطراف کلونی رهاشدن 

ون شدن لیستین )لیستین در امولوسیمرغ، پس از شکستهتخم

 و مرغ نقش پایدارکننده را به عهده دارد(تخم زردة

دن ر اثر آزادشبکه است مرغ تخم زردةنامحلول  هایپروتئین

گزارش  ز مثبتلیستینا هاسویه. تمامی کندمیرسوب  هاچربی

 .نداآمده 5شکل که در  شدند

 

 ییدیأت هایتستبیوشیمیایی و  هایآزموننتایج 

ایر س و تست کاتالاز هایآزمونتوجه به نتایج حاصل از  با

ست ت تست حرکت، ییدی شامل تست سیترات،أت هایتست

ویه س ژلاتین و لیستیناز، هیدرولیز هایآزمون قندها، تخمیر

عنوان جنس باسیلوس مشخص تخمینی بهصورت مدنظر به

سویه جداشده از خاک  43بیوشیمیایی  هایتست. نتایج شد

 . نداآمده 1جدول در 

 

 
 های بیوشیمیایی: نتایج تست1 جدول

Table 4: Results of Biochemical Tests 

 ژلاتین سیترات کاتالاز سویه
SIM 

 حرکت
 بلادآگار لیستیناز گزایلوز مانیتول آرابینوز گلوکز

E3b + + - + + + + + + Α 

C2e + - + - + - - + + ** 

F4b + - + - + - + - + Β 

D1g + - - - + - - - + ** 

D2b + + + + + + + - + ɣ 

C2b + - + - + - - - + ** 

D3b + + + - + + + - + Β 

D2a + + + - + - + + + ɣ 

B1c + - - + + + + + + ** 

E4a + + + - + + + - + Β 

A1d + + + - + + + - + Α 

C2c + + + + + + + - + ɣ 

C2a + - + + + - + - + Α 

F2e + - + - + + + - + ɣ 

A1c + + + - + + + - + Β 
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                           C2c    Marker 

   
 PCRهای الکتروفورز نمونه: 1شکل 

Figure 4: Electrophoresis of PCR Samples 

 

 
 NCBI در BLASTاستفاده از برنامه بیوانفورماتیکی  با C2cترازی توالی سویه : مشاهده هم3 شکل

Figure 5: Alignment of C2c Strain Sequence Using the Bioinformatics Program BLAST at NCBI 
 

 هایروشباسیلوس براساس  هایسویهشناسایی 

 مولکولی

 نتایج شناسایی مولکولی سویه برتر

 و ولیمولک شناسایی ،بیوشیمیایی شناسایی تأیید برای

 .شد انجام 16S rRNA یابیتوالی

با  جداشده سویه از DNA استخراج: DNA . استخراج1

 Catalogسیناکلون شرکت از شدهخریداری کیت از استفاده

Number: EX6071 پژوهش این در که از آنجایی .شد انجام 

 کیت از داشت، اهمیت بسیار ما برای DNA خلوص و کیفیت

 .(12)شد  استفاده جوشاندن روش جایبه تجاری

-'27F(5پرایمرهای از با استفاده: 16S rRNA . تکثیر ژن2

AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG-3')  1429 وR(5'-

CGGTTACCTTGTTACGACTT-3')، 16 ژنS rRNA 
 1 شکل رد تکثیریافته نوارباندی از حاصل نتایج .تکثیر شد

 .اندشده آورده

1500 bp 

1000bp 

500bp 

200bp 
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 444ه تشاب ةدهندیابی، نشاننتایج توالی: یابیتوالی. 3

توجه  با و است Bacillus subtilisدرصد باکتری جداشده با 

 ا نامدقیق ب طوریابی، سویه ما بهبه نتایج حاصل از توالی

Bacillus subtilis CFR08  (3 شکل) شدمعرفی.  

 
 

 

 

 

  رسم درخت فیلوژنتیکی
منظور تعیین به C2c سویه 16S rRNAتجزیه و تحلیل توالی 

 شکل ها درباکتری میان سایر موقعیت فیلوژنی این باکتری در

 Bacillus نشان داد این سویه بیشترین قرابت ژنتیکی را با 6

subtilis CFR08   دارد. مقادیرBootstrap  بالا در محل

درخت تبارزایی  دهدمیدرخت نشان های شاخهانشعاب 

 مدنظر درجه اعتماد بالایی دارد.

 

 
 باC2c ویه درخت فیلوژنتیکی سها در میان سایرباکتری در منظور تعیین موقعیت فیلوژنی این باکتریبهC2c جدایه 16S rRNAتجزیه و تحلیل توالی : 6 شکل

 Mega7افزار استفاده از نرم
Figure 6: Analysis of 16S rRNA Sequence of C2c Isolate to Determine Phylogenetic Position of This Bacterium Among 

Other Bacteria in the Phylogenetic Tree of C2c Strain Using Mega7 Software 
 

 پروبیوتیک هایآزموننتایج 

 اسیدی و قلیاییدر محیط  هاسویه یارزیابی بقا

 8، 0، 6، 3، 1، 5 هایpH در هاسویهرشد  کدورت حاصل از

هیچ کدورتی  pH 1 در بود. مشاهدهساعت قابل  11بعد از  4و 

 هایسویهاست توانایی رشد  گفتنیدر محیط مشاهده نشد. 

 مشاهده تغییرات کدورت و در با بالادر محیط  شدهمطالعه

به شکل  3جدول و نتایج در  شدهای مختلف بررسی زمان

  شدند.منفی درج  مثبت و

جدایه  43بین  از رشد از توجه به مشاهده کدورت حاصل با

دلیل سویه به 1و ند مختلف را داشت هایpHسویه رشد در  44
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نداشتن توانایی رشد در شرایط اسیدی حذف شدند. منحنی 

مختلف توسط دستگاه  هایزمانرشد سویه برتر در 

 C2cسویه  آمده،دستطبق نتایج به .اسپکتروفتومتر ترسیم شد

 مختلف نشان داد و در یهاندر زما pH 1 در بهترین رشد را

5 pH ج حاصل طبق نتای کندی صورت گرفت.رشد باکتری به

توانایی رشد در  سویه مدنظر رسدمیبه نظر  4-5نمودار  از

و  6جدول ) دمختلف دار هایزمانشرایط اسیدی را در 

 (.4نمودار 
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 C2cسویه  یاسید pH : تحمل به4 نمودار

Figure 1: Acidic pH Tolerance of C2c Strain 

 

 ها در شرایط اسیدی: رشد جدایه3 جدول
Table 5: Growth of isolates in acidic conditions 

pH9 pH8 pH7 pH6 pH5 pH4 pH3 pH2 جدایه 

+ + + + + + + - E3b 

+ + + + + + + - F4b 

+ + + + + + + - D2b 

+ + + + + + + - D3b 

+ + + + + - - - D2a 

+ + + + + - - - E4a 

+ + + + + + - - A1d 

+ + + + + + + - C2c 

+ + + + + + + - C2a 

+ + + + + + - - F2e 

+ + + + + - - - A1c 
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 اسیدی  pH در C2cوفتومتری سویه رنتایج  اسپکت :6جدول 
Table 6: Spectrophotometry Results of C2c Strain at Acidic pH 

Time pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9 

0 0.01 0.015 0.03 0.05 0. 13 0. 46 0. 16 

2 0.22 0.31 0.36 0.45 0. 26 0. 74 0. 24 

4 0.33 0.51 0.84 1.45 0.56 1.11 0. 57 

6 0.56 0.98 1.2 1.91 1. 7 1.51 0. 71 

8 0.76 1.48 1.93 2.58 2.36 2.43 1.09 

10 1.1 1.77 2.2 2.98 2.92 3.79 3.37 

12 1.73 1.84 2.5 3.1 3. 02 4.09 4.67 

14 1.86 1.9 2.81 3.05 3.27 4.66 5.21 

24 1.87 1.98 2.96 3.22 3.93 5.4 5.57 

 

 

   بیوگرامحاصل از آنتی نتایج:  0 جدول

Table 7: Results of Antibiogram 

 
 بیوگرامنتایج آنتی

رشده های ذکبیوتیکرا به آنتی سویه حساسیت خود 44تمام 

 کلش) اطراف دیسک به نمایش گذاشتند ایهالهصورت به

برابر  در C2cجز سویه به هاباکتریتمام  ذکر است شایان (.0

در  ایهالهه کطوریبه؛ بیوتیک سفتازیدیم مقاوم بودندآنتی

ل از نتایج حاص کی مشاهده نشد.بیوتیاطراف دیسک آنتی

 . اندآمده 0 جدول بیوگرام درآنتی
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 بیوگرام: نتایج تست آنتی0 شکل

Figure 7: Results of Antibiogram Test 
 

 هایغلظتها در دما و توانایی رشد باسیلوس

  مختلف نمک سدیم کلراید
 گرادسانتی درجه 444دمای شده توانست آزمایش هایسویه

پس  زنده هایباکتریدقیقه تحمل کند و تعداد  14را به مدت 

 تخمین زده شد.  344از پورپلیت برابر یا بیشتر از 

بولی قابل ق یمنتخبی که مقاومت و بقا سویه 44 در ادامه رشد

 نمک سدیم کلرید هایغلظتدر  در شرایط اسیدی داشتند،

 ایهغلظتسویه رشد قابل قبولی در  44 بین . درشدندارزیابی 

 که درطوریهب؛ ذکرشده از نمک سدیم کلرید مشاهده شد

د رش زیاد بود. کدورت حاصل از رشد بسیار درصد، 1 غلظت

اما یافت؛ درصد کاهش  8در غلظت  هاباکتریتعدادی از 

 نمک سدیم کلرید رشد هایغلظتدر تمام  C2cسویه 

 هایزماندر  C2cبدین منظور رشد سویه  .چشمگیری داشت

نتایج  ری شد وگیمختلف توسط دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

 .شدندثبت  8 جدولدر 

 

 نتایج فعالیت همولیتیک

 )آلفا یئجز اطراف کلنی را هیدرولیز مشاهده یک منطقه سبز

هیدرولیز کامل توسط یک منطقه شفاف را بتا  و همولیز(

 در صورت نبود واکنش اطراف کلنی گاما وگویند میهمولیز 

باسیلوس با  هایسویه (.8 شکل)شود میگزارش  همولیز

سویه  44بین  . ازندخواص پروبیوتیکی همولیز منفی بود

همولیتیک  βسویه  1همولیتیک و  αسویه  5 ،شدهمطالعه

همولیتیک(  ɣ) سویه خالص همولیز منفی 1 ،درنهایت ؛بودند

 که مطالعات روی آنها صورت گرفت. ندباقی ماند

 

های مختلف غلظت در C2c وفتومتری سویهرنتایج اسپکت :8 جدول

 نمک سدیم کلرید
Table 8: Spectrophotometry Results of C2c Strain at 

Different Concentrations of Sodium Chloride 
Time NACL%2 %4 %6 %8 %10 

0 0.018 0.095 0.090 0.113 0.116 

2 0.111 0.031 0.162 0.162 0.128 

4 0.123 0.049 0.178 0.167 0.134 

6 0.131 0.053 0.212 0.171 0.135 

8 0.133 0.064 0.217 0.291 0.135 

24 0.157 0.317 0.219 0.321 0.166 

26 0.214 0.376 0.309 0.391 0.620 

48 0.312 0.378 0.497 0.412 0.830 

 

 
 نتایج تست فعالیت همولیتیک :8 شکل

Figure 8: Results of Hemolytic Activity Test 

 

 نتایج تست مقاومت به نمک صفراوی  

 تعیین برای ،استاندارد ملی ایران 44134شماره  طبق پروتکل

 هایغلظتاز  معمولاً هاباکتری در میزان مقاومت به صفرا

 1 .شودمیاستفاده ( 5/4غلظت )نزدیک به شرایط بدن انسان 

 ،4 هایزماندرصد نمک صفرا در  5/4قادر به رشد در  سویه

ساعت تنها  3 پس از گذشت  ساعت بودند. 11و  14 ،44 ،3

درصد نمک  5/4بیشترین میزان رشد را در غلظت  سویه 1
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 نشان دادند. نتایج مربوط به رشد باکتری در خود صفرا از

 ازند نشان داد 4 جدولدرصد نمک صفراوی در  5/4حضور 

حضور این نمک  درتوانایی رشد بیشتری  C2cسویه،  1بین 

 .(1 نمودار)دارد 

 

 نتایج فعالیت ضدمیکروبی 

علیه  C2cبررسی فعالیت ضدمیکروبی مشخص شد سویه  در

 ثرا های سالمونلا و اشرشیا کلی و استاف اورئوس،پاتوژن

ر شفافی د هایهاله نشان داده و ضدمیکروبی بهتری از خود

 ایجاد کرده است. هاچاهکاطراف 
 

درصد نمک  5/4غلظت  در C2c سویهوفتومتری ر: نتایج اسپکت4 جدول

 صفراوی
Table 9: Spectrophotometry Results of C2c Strain at 

0.3% Bile Salt Concentration 
 Time %5نمک صفراوی 

0/11 0 

0/45 5 
1/115 10 
1/98 20 
2/5 24 

 
 

0.45

1.115

1.98

2.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 5 10 20 24

OD 600 nm

Time(Hour)

           

 
 C2cشود سویه طور که مشاهده میهمان .دهدهای متفاوت نشان میزمان در را در محیط حاوی اکس گال )نمک صفراوی( C2cمنحنی رشد سویه  :1 نمودار

 قابل  قبولی داشته است. های مختلف تحمل کرده و در شرایط صفراوی رشدمحیط حاوی نمک صفراوی را در زمان
Figure 2: The growth curve of strain C2c in a medium containing X-gal (bile salt) at different time points is shown. As 

observed, strain C2c tolerated the bile salt-containing medium over various time intervals and exhibited acceptable growth 

under bile conditions. 

 گیریبحث و نتیجه

توجه به کاربردهای محصولات پروبیوتیک در پیشگیری و  با

لیل دهای مبتنی بر خاک بهپروبیوتیک ها،بیماریدرمان 

حریک ت ماندگاری طولانی و توانایی بهبود هضم، استحکام،

سیستم ایمنی و کمک به حفظ میکروبیوتای روده سالم 

 Soil-based organism(SBO). اندقرار گرفتهتوجه درخور 

گونه مختلف از  444خاک بیش از  ارگانیسم مبتنی بر

طور طبیعی در خاک یافت هب شود کهرا شامل می هامیکروب

های پروبیوتیک در شدههای استفادهSBO بیشتر .شوندمی

گرما و اسید  برابر درها SBO خاک اسپورساز هستند. مبتنی بر

احتمال بیشتری برای زنده ماندن در هستند. همچنین، مقاوم 

ه بدستگاه گوارش فوقانی و رسیدن به روده بزرگ دارند. 

علمی و اظ ازلحاسپور  ةدهندپروبیوتیک تشکیل هایباکتری

 هایگونهدر میان آنها  است. شده ایتوجه گستردهتجاری 

رم مثبت گ هایباکتری عنوانرا بهباسیلوس بیشترین مطالعه 

 عنوان محصولات پروبیوتیکدارند. استفاده از باسیلوس به

ورها با در تشکیل اندوسپ آنهادلیل توانایی ذاتی خصوص بهبه

تحمل در محیط و تولید تعداد زیادی متابولیت باارزش  بقا و

ر این د با توانایی درمانی زیستی و تحریک ایمنی همراه است.

مورفولوژی و بیوشیمیایی برای های پژوهش علاوه بر آزمایش
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شناسایی جنس باسیلوس، تست لیستیناز نیز در دستور کار قرار 

گرفت. هدف از انجام تست لیستیناز در این پژوهش افتراق 

های های خاص در جنس باسیلوس بود. سویهبین گونه

شده همگی لیستیناز مثبت بودند و از باسیلوس جداسازی

های تیناز در برخی باکتریسوجود فعالیت لیآنجایی که 

وژنیک عنوان یک ویژگی پاتپروبیوتیک ممکن است ابتدا به

در نظر گرفته شود، با این حال، این ویژگی همیشه به معنای 

 .(13)زایی نیست بیماری

های مختلف نقش لیستیناز در مکانیسم رقابت زیستی و فعالیت

پردازش لیپیدها و تنظیم متابولیسم این آنزیم در روده شامل 

ه عبارتی بهای پروبیوتیک نباید نادیده گرفته شود. باکتریدر 

ن یک عنواهها بیشتر بستیناز در پروبیوتیکیدیگر، عملکرد ل

ای ویژگی تنظیمی یا رقابتی در نظر گرفته شود و نه لزوماً نشانه

تن های برونبا وجود این، انجام آزمایش؛ (14) از پاتوژنیسیته

ژنی مانند پاتوها ازنظر فاکتورهای و لزوم ارزیابی بیشتر سویه

تولید توکسین و سایر فاکتورهای ویرولانس، برای ارائه 

 تر ضروری است.ارزیابی دقیق

ی را دهای معده و صفراویپروبیوتیک اس هایمیکروارگانیسم

گوارشی  هایآنزیمبرابر  و همچنین در کنندمیتحمل 

باسیلوس  روی ،1444در سال  Islam, V.H اند.مقاوم

شمال شرقی هیمالیا  هایخاک در ینزآمیلولیکویی فانش

 سویه 1این مطالعه  در .آزمایش کردپروبیوتیک  یک عنوانبه

مقاومت نشان درصد  11/4 نمک صفراوی در مقابل اسید و

ارزیابی خواص پروبیوتیک از این آزمایش هدف . دادند

د هیمالیا بو خاک درباکتری باسیلوس آمیلولیکویی فانشینز 

ما خواص پروبیوتیکی باسیلوس  این پژوهشاما در ؛ (15)

 ,Islamررسی کردیم که ازنظر گونه با مطالعه ب سوبتیلیس را

V.H .414، 4544ش در سال کرمی و همکاران متفاوت بود 

جدا مرغداری اراک  8 ازاز فضولات تازه را ایزوله باسیلوس 

ومت به شامل مقا هاایزولهخصوصیات پروبیوتیکی کردند تا 

ررسی سین و تولید ترکیبات ضدمیکروبی را بصفرا و پپ اسید و

 توانایی رشد درها ایزولهنیمی از  اندهنتایج نشان دادکنند. 

آن  8و سویه شماره  ندداشتدرصد را  44 نمک سدیم کلرید

به  درصد 444نیز  3مقاوم و سویه شماره  ،به اسید کلریدریک

 هاسویهتمامی  همچنین، است. صفراوی مقاوم بوده هاینمک

های معمول مانند دارای فعالیت ضدمیکروبی علیه پاتوژن

نیز  پژوهشاین  ر. د(16) ایکولای و سالمونلا بودند

 هایتستها طبق خصوصیات پروبیوتیکی باسیلوس

د و شپروبیوتیکی مشابه تحقیق کرمی و همکارانش انجام 

ت در ند؛ فقط تفاونتایج حاصل با نتایج آنها مطابقت داشت

طالعه م باسیلوس سوبتیلیس درکه محیط جداسازی بوده است 

در تحقیق کرمی و  اما ،حاضر از خاک جداسازی شد

همکارانش باسیلوس از فضولات تازه از مرغداری اراک 

 Ammar Algburi در مطالعههمچنین  .ه استجداسازی شد

ایمنی و خواص پروبیوتیک ، 1446 ش در سالهمکاران و

وس سوبتیلیس باسیل و B-1895 آمیلولیکویی فانشینزباسیلوس 

KATMIRA1933 اندوسپورهای باسیلوس ندبررسی شد .

 5/4 و باسیلوس سوبتیلیس به غلظت آمیلولیکویی فانشینز

ساعت  1به مدت  pH-1 pH 5 صفراوی و هاینمکدرصد از 

با نتایج حاصل از پژوهش ما مطابقت  ؛ این نتایجمقاوم بودند

 ،همکارانشو  Xiaohua Guoمطالعه  براساس. (17)ند داشت

 و pH 1 قاومت کامل بهم MA139سویه باسیلوس سوبتیلیس 

 داشته است. درصد را 5/4غلظت  صفراوی با هاینمک

 رشیابرابر اش بالاترین فعالیت ضدمیکروبی را در ،همچنین

است  هکلی و سالمونلا و استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد

 کهنیز در پژوهش حاضر حاکی از این بود  تایج مان. (18)

 عنوانبه تواندمیشده باسیلوس سوبتیلیس جداسازی

سوبتیلیس  ن تفاوت که باسیلوسای با .شودپروبیوتیک استفاده 

را  pH 1 در دنماناین پژوهش قابلیت زنده جداشده در

ش همکارانو  Kristoffersenدیگری که  در مطالعه نداشت.

های غلظتسویه باسیلوس در برابر  14 میزان رشدجام دادند، ان

 دهندمینتایج نشان  .شدنمک صفرا آزمایش  1/4 تا 443/4

قادر  قطف باسیلوس سرئوس و باسیلوس مگاتریوم، هایسویه

در این که درحالیاند؛ بودهنمک صفرا  443/4 به تحمل میزان
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 5/4 یزانم به تحمل سویه باسیلوس سوبتیلیس قادر مطالعه

و  Aslimدر مطالعه  .(19) درصد نمک صفرا است

باسیلوس  هایسویهگزارش شد ، 1441در سال  شهمکاران

سیس در باسیلوس تورنجن باسیلوس مگاتریوم و سوبتیلیس،

 رهای اشرشیا کلی و یرسینیا انتروکولیتیکا اثبرابر پاتوژن

ها مقاوم برابر این پاتوژن در ضدمیکروبی از خود نشان دادند و

این پژوهش حاکی از مقاومت باسیلوس  نیز در بودند. نتایج ما

ونلا و سالم ،های اشرشیا کلیبرابر پاتوژن سوبتیلیس در

-Galarzaه است. همچنین، وس اورئوس بوداستافیلوکوک

Seeber س سویه باسیلو دو بیوتیک را برنوع آنتی 41 تأثیر

ایج این بررسی نتد. باسیلوس مگاتریوم بررسی کر سوبتیلیس و

ی هابیوتیکسویه نسبت به آنتی این دو انددادهنشان 

سین و اریترومای کلیندامایسین، سفتیوفور، نووبیوسین،

ها بیوتیکمقاوم و نسبت به سایر آنتی ،باسیتراسین

 ارمتوپریم، ،تتراسایکلین تریپل سولفاتت، )اسپتینومایسین،

 ر. د(20) حساس بودند و جنتامایسین( نئومایسین سیلین،پنی

، مطالعه حاضر نیز باسیلوس سوبتیلیس نسبت به کلیندامایسین

سال  ای درمطالعهلین و جنتامایسین حساس بود. تتراسایک

منظور بررسی فعالیت به Wongو  Beecherتوسط  4441

فاقد  هاسویه درصد 56 همولیتیک انجام شد. آنها نشان دادند

از  ایناپیوستهالگوی  آنهادرصد  61فعالیت همولتیک و 

 که پس از بررسیاند دادهفعالیت همولیتیک از خود نشان 

اقد ف هاسویهتمامی  همولیتیک، هایژنحضور یا عدم حضور 

 حضور یک الگوی ناپیوسته همولیتیک معمولاً این ژن بودند.

در مطالعه اما  ؛(21) در باسیلوس است BL مرتبط با حضور

بتا  صورت آلفا وسویه دارای فعالیت همولیتیک به 0 حاضر،

معیارهای مهم پروبیوتیک  که یکی از آنجایی و از بودند

 1عه در این مطال ،نداشتن فعالیت همولیتیکی است ،لئااید

نشان  Mohkamمطالعه . همولیتیکی بودند فاقد فعالیتنمونه 

 هایگروهویژه هباسیلوس ب هایگونهبرخی از  داده است

مشابهی  16S rRNAژن  هایتوالیسوبتیلیس و پومیلوس 

 16S rRNAتحلیل  که شناسایی آنها براساس تجزیه و دارند
  تحلیل توالی سخت است. برای رفع این اشکال تجزیه و

rpoBو recA نگاری چندشکلی مراه با انگشته(RAPD 

PCR) هایگونهایگزین برای تمایز جعنوان یک روش به 

 مطالعهاین  در (22,23). گرفت قرار درخور توجهباسیلوس 

عنوان به PCRبه روش  16S rRNAتجزیه و تحلیل ژن  نیز

 .شدشناسایی مولکولی انتخاب روش 

 زا باسیلوس مختلف هاییباکتر وجود حاضر مطالعه در

 تمالیاح کاربرد و گلی یاس فاطمینپارک ج مختلف نواحی

شد. سویه باسیلوس  داده نشان پروبیوتیک عنوانبه آن

دلیل تحمل بالایی که به شده از این نواحی، بهجداسازی

 ین ویژگیترمهمعنوان شرایط اسیدی و نمک صفراوی، به

های پروبیوتیک داشت و همچنین مقاومت به برخی از یباکتر

های ها و فعالیت ضدباکتریایی آن علیه پاتوژنبیوتیکآنتی

Escherichia coli ،Salmonella و Staphylococcus 

aureus  با نامBacillus subtilis CFR08 عنوان یک به

ه اینکه اما درنهایت با توجه بپروبیوتیک بالقوه شناسایی شد؛ 

های لازم روی حیوان آزمایشگاهی در این پژوهش آزمایش

های برای بررسی توانایی باکتری به چسبندگی به سلول

تلیال و ارزیابی هیدروفوبیسیته آن انجام نگرفت، پیشنهاد اپی

و  in-vivoهای شود تحقیقات بیشتری شامل آزمایشیم

 م گیرد تا پتانسیل کامل این سویههای مولکولی انجایبررس

ازلحاظ ایمنی و کارایی آن در بهبود سلامت موجودات زنده 

 عنوان یک پروبیوتیک بالفعل اثبات شود.و کاربرد آن به
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