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چکیده:

امـروزه اسـتفاده از پروبیوتیك‌هـا در تغذیـه انسـان، دام و طیور 
پروبیوتیک‌هـا  اسـت  افزایـش  در حـال  ملاحظه‌ایـی  قابـل  بطـور 
می‌تواننـد نقـش مهمـی در سیسـتم ایمنـی، دسـتگاه گـوارش و 
دستگاه تنفسی، وظایف و اثر قابل توجهی در کاهش بیماری‌های 
عفونـی بـدن ایفـا نماینـد. شـایع‌ترین انـواع میکروب‌هـای مـورد 
و  اسـید  لاکتیـک  باکتری‌هـای  پروبیوتیـک‌،  عنـوان  بـه  اسـتفاده 
بیفیدوباكتری‌هـا می‌باشـند. از عسـل و فرآورده‌هـای زنبور عسـل 

اسـتفاده  بیماری‌هـا  درمـان  و  شـفا  منظـور  بـه  كـه  قرن‌هاسـت 
می‌شـود. متأسـفانه اطلاعـات در مـورد باکتری‌هـای پروبیوتیکـی 
موجـود در زنبـور عسـل در حـال حاضـر اندک اسـت. هـدف از این 
لاكتوباسـیلوس‌های موجـود در  تحقیـق جداسـازی و شناسـایی 
عسـل معده زنبورعسـل کوچـک بعنوان منبع جدیـد پروبیوتیك‌ها 
در ایـران بـوده اسـت. در مطالعـه‌ ی حاضر نمونه‌های زنبورعسـل 
گردیـد.  آوری  جمـع  ایـران  جنوبـی  مناطـق  از   )Apis florea(
نمونه‌هـای جمـع‌آوری شـده تـا زمـان انجـام آزمایـش در یخچـال 
نگهداری شـدند و سپس كشـت و جداسـازی باكتری‌ها با استفاده 
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دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

از محیـط كشـت‌های اختصاصـی Mrs broth و Agar انجام گرفت. 
بـرای شناسـایی باکتری‌هـا، تسـت‌های بیوشـیمیایی ماننـد آزمون 
کاتـالاز و آزمـون گـرم انجام شـد و  آن‌هایـی که از نظر آزمـون کاتالاز، 
مثبـت و از نظـر آزمـون گـرم، منفـی بودنـد حـذف گردیدند، سـپس 
DNA كلنی‌های جدا شـده استخراج شد. با استفاده از پرایمرهای 
اختصاصـی، توالـی نوكلئوتیدهـا مـورد بررسـی قـرار گرفـت. پس از 
توالـی سـنجی و شناسـایی آن‌هـا بـا بـكار بـردن نـرم افـزار ژنتیكـی 
نتایـج  گردیـد.  عسـل شناسـایی  در  موجـود  باكتری‌هـای   ،Blast
تحقیـق نشـان داد که 6 گونه از لاکتوباسـیل‌ها در عسـل زنبورعسـل 
کوچـک وجـود دارد و حـدود 28/4 درصـد از لاکتوباسـیل‌ها بعنـوان 
گونه‌هـای جدیـد شناسـایی گردیدند که می‌بایسـت اطلاعـات آن‌ها 
را در بانـک ژن ثبـت نمـود. قالـب لاکتوباسـیل جـدا شـده در ایـن 

تحقیـق Lactobacillus kunkeei می‌باشـد. 
کلیدی: پروبیوتیک، لاکتوباسیلوس، زنبورعسل کوچک،  گان  واژ

عسل

مقدمه

  Apis florea F. از 9  گونـه زنبورعسـل موجـود در دنیـا، دو گونـه
فلـورا  زنبورعسـل  دارد.  وجـود  ایـران  در   Apis melifera L. و 
کوچکتریـن گونـه زنبورعسـل می‌باشـد کـه انتشـار آن در قسـمت 
غربـی کـره زمیـن از عمـان و جنـوب ایـران شـروع می‌شـود و تـا 
انتشـار  مناطـق  دارد.  ادامـه  اندونـزی  یعنـی  زمیـن  کـره  شـرق 
زنبورعسـل کوچک در جهان، کشـورهای ایران، عمان، پاکسـتان، 
و  چیـن  سـودان،  تایلنـد،  اندونـزی،  مالـزی،  سـریلانکا،  هنـد، 
جزیـره پـاوالان در فیلیپیـن، میانمـار، کامبـوج، نپـال، عربسـتان 
صعـودی، ویتنـام، بنـگلادش و اردن می‌باشـد. انتشـار ایـن زنبـور 
در ایـران از جنـوب غربـی )اسـتان خوزسـتان( تـا جنـوب )اسـتان 
و  سیسـتان  )اسـتان  شـرقی  جنـوب  و  فـارس(  جنـوب  بوشـهر- 
گونـه  ایـن   .)1389 رحیمـی،  و  دارد)عبـادی  ادامـه  بلوچسـتان( 
زنبـور روشـنایی دوسـت اسـت و قابـل نگهـداری در کنـدو نیسـت. 
میـان  را هـم در  و آن  یـک شـان دارد  فقـط  زنبورعسـل کوچـک 
گرمسـیری  انبـوه  درختـان  و  هـا  سـاختمان  سـقف  زیـر  بوته‌هـا، 
می‌سـازد. بـالای شـان یعنـی محلی که به شـاخه و یا سـقف متصل 
می‌گـردد قطورتـر بوده و برای ذخیره عسـل و گاهی گـرده گل مورد 
اسـتفاده قـرار می‌گیـرد بنابرایـن کنتـرل انسـان بـر روی ایـن گونـه 
دشـوار اسـت و می‌تـوان گفت انسـان هیچگونه کنترلـی روی تولید 
عسـل ایـن زنبور نـدارد به همیـن دلیل تاکنـون توجه کمـی به این 
گونـه شـده است)هاشـمی، 1393(. زنبـور عسـل کوچـک هماننـد 
زنبورعسـل معمولـی  نقـش بسـیار مهمـی در گرده‌افشـانی باغـات 

مرکبـات جنـوب و مـزارع آن‌هـا دارد )عبـادی و رحیمـی، 1389(. 
از طـرف دیگـر زنبورعسـل برای انسـان عسـل، مـوم، بره‌مـوم، ژله 
رویـال، گـرده و زهـر تولیـد می‌کنـد. عسـل غـذای اسـرار آمیـزی 
اسـت کـه از زمان‌هـای قدیـم در پزشـکی بـه عنـوان دارور مصـرف 
داشـته اسـت و به علت داشـتن قنـد زیاد، مواد معدنـی و همچنین 
خاصیـت باکتـری کشـی آن بـرای پوشـش محـل جراحی‌هـا مـورد 
اسـتفاده قرار گرفته اسـت. عسـل برای معالجه زخم‌های سـطحی 
و زخم معده نیز توصیه می شـود و بواسـطه درمان گلو درد و سـایر 
بیماری‌هـا، انسـان را متحیـر سـاخته اسـت))عبادی و رحیمـی، 
1389(. مطالعـات اخیـر نشـان داده کـه باکتری‌هـای تولیدکننـده 
اسـید لاکتیـک که یکـی از معروف‌تریـن نوع پروبیوتیک‌ها هسـتند 
در عسـل و فرآورده‌هـای زنبورعسـل وجود دارنـد.  پروبیوتیک‌ها، 
نوعـی مکمل‌هـای غذایـی هسـتند کـه از باکتری‌هـا و یـا قارچ‌های 
بالقوه مفید تشـکیل شـده‌اند. بنابراین با شناسـایی این باکتری‌ها 
می‌تـوان در آینـده نسـبت بـه اسـتفاده از تأثیـرات آن‌هـا در بهبود 
تغذیـه انسـان‌‌ها و حیوانـات بویـژه دام‌، طیـور و زنبورعسـل  اقـدام 
نمـود تـا موجـب ارتقـاء بهبود سـلامت آنها شـد. لـذا جهـت ارتقاء 
جایـگاه و توجـه بیشـتر بـه ایـن زنبـور و نظـر بـه ایده جدیـد جهت 
موجـود بـودن باکتـری هـای ا سـیدلاکتیک در دو گونه دیگـر )ملی 
فـرا و دورسـاتا(، هـدف ایـن تحقیق شناسـایی وجـود باکتری‌های 
تولیـد کننـده اسـیدلاکتیک )باکتری‌هـای پروبیوتیـک( در عسـل 

ایـن گونـه از زنبـور مـی باشـد)تاج آبـادی و همـکاران، 1390(.

مواد و روش

فـارس  )اسـتان  کشـور  جنوبـی  اسـتان‌های  بـه  مراجعـه  بـا 
شهرسـتان داراب، اسـتان خوزسـتان شهرسـتان دزفـول، اسـتان 
بلوچسـتان  و  سیسـتان  اسـتان  و  جیرفـت  شهرسـتان  کرمـان 
شهرسـتان چابهـار( از هـر یـک از شهرسـتان‌های ذکـر شـده چهار 
نمونـه  عسـل جمـع آوری گردیـد و تـا شـروع انجـام آزمایشـات در 
یخچـال نگهـداری شـد. سـپس بـا اسـتفاده از مقـدار 10 گـرم آگار 
و 26/6 گـرم MRS broth محیـط کشـت مـورد نظـر را تهیـه کـرده 
و نمونه‌هـا در آن کشـت داده شـد. پـس از 24 تـا 48 سـاعت محیط 
کشـتی کـه درون انکوباتـور قـرار داده شـده بـود مـورد بررسـی قرار 
گرفـت. پتری‌هـای حاوی باکتـری برای جداسـازی مورد اسـتفاده 

قـرار گرفـت و تـک کلنی‌هـای مـورد نیـاز از آنهـا جـدا شـد. 
بـرای کشـت نمونه‌هـا، ابتدا، ده لولـه آزمایـش درب‌دار انتخاب 
شـد و در زیـر هـود در درون یکـی از آنهـا 9 سـی سـی آب مقطـر 
اسـتریل و در درون 9 لوله باقیمانده 9 سـی سـی آب مقطر استریل 
ریخته شـد. سـپس با سـمپلر از ماده آزمایشی )عسـل( 1 سی سی 
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برداشـته و درون لولـه آزمایـش اولـی )یعنـی لولـه‌ای کـه حـاوی 9 
سـی سـی آب مقطـر اسـتریل بـود( ریختـه و آن‌را ورتکس کـرده تا 
یـک محلـول کاملاً یکدسـت بدسـت آیـد. پـس از حل شـدن کامل 
عسـل و آب مقطـر، یـک سـی سـی از ایـن محلـول را بـا سـمپلر 
برداشـته بـه لولـه آزمایـش دوم منتقـل نمـوده و آنـرا نیـز ورتکـس 
کـرده تـا دو محلـول در هـم حـل شـوند. سـپس از لولـه آزمایـش 
دوم، یـک سـی سـی برداشـته و بـه لوله آزمایش سـوم انتقـال داده 
شـد. ایـن عمل تا لولـه آزمایش دهم انجام شـد. به ایـن ترتیب ده 

سـری رقـت از مـاده آزمایشـی بدسـت آمد.
در مرحلـه بعد از سـری‌های رقت سـاخته شـده بـر روی محیط 
کشـتی کـه قبـلاً آمـاده شـده بـود کشـت داده شـد. بـه ایـن صـورت 
کـه لـوپ سـیمی را پـس از اسـتریل نمـودن  درون لولـه آزمایـش 
مـورد نظـر کـرده و سـپس آنـرا بـر روی محیط کشـت قـرار داده و با 

اسـتفاده از پیپت پاسـتور که آن‌را به صورت ال شـکل می باشـد بر 
روی محیـط کشـت پخش نمـوده و در نهایت محیط‌های کشـت به 
درون انکوباتـور° 37 بـه مـدت 24 تا 48 سـاعت به صـورت برعکس 

قرار داده شـد.
پـس از 72 سـاعت محیـط کشـتی کـه درون انکوباتور قـرار داده 
شـده بـود مـورد بررسـی قرار گرفـت و تـک کلنی‌هـای مورد نیـاز از 

آنهـا جدا شـد. 
بـرای جداسـازی باکتری‌هـا و ایجـاد تـک کلنـی لوپ سـیمی بر 
روی شـعله اسـتریل شـد و در کنـار محیـط کشـت حـاوی باکتـری 
قرار داده شـد تا سـرد شـود. آنگاه سـر لـوپ را به باکتـری مورد نظر 
نزدیـک نمـوده، آن‌را برداشـته و بـر روی سـطح پتـری دیگـری کـه 
تنهـا حـاوی محیـط کشـت بـود، قـرار داده شـد و بصـورت خطوط 

مـوازی در چنـد جهت کشـیده شد)شـکل 1(.

تازه کام  و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری‌های تولیدکننده اسیدلاکتیک از عسل زنبورعسل کوچک در مناطق جنوبی کشور

شکل 1- نحوه کشیدن لوپ سیمی بر روی محیط کشت

اگـر در یـک پتـری کـه باکتـری در آن وجـود دارد، باکتری‌هایی 
دیـده شـد کـه از لحـاظ شـکل، انـدازه، رنـگ و . . . بـا هـم فـرق 
در  جداگانـه  صـورت  بـه  را  باکتری‌هـا  تـک  تـک  بایـد  داشـتند 
محیط‌هـای کشـت جداگانـه کشـت داده تـا تـک کلنی‌هـای مـورد 
نظـر ایجـاد شـود. در نهایـت پتری‌هـای کشـت شـده، در انکوباتور 
به‌مـدت 24 سـاعت به‌صـورت وارونـه قـرار داده شـد.  37 درجـه 
پـس از ایجـاد تـک کلن، بـرای اطمینـان از وجـود لاکتوباسـیل‌ها، 
بـر روی آنهـا تسـت‌های بیوشـیمیایی انجـام شـد. توضیـح اینکه، 
تسـت کاتـالاز و تسـت گرم مثبت، از تسـت‌هایی هسـتند که نشـان 
می‌دهنـد باکتری‌هـای موجـود لاکتوباسـیل هسـتند یـا خیـر. زیرا 
لاکتوباسـیل‌ها کاتـالاز منفی و گرم مثبت می‌باشـند. پـس از انجام 
مثبـت  گـرم  باکتری‌هـای  جداسـازی  و  بیوشـیمیایی  تسـت‌های 
کیـت مخصـوص  از  اسـتفاده  بـا  DNA  آن‌هـا   کاتـالاز منفـی،  و 

جداسـازی و اسـتخراج گردیـد. در ایـن آزمایـش از کیـت بایونیـر 1 
جهـت جداسـازی DNA  اسـتفاده گردید. بـرای اسـتفاده از کیت 

طبـق دسـتورالعملی موجـود در بروشـور آن اسـتفاده شـد.

تست کاتالاز

یـك سـری از باكتری‌ها قادرند كه اكسـیژن 2 ظرفیتـی را تبدیل 
بـه سـوپر اكسـید كنند كه بـرای باكتری‌هـا حالت سـمی دارد . ولی 
یـك تعـداد از باكتری‌هـا هسـتند كـه یـك مكانیـزم دفاعـی بـر علیـه 
پراكسـید هیـدروژن و سـوپر اكسـید دارنـد . این‌هـا در واقـع دارای 
آنزیمـی هسـتند كه می‌توانـد این فرم از اكسـیژن را مجـدداً به فرم 
ایـن  دو ظرفیتـی تبدیـل كننـد.از آنزیم‌هـای مهـم كـه می‌توانـد 

 1- Bioneer  



13

دوره 15، شماره 28، سال 1403، ) 10-18(دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

واكنـش را انجـام دهد آنزیـم كاتالاز اسـت. آنزیم كاتالاز قادر اسـت 
كه آب اكسـیژنه را تجزیه كرده و آن را تبدیل به آب و اكسـیژن آزاد 
كنـد كـه این آزمایـش در صورت مثبت بودن به صـورت حباب‌های 
گاز در روی لام دیـده خواهـد شـد. در ایـن آزمایـش بـا اسـتفاده از 
لـوپ یـا خـلال دنـدان اسـتریل، مقـدار كمـی از باکتـری مـورد نظر 
بـه سـطح یـك لام خشـك و تمیـز منتقـل داده شـدند. بلافاصله یك 
قطـره از پراكسـید هیـدروژن2  3%  بـر روی كلنی‌هـای موجـود بـر 
روی سـطح لام ریخته و از نظر آزاد شـدن حباب‌های گاز اكسـیژن، 
لام مـورد نظـر مـورد بررسـی قـرار گرفـت. آزاد شـدن حباب‌هـای 
گاز نشـان دهنـده وجـود آنزیـم كاتـالاز در میكروارگانیسـم اسـت 
كـه موجـب شكسـته شـدن پراكسـید هیـدروژن بـه آب و اكسـیژن 
می‌گـردد. در آزمایشـات صـورت گرفتـه، بیشـتر کلنی‌هـای مـورد 
بررسـی از لحـاظ وجود کاتـالاز منفی بودنـد و گازی تولید نکردند و 

تعـداد کمـی کـه گاز تولید نمودنـد حـذف گردیدند.

رنگ آمیزی گرم مثبت

در روش رنـگ آمیـزی گـرم از سـه رنگ اسـتفاده شـد كـه 2 تا از 
این رنگ‌ها نقش مسـتقیم در رنگ آمیزی دارند و براسـاس  اینكه 
باكتری‌هـا چـه رنگـی را به خودشـان خواهند گرفت می‌تـوان آن‌ها 
را بـه گـرم مثبـت و گـرم منفـی دسـته بنـدی كـرد. ایـن روش برای 
اولیـن بـار در سـال 1884 توسـط كریسـتین گرنـد ابـدا‌ء شـد و بـه 

مـرور زمـان یـك سـری تغییراتـی در آن به وجـود آمد. 

 2- H2O2  

 DNA استخراج

پس از انجام تسـت‌های بیوشـیمیایی و جداسازی باکتری‌های 
گـرم مثبـت و کاتـالاز منفـی، DNA  آن‌هـا  بـا اسـتفاده از کیـت 
مخصوص جداسـازی و اسـتخراج گردیـد. در ایـن آزمایش از کیت 
بایونیر3  جهت جداسـازی DNA  اسـتفاده گردید. برای اسـتفاده 

از کیت طبق دستورالعملی موجود در بروشور آن استفاده شد.

)PCR(  4واكنش زنجیره ای پلیمراز

بـی تردید ابـداع و معرفی واكنـش زنجیره‌ای پلیمراز بیشـترین 
نقش را در توسـعه و تكامل نشـانگرهای DNA داشـته اسـت. این 
تكنیك در سـال 1985 بوسـیله Kary Mullis   و همكارانش ابداع 
شـد و اكنـون كاربردهـای نامحـدودی در تمامـی حوزه‌هـا یافتـه 
اسـت )Guven, etal. 2004(. ایـن تكنیـك سـاده امـكان ایجـاد 
فراهـم  را   DNA از  خاصـی  قطعـات  از  نامحـدود  رونوشـت‌هایی 
می‌گیـرد،  انجـام  آن  روی   PCR كـه  الگـو5   DNAی  می‌نمایـد. 
می‌توانـد DNAی ژنومـی )كه از گلبولهای سـفید خون یا نمونه‌ای 
یـا  و  اسـت(  گردیـده  اسـتخراج  دیگـری  بافـت  هـر  یـا  طحـال  از 
قطعـه‌ای از DNA )از هـر منبعی( باشـد. PCR تقریباً یك میلیون 
رونوشـت از قطعـه‌ای كوچـك از  DNAی  الگـو ایجـاد می‌نماید كه 
ایـن مقدار بـرای اسـتفاده در هر نـوع مطالعه ژنتیكی كافی اسـت. 
قبـل از انجـام  PCR لازم اسـت ردیـف قطعه‌ی كه باید تكثیر شـود 
 Guven,((و یـا حداقـل ردیـف هـر دو انتهـای آن شناسـایی گـردد

 .)etal. 2004

 3- Bioneer  

 4- Polymerase Chain Reaction (PCR( 

 5- Template DNA  

PCR 27 برای F شکل 2- دستورالعمل آماده سازی پرایمر
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ژل گذاری

قطعـات DNA کـه بـه وسـیله آنزیم‌هـای محـدود کننـده تولید 
می‌شـوند بوسـیله الکتروفـورز بـر روی ژل آگاروز از یکدیگـر جـدا 
‌گردیدنـد. حـرکات قطعـات DNA بسـتگی بـه انـدازه آنهـا دارد. 

قطعـات بزرگ‌تـر مسـافت کمتـری را در ژل طـی می‌کننـد. بعـد از 
 DNA کامل شـد، مولکول‌های  DNA اینکـه جداسـازی قطعـات
به وسـیله ماده مناسـبی )ماننـد برومیداتیوم( جهت نمایان شـدن 

نوارهـای DNA رنگ‌آمیـزی ‌شـدند.

)PCR شکل 3- عکس گرفته شده پس از انجام ژل گذاری )نتایج

)Sequence(تعیین توالی ژن‌ها

پـس از اطمینـان از وجـود DNA و انجـام واکنـش زنجیـره‌ای 
پلیمراز، توالی سـنجی نوکلئوتیدها انجام شد و توالی نوکلئوتیدها 

مشـخص گردید.

Blast شناسایی باکتری با استفاده از نرم افزار

پـس از توالـی سـنجی، نتایـج با نـرم افـزار Blast مورد بررسـی 
قـرار گرفـت و باکتری‌هـای موجود شناسـایی شـدند.

Blast شکل4- نتایج شناسایی باکتری با نرم افزار

تازه کام  و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری‌های تولیدکننده اسیدلاکتیک از عسل زنبورعسل کوچک در مناطق جنوبی کشور



15

دوفصلنامه علمی ترویجی علوم و فنون زنبورعسل

نتایج و بحث 

لاکتوباسـیل‌ها یکـی از مهم‌تریـن باکتری‌هـای موجـود در غـذا 
می‌باشـند کـه بـه صـورت پروبیوتیـک بـرای بشـر و حیوانـات مورد 
اسـتفاده قـرار می‌گیرنـد. مطالعاتـی کـه بـر روی این باکتـری‌ مفید 
صـورت گرفتـه نشـان داد کـه باکتـری موجـود در عسـل اثـر بسـیار 
ایـن محصـولات  از  کـه  و کسـانی  افـراد  بـر روی سـلامتی  مهمـی 
از  پـس  نمونه‌هـا  تحقیـق،  ایـن  در  دارد.  می‌کننـد  اسـتفاده 

جمـع‌آوری ، تـا شـروع آزمایشـات در یخچـال نگهـداری ‌شـد. بـا 
 MRS broth( اسـتفاده از محیط کشـت مخصوص  لاکتوباسـیل‌ها
و Agar(، باکتری‌هـا را کشـت داده و پـس از کشـت آنهـا را خالـص 
نمـوده تـا تـک کلن‌هـای مـورد نظـر ایجـاد گـردد. سـپس مـورد 
آزمـون کاتـالاز و گـرم قـرار گرفتنـد کـه در ایـن آزمـون از 64 نمونـه 
54 نمونـه کاتـالاز منفـی و ده نمونه دیگـر کاتالاز مثبـت بودند. این 
یافته با نتایج تحقیقات Olofsson  و Va´squez در سـال 2008 و 

تـاج آبـادی و همـکاران در سـال 2011 مطابقـت داشـت.

شکل 5- تست کاتالاز  )گذاشتن باکتری با یک خلال دندان استریل بر روی لام و ریختن یک قطره پراکسید هیدوژن بر روی آن

شکل 6- تست گرم، هم زدن آب مقطر و باکتری    /    کشیدن لام بر روی لام محتوی آب مقطر و باکتری

، Bioneer پس از آزمون کاتالاز و گرم، با اسـتفاده از کیت 
DNA باکتری‌هـا اسـتخراج گردیـد و عمـل PCR بـر روی آن‌هـا 
انجـام گرفـت و نتایـج آن جهـت انجام توالی سـنجی به آزمایشـگاه 
ارسـال گردیـد. سـپس نتایـج آن توسـط نـرم افـزار Blast بررسـی 
و مشـخص گردیـد کـه باکتری‌هـای تولیـد کننـده اسـید لاکتیـک 
در عسـل نمونه‌هـای جمـع‌آوری شـده از مناطـق جنوبـی ایـران 
 Lactobacilus )وجـود دارد. ایـن باکتری‌ها شـامل )41/2درصـد
)16/5درصـد(   ،  L. vermiforme درصـد(   1/8(،kunkeei
درصـد(   0/81(  ،  L. pentosus درصـد(   7/9(  ،L.plantarum

)28/4درصـد(  و    L. alive )3/39درصـد(   ،L. Fermentum
شـده،  یـاد  باکتری‌هـای  بیـن  از  می‌باشـند.   Lactobacilus sp
خـود  بـه  را  سـهم  بیشـترین    Lactobacilus kunkeei باکتـری 
 Lactobacilus باکتـری  آن  از  بعـد  و  اسـت  داده  اختصـاص 
و    Olofsson نتایـج  بـا  نتایـج  ایـن  دارد.  قـرار   plantarum
Va´squez در سال Va´squez ،2008 و همکاران در سال 2009، 
تـاج آبـادی و همـکاران در سـال Ennahar ، 2010 و همـکاران در 
و  در سـال 2012  و همـکاران   Pattabhiramaiah  ، سـال 2003 

دارد.  ، مطابقـت  و همـکاران در سـال 2010   Killer

دوره 15، شماره 28، سال 1403، ) 18-10(
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نتیجه گیری 

نتایـج ایـن تحقیـق نشـان داد کـه باکتری‌هـای تولیـد کننـده 
اسـید لاکتیـک در عسـل نمونه‌هـای جمـع‌آوری شـده از مناطـق 
 Lactobacilus  جنوبـی ایران وجـود دارد.  ایـن باکتری‌ها شـامل
 kunkeei، L. vermiforme ، L.plantarum، L. pentosus ، L.
Fermentum، L. alive و Lactobacilus sp می‌باشـند. دو گونه  
L. pentosus و L.plantarum  از نظر ساختار ژنتیکی کاملاً مشابه 
 Lactobacilus می‌باشـند. از بیـن باکتری‌های یاد شـده، باکتـری
kunkeei  بـا 41/2درصـد بیشـترین سـهم را بـه خـود اختصـاص 
داده اسـت و بعـد از آن باکتـری Lactobacilus plantarum بـا 
 pentosus فراوانـی  16/5 درصـد در رتبـه بعدی قرار دارد. باکتـری
درصـد،    3./39  ،L. alive باکتـری   درصـد،   7/9 فراوانـی  دارای 
L.vermiforme، 1/8 درصـد و باکتـری .Fermentum L  دارای 
فراوانـی 0/81 درصـد می‌باشـد. 28/4 درصـد از باکتری‌هـای مورد 
بررسـی باکتری‌هـای جدیـد می‌باشـند کـه در ایـن تحقیـق بـا نـام 
Lactobacilus sp یـاد گردیدنـد و می‌بایسـت اطلاعـات آن‌هـا در 
بانـک ژن ثبـت گـردد. تعـدادی از ایـن باکتری‌هـا شـباهت بسـیار 
تعـداد  و  داشـتند   Lactobacilus kunkeei باکتـری  بـه  زیـادی 
دیگـری تـا 75 درصد بـه باکتری vermiforme شـباهت داشـتند. 
بـه طـور کلی نتایـج تحقیق نشـان داد کـه 6 گونـه از لاکتوباسـیل‌ها 

در عسـل زنبورعسـل کوچـک وجـود دارد و حـدود 28/4 درصـد 
گردیدنـد  شناسـایی  جدیـد  گونه‌هـای  بعنـوان  لاکتوباسـیل‌ها  از 
کـه می‌بایسـت اطلاعـات آن‌هـا را در بانـک ژن ثبـت نمـود. قالـب 
 Lactobacillus kunkeei لاکتوباسـیل جدا شـده در ایـن تحقیـق

می‌باشـد. 

پیشنهادات 

با توجه به نتایج این مطالعه، پیشنهادات زیر ارائه می‌شود:
1. باتوجـه به نتایج تحقیق و وجود باکتری‌های لاکتوباسـیل در 
نمونه‌هـای عسـل زنبـوران کوچـک و باتوجه به اینکه لاکتوباسـیل-
هـا یکـی از باکتری‌هـای پروبیوتیـک محسـوب می‌شـوند بنابرایـن 
بـا انجـام تحقیقـات بیشـتر در ایـن زمینـه، از  پیشـنهاد می‌گـرد 
ویژگی‌هـای پروبیوتیکـی ایـن باکتری‌هـا در بهبود تغذیه انسـان‌‌ها 
و حیوانـات اهلـی بویـژه دام‌، طیـور و زنبورعسـل  اسـتفاده نمود تا 

بـه بهبـود سـطح سـلامت جامعه کمـک گردد.
2.بـرای اسـتفاده تجاری از لاکتوباسـیل‌ها پیشـنهاد می‌شـود، 
در تحقیقـات آینـده، بعضـی از لاکتوباسـیل‌ها از سـایر باکتری‌هـا 
جـدا شـوند تـا اسـتفاده تجـاری از آنهـا امکان‌پذیـر شـود. بـرای 
خصوصـاً  باکتری‌هـا  مـورد  در  بیشـتر  اطلاعـات  کار،  ایـن  انجـام 

لاکتوباسـیل‌ها مـورد نیـاز اسـت.

     شکل 7- استخراج DNA با استفاده از کیت: برداشت باکتری و انتقال آن به میکروتیوپ 

تازه کام  و همکاران:  جداسازی و شناسایی باکتری‌های تولیدکننده اسیدلاکتیک از عسل زنبورعسل کوچک در مناطق جنوبی کشور
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Isolation and identification of lactic acid producing 
bacteria from small honey bee in southern regions of 

the country

Abstract
Probiotic bacteria are becoming increasingly important in the content of human nutrition. Nowadays, 

probiotics are being increasingly promoted worldwide, with suggestions that probiotics can play an important 
role in immunological, digestive, and respiratory functions and could have a significant effect in alleviating 
infectious disease. Lactic acid bacteria and bifidobacteria are the most common types of microbes used as 
probiotics. Honey and bee products have been used in healing for centuries. Unfortunately, information about 
probiotics bacteria in local honeybee is not currently available and scant. Thus, the aim of this study was to isolate 
and identify the predominant Lactobacillus as probiotic from the honey stomach of Apis florea in the Iran. 

Samples of honeybee were collected from Apis florea colonies from Iran.  Samples were preserved in fridge 
till test starts. Lactobacillus bacteria are isolated from honey stomach using MRS broth and agar medium. The 
isolates were Gram-stained and tested for Catalase reaction. Then DNA extracted of bacterial colonies amplified 
with PCR using lactobacilli primers. After sequencing, all bacterial gene identified by using Blast software.

DNA from all lactobacillus in the honey were exhibited to be catalase negative, gram positive and the 
other with catalase positive and gram negative were eliminated.

 6 new strain/ species of Lactobacillus bacteria were identified from honey stomach in different colonies 
of A. florea and almost 28.4% of them identified as new species and candidate to register in NCBI.

 Most of them are Lactobacillus kunkeei. Lactobacillus in the honey stomach may have the potential to 
promote human performance and health.
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