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 چکیده

پاتوژن،    نیا  یکیوتیبیمقاومت آنت  شی. افزاشودیم  جادیا  التور  وکلرایبریو  یاست که توسط باکتر  یجد   یعفون  یماریب  کی  وبا   :مقدمه

استراتژ  ازین به  م  نیگزیجا   یکروبی ضدم  یهای مبرم  برجسته  پستکندیرا  تول  ستیز  بات یترک  -   ها ک یوتیب.  توسط    دشده یفعال 

و    ی ابیمطالعه باهدف ارز  نیاند. ارا به خود جلب کرده  یاندهی، توجه فزایکروب یضدمهای  دارا بودن ویژگی  لیبه دل  -  ها ک یوتیپروب

استاندارد    هیسو  هیعل(  BBCFS)  دوم یفیب  ومیدوباکتریفیب  کیوتیبدون سلول مشتق شده از پروب  ییرو  عی ما  یکروبیاثرات ضدم  یسازنه یبه

 گردید. انجام  ATCC 14,035 O1 التور وکلرایبریو

 طیمح  در  دومیفیب  ومیدوباکتریفیب  یکشت شبانه از باکتر  کی انجام شد،  2024که در سال    یشگاهیآزما  یمطالعه تجرب  نیدر ا  :روش

غلظت براث     MRS کشت سانتر  CFU/mL  910تا   410 مختلف  یها در  از  پس  شد.  داده  ف  وژیفیکشت  حذف   یبرا  ونی لتراسیو 

در    یسازقیبا استفاده از روش رق  التور  وکلرایبریو  هیعل BBCFS یکروبیضدم  تیلشد. فعا  لیحاصل استر  یی رو  ع یزنده، ما  ی هاسلول 

 یآمار  لیوتحلهیشد. تجز  نییتع (BCA) کی نینکونیسیب  دیبا استفاده از سنجش اس BBCFS در  نیشد. غلظت پروتئ  یابیارز  کروبراثیم

 .گردیدانجام  p-value ˂0.05 یداریبر اساس سطح معن

  یی هاحاصل از کشت  BBCFSشد.    BBCFSدر    نیپروتئ  یمحتوا  شیمنجر به افزا  دوم یفیب  ومیدوباکتریفیب  هیغلظت اول  شیافزا  یافته ها: 

  یهادر غلظت  یتوجهقابل  تینشان داد و فعال   التور  وکلرایبریورا بر رشد    یاثرات مهار  نیتری، قوCFU/mL  910  ژهویبه  و  810با غلظت  

  CFU/mL  ،pH  910  به  410از    دومیفیب  ومیدوباکتریفیب  هیغلظت اول  ش یمشاهده شد. با افزا  تریلیل یدر م  گرمیلیم  800تا    400  نیب

از    MIC  ب،یترت  نیاست. به هم  یقدرت مهار  شیدهنده افزاکه نشان  افتیکاهش    4.3به    6.3از    یتوجهطور قابلکشت به  طیمح

شدت  به  BBCFS  یشد. اثربخش  د یشدت  "یقو"به    "کم  "از    یکل   یو اثر مهار  افتیکاهش    تریلیلیدر م  گرمیل یم  400به    800از    شیب

  ینگهدار ی( و در دماCFU/mL 910-810بالاتر ) یهامهار در غلظت  نیشتریوابسته بود و ب  ینگهدار  یو دما  یباکتر  هیبه غلظت اول

 روز اول مشاهده شد.  7در  ژهیو(، بهگرادیدرجه سانت 4سرد )

بالاتر و    یی ایکه با تراکم باکتر  دهد ینشان م  O1التور  وکلرایبریورا در برابر    یتوجهقابل  ییا یضدباکتر  تیفعال  BBCFS  :یر یگ  جهینت

مؤثر    BBCFS  هیته  یبرا   نهیعنوان غلظت بهبه  CFU/mL  910  هی. غلظت اولابدییم  شیافزا  یکروبیضدم  یهات یمتابول  شتریب  دیتول

اشودیم  هیتوص ب  هاافتهی  نی.  توسعه  بر    مطالعات  شتریاز  جابه  ها ک یوتیبپستمبتنی  ا  یهانیگزیعنوان  و   یبرا  من یمؤثر 

 . کند یم  یبانیپشت ک،یوتیبیمقاوم به آنت یهادر برابر پاتوژن  ژهیوبه ، یسنت یهاک یوتیبیآنت
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 مقدمه 

  ویبریواست که توسط    یاحاد روده  یاسهال  ی ماریب  کیوبا   
 V. cholerae  این باکتری  .شودیم   جادی( اV. cholerae)کلرا  

.  ( 1)  مهم وبا بوده است  یری گمسئول هفت همه  1817از سال  

جهان بهداشت  سازمان  گزارش  اساس  سالانه    WHO)1 (یبر 

ده  ها ون یلیم و  ابتلا  مرگمورد  هزار  در    ی ناش  ریومها  وبا  از 

  نیتریاصل  ،ی درمان  ونیدراتاسی ه  . (2)دهدیسراسر جهان رخ م

و   یماریب  دیحال، در موارد شد  نیروش درمان وبا است. با ا

 هیتوص  زین  هاک یوتیبیاستفاده از آنت  ،یارودهخارج  یهاعفونت

براAST)  یکیوتیب یآنت  تیحساس  شیآزما .شودیم  .V  ی( 

cholerae  دل به  کم    لیدرگذشته  به    V. choleraeمقاومت 

امروزه    شد، ینم  شنهادیپ   جیرا  ی هاک یوتیبیآنت اما 

مقاومت    یی هاگزارش  آم  V. choleraeاز    دها،یکوزینوگلیبه 

سولفامتوکسازول،  -میمتوپر  یتر  کل،یکلرامفن  ن،یکلیتتراسا

 V. choleraeپاتوژنز    . (3)دارد    ها وجودو کارباپنم  نیلیسیآمپ

ب  دهیچیپ   یندیفرآ ژن    نیهماهنگ چند  انیاست که شامل 

ب با  بقا زایماریمرتبط  سازگار  یی،  م  یو  در  استرس    زبان یبا 

 . (4) شودیم یماریب جادیا یبرا

سو گسترش  آنت  یهاه یبا  به   .Vباکتری   کیوتیبیمقاوم 

cholerae  ی  ریکارگبهی بسیاری در جهت معرفی و  هاتلاش

ایمن ولی  میکروبیال  آنتی  خاصیت  با  مانند   ترکیبات 

پروبیوتیک فرآورده ازجمله  غیرزنده  میکروبی  ها،  های 

پستپاراپروبیوتیک بهبیوتیک ها و  نوین ها  عنوان رویکردهای 

عفونت با  مقابله  استدر  یافته  اهمیت  میکروبی   .های 

 ق یهستند که از طر  ییهاسمیکروارگانیزنده م یهاک یوتیپروب

مستق طر  ای ها  سلول   نیب  میرمستقیغ   ای  میتعاملات   ق یاز 

 زبانی م  یرا برا  ارزشمندی  یایآزادشده خود، مزا  یهاتیمتابول

مختلف مناسب    یکردهایرو  یها براآن  ن،ی؛ بنابرادهندیارائه م

عنوان زنده همچنان به  یهاسمیکروارگانیم  یمنی. ا(5) هستند

 افراد مستعد، مطرح است یبرا ژه یوموضوع موردبحث، به کی

  ی نیگزیجا  یبرا  یمختلف  یها ی استراتژ  ل، یدل  نیبه هم.  (6)

م از  از    ی هاسمیکروارگانیاستفاده  استفاده  مانند  زنده، 

بکشته  ی هاک یوتیپروب پاراپروب  هشده  ،  ( 7)  هاکیوتینام 

ما   یکروب یم  یهاعصاره سلول  ییرو  عیو  توسعه   (8)  بدون 

 
1 World Health Organization 

مشدهداده ضد  عناصر  توسط ترشح  یکروبیاند.  شده 

م  کیوتیپروب  یهاسمیکروارگانیم   "  کیوتیبپست"  توانیرا 

هستند که در صورت    یارزندهیغ   یهاسلول  لکه شام  دینام

  شیافزا  زبانیم  یرا برا  یسلامت  یایمزا  ،ی به مقدار کاف  زیتجو

 . (9) دهندیم

  یی ایسازی اثرات ضد باکترهدف از این مطالعه، ارزیابی و بهینه

سلول فاقد  سلولی  غلظت BB(CFS (سوپ  از  های  حاصل 

علیه    Bifidobacterium bifidum مختلف باکتری پروبیوتیک  

استاندارد    V. cholerae El Tor O1 ATCC 14,035سویه 

 .است

 روش  

با هدف    2024در سال    ی حاضرشگاهیآزما  یمطالعه تجرب  

آنتی  خواص  باکتری بررسی  سلولی  سوپ  میکروبیال 

 V. choleraeعلیه     B. bifidum ATCC 29521پروبیوتیک  

El Tor O1 و اجرا شد. برای انجام این مطالعه، سویه    طراحی

استاندارد    پروبیوتیک موردنظر  V. cholerae O1 Elو سویه 

Tor ATCC 14,035    پزشکی دانشکده  میکروبی  بانک  از 

آماده مراحل  شد.  تهیه  مدرس  تربیت  سوپ  دانشگاه  سازی 

، سنجش میزان پروتئین، بررسی BB(CFS(  سلولی این باکتری

باکتر ضد  مطابق    یی ایفعالیت  نتایج  آماری  تحلیل  و  آن 

های معتبر  های استاندارد و با استفاده از تجهیزات و کیتروش

 های کشت مورداستفاده شاملمحیط  .المللی انجام گرفتبین

MRS   و رشد    ایران(،  Ibresco) براث MRS آگار   .Bبرای 

bifidum   و براث  مولرهینتون  آلمان(  Merk)آگار  و محیط   ،

آزمایش باکتربرای  ضد  مقدار   یی ایهای  تعیین  برای  بودند. 

از کیت سنجش    شده ه یتهموجود در سوپ سلولی  پروتئین  

، Thermo Scientific)شرکت   Pierce™ BCAنیپروتئ

 (MIC)انگلستان( و برای تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی

دستورالعمل  اساس  بر  دایلوشن  میکروبراث  روش  های  از 

استفاده   (CLSI) مؤسسه استانداردهای بالینی و آزمایشگاهی

 .شد
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و تهیه سوپ سلولی آن    B.bifidumباکتری  کشت  
(BBCSF ) 

 

در    MRS agarبر روی محیط کشت تازه    B. bifidumباکتری  

  48به مدت  A ((Sigma, USA گاز پک ی حاوی هوازیبجار 

انکوبه شد.   C°  37  یدماساعت در شرایط میکروآئروفیل و در  

روش    منظوربه از  باکتری،  این  سلولی  سوپ  و   یجفر تهیه 

. به این منظور،  گردیداستفاده    (10)  2020همکارانش در سال  

  mL  5  در  B. bifidumکشت فعال شبانه  میکرولیتر از    100

 ق ی ( رقOD600nm = 0.23)   MRS Broth  کشت تازه  طیمح

مدت   به  و  در    48شد  شرا  C°  37دمایساعت   طیدر 

ی مختلف  هاغلظتساعت    24بعد از    انکوبه شد.   فیلکروآئرویم

( باکتری  در  910تا    CFU/mL  410از  کشت  هاطیمح(  ی 

MRS Broth    با تلقیح اولیه از محیط مایع حاوی کشت شبانه

ی مختلف حاوی  هالولهکه در    بیترتنیابهباکتری تهیه شد.  

از کشت مایع شیانه باکتری اضافه    MRS Brothمحیط کشت  

 OD600nmدر    هالولهی که غلظت اولیه تمامی  به صورتشد  

  یساعت در دما  24ها به مدت  سپس، لولهباشد.    0.2برابر با  

انکوبه شدند. غلظت    یهوازیب  طیدر شرا  گرادیدرجه سانت  37

مک فارلند و    اسیبا استفاده از مق  ی بازه زمان  ن یدر ا  ها یباکتر

 410)از    دیگرد  نییتع  یاستاندارد رشد باکتر  یبر اساس منحن

  ارشبا روش شم  ها یتعداد باکتر  نی(. همچنCFU/mL  910تا  

با روش   هاغلظتهر یک از این    د. ش  د ییکانت( تأ   ی)کلن  یکلن

کانت  تعدادشان    1کلنی  ادامه    د یتائنیز  در    هیته  یبراشد. 

BBCFSسلول سانتر،  با  دما  g   ×6000  وژیفیها    C  4°ی  در 

(Microcentrifuge sigma 1-14k  به مدت )قهیدق  15، آلمان 

رو مواد  شدند.  سانتروفیوژ ییحذف  از  دقت    حاصل  با 

طر  یآورجمع  از    یپل  رکرومتیم  0.22ی  لترهایف  قیو 

(  Millipore Sigma, USA)  (PVDF)  دیفلورا  نیدیلینیو

برود.    ن یزنده از ب  ی هااز سلول   یشدند تا هرگونه اثر  لیاستر

ا کشت     طیمح  یرو  BBCFSاز    تریکرولیم  50  ند،یفرآ  نیاز 

MRS    یساعت در دما  48آگار  کشت داده شده و به مدت  

سانت  37 سلول  گراد یدرجه  حضور  عدم  تا  شد    یهاانکوبه 

  BBCFS  .شود  د ییتأ   شدهه یته   یدر نمونه سوپ سلول  یباکتر

در    میتقس  یترکوچک  یهابه بخش  شدهه یته   - 20  یدماو 

سانت استفادهبه  گرادیدرجه    ینگهدار  یبعد  یهامنظور 

 . ( 1شکل )شدند

 

 

 

 
 

 

 

 

 Bifidobacterium bifidum یاز غلظت مختلف باکتر یسوپ سلول هیاز مراحل مختلف ته نینماد  ریتصو.1شکل 

 

 B. bifidumتعیین میزان پروتئین در سوپ سلولی  

در   پروتئین  غلظت  شدههیته  BBCFSمیزان  مختلف از  های 

(CFU/mL  410    باکتری910تا  )  B. bifidum    از استفاده  با 

پروتئ  تیک پ   Pierce™ BCA  نیسنجش  با  از   یرویو 

 
1 Colony Count 

سازندهدستورالعمل  تعهای  فاقد    شد.  نیی،  کشت  محیط  از 

BBCFS کنترل منفی استفاده شد.  عنوانبه 
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غلظت pH گیریاندازه سلولی  مختلف سوپ   های 

 (910تا   CFU/mL 410)  B. bifidum  باکتری 

غلظت pH مقدار  از  یک  سلولیهر  سوپ  مختلف     های 

)BB(CFS   اندازه مستقل  تکرار  سه  همچنین،  در  شد.  گیری 

احتمالیبه نقش  بررسی  تغییرات pH منظور  مهاری،  اثر   در 

pH پس از افزودن BBCFS به محیط آزمون در شرایط تعیین 

MIC مورد ارزیابی قرار گرفت تا مشخص شود که آیا کاهش 

pH  تنهایی عامل بازدارندگی رشد باکتری است یا ترکیبات  به

 . نقش دارند ندیمیکروبی دیگر نیز در این فراضد

. 
میکروبیال   آنتی  اثر  مختلف هاغلظتبررسی  ی 

BBCFS    بر سویه استانداردEl Tor O1  V. cholerae 

، از روش میکروبراث BBCFS  دالیوس یبریبرای بررسی خواص و

دایلوشن مطابق با استانداردهای مؤسسه استانداردهای بالینی  

آزمایشگاهی شد (CLSI) و  خلاصه،  به.  (11)  استفاده  طور 

تنظیم کاتیون  با  براث  هینتون  مولر  کشت  شده  محیط 

(Merck  حجم نهایت،  در  تا  رفت  کار  به  آلمان(   ،200  

، کره  (SPL  ایخانه  96میکرولیتر در هر چاهک از میکروپلیت  

میکرولیتر از کشت   20حاصل شود. در هر چاهک،    )جنوبی

استاندارد ایزوله  غلظت   V. cholerae El Tor O1شبانه  با 

CFU/mL  810 شدهبه همراه مقادیر سریالی رقیق BBCFS   به(

  2.5و    5،  10،  25،  50،  100،  200،  400،  800ترتیب  

میلیمیلی اضافه شد گرم در  برا  ذکرانیشا .لیتر(   ی است که 

به  نییتع اBBCFS  نهیغلظت  کشت  بیترک  نی،    ی هااز 

غلظت   B.bifidum یباکتر مختلفهابا   910  تا  410  ی 

CFU/mL  باکتر  هیته ضد  اثر  به  ییایشد.  سوپ  صورت  هر 

رقت با  و  رو  ، یمتوال  ی هاجداگانه   .V استاندارد  زولهیا  یبر 

cholerae El Tor O1 ش، یآزما  ن یقرار گرفت. در ا  یموردبررس  

  یتعداد برابر باکتر  یحاو  عی کشت ما   طیهر غلظت، مح  یبرا

محبه و  مثبت  کنترل  ما   ط یعنوان  باکتر  عیکشت   یفاقد 

  ها تیکروپلیدر نظر گرفته شد. سپس، م  یعنوان کنترل منفبه

مدت   دما  24تا    18به  در  انکوباتور    C°  37  یساعت  در 

 .انکوبه شدند (کای آمر گما، ی، سIKA@KS)کرداریش

MIC  اندازه طولOD)  ینور  یچگال   یریگبا  در    620موج  ( 

مقا  (Epoch  ،Czech)نانومتر   باکتر  سهیو  در   یرشد 

 نییکنترل تع  یهابا چاهک  ی سوپ سلول  یحاو  ی هاچاهک

  کروگرم، یم  5)  نیپروفلوکساسیس  کیوتیبیآنت  ن،یشد. همچن

Mast Group Ltdبه در  (  شد.  استفاده  مثبت  کنترل  عنوان 

  ماریت  یهاهر چاهک )نمونه  اتیاز محتو  تریکرولیم  100ادامه،  

  یهایآگار منتقل و کلن  نتونیمولر ه  طیشده و کنترل( به مح

 .ردیقرار گ  یابیمورد ارز  MICمیزان  شمارش شدند تا   یباکتر

 

متابولیت پایداری  مختلف هاغلظتهای  بررسی  ی 
BBCFS 

های  های موجود در غلظتمنظور بررسی پایداری متابولیتبه

ها در سه دمای متفاوت  ، نمونه  BB(CFS(مختلف سوپ سلولی

( و دمای انکوباسیون C  4°(، یخچال )C  25°شامل دمای اتاق )

(°C  37بازه و    7،  0های زمانی  ( نگهداری شدند. سپس، در 

باکتر  14 ضد  اثر  تهیه،  از  پس  ایزوله آن  ییایروز  بر  ها 

مورد ارزیابی   MIC با استفاده از آزمون V. cholerae استاندارد

 .قرار گرفت

 

 آنالیز آماری 

  ن یانگیصورت مبه  ج یدر سه تکرار انجام شد و نتا  ش یهر آزما

و کنترل با    شی آزما  یهاگزارش شدند. گروه  ارمعی  انحراف  ±

آنال از  )و    طرفهکی  انسیوار  زیاستفاده  (  ANOVAدوطرفه 

نرم  سهیمقا از  استفاده  با  محاسبات   GraphPadافزار  شدند. 

Prism    8.2نسخه   (GraphPad Software, Inc. La Jolla, 

CA, USAداریمعن  یکه ازنظر آمار  ییها( انجام شد تا تفاوت  

 شوند.  نیی( تعp-value˂0.05بودند )

 هایافته

 B. bifidumتعیین میزان پروتئین در سوپ سلولی  

پروتئ  ی شیافزا  یروند غلظت  افزا  نیدر  باکتر  ش یبا    یی ا یبار 

(CFU/mLم نشان  م   دهدی(  وجود    نشان  تواندیکه   ک یاز 

دوز باا-رابطه  باشد؛  نتاحال نیپاسخ  همبستگ  ج ی،   یآزمون 

 < P)نکرد    د ییمعنادار تأ   یارتباط را ازنظر آمار  نیا  رسونیپ 

 . ( 1جدول  ،2شکل ) (.0.05
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 یبا کنترل منف سهیدر مقا یمختلف سوپ سلول یهاغلظت  یآمار یو معنادار نییتع بیضرا ،یهمبستگ بیضرا سهیمقا .1جدول 
 ضریب همبستگی مقایسه 

(r) 

 ضریب تعیین

(R²) 

P-

value 
داری آماریمعنی  (α = 

0.05) 

 تفسیر آماری 

C- vs. 

104 
-0.58 0.33 0.60 Ns* همبستگی منفی ضعیف 

C- vs. 

105 
-0.96 0.93 0.16 ns   همبستگی منفی بسیار

 قوی
C- vs. 

106 
-0.82 0.67 0.38 ns   ًهمبستگی منفی نسبتا

 قوی
C- vs. 

107 
-0.93 0.88 0.22 ns  همبستگی منفی قوی 

C- vs. 

108 
-0.65 0.42 0.54 ns همبستگی منفی متوسط 

C- vs. 

109 
0.56 0.32 0.61 ns همبستگی مثبت ضعیف 

 

 

غلظت pH گیریاندازه در  سلولی  های سوپ 

 (910تا    CFU/mL  410) B. bifidum  باکتری مختلف  

  تا  410 از   .ifidumBB با افزایش غلظت اولیه 
910CFU/mL،pH  6.3از  یتوجهطور قابلکشت به محیط  

افزایش   رشد باکتری و دهنده که نشان افتهی کاهش 4.3به 

 و ضدمیکروبی توسط باکتری است. تولید ترکیبات اسیدی

با افزایش   pH این کاهش این است که دهندهنشاننتایج 

 کهطوری همراه بوده، به V. choleraeقدرت مهاری علیه 

MIC  400به  800از بیش از mg/mL و اثر   افتهی کاهش

  پژوهش رسیده است. نتایج  " یقو"به   "کم "مهاری کلی از 

بیشتر باشد،    B. bifidumدهد که هرچه غلظت نشان می

 Bifidobacterium bifidumمتفاوت  یهاشده از غلظتاستخراج  یموجود در سوپ سلول نیغلظت پروتئ یبررس نمودار.2شکل 
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 BBCFS مختلف یهابا غلظت ماریمتعاقب ت  Vibrio cholerae(CFU/mL) یهایشمارش کلننمودار . 3شکل 

خواهد بود که احتمالاً به    ترآن نیز قوی ییایتوان ضد باکتر

  یکروبیعوامل ضدم ریو سا یآل یدهایاس شتریب دیتول لیدل

 .(2است)جدول  یدیاس طیدر مح

 

 

 V. cholerae استاندارد زولهی آن بر ا  دالیوسیبر یو اثر و Bifidobacterium bifidum زحاصل ا یمختلف سوپ سلول یهاغلظت pH یبررس .2جدول 

 اثر مهاری کلی MIC (mg/mL) از افزودن به محیط آزمون   بعد  B. bifidum (CFU/mL) BBpH CFS pH غلظت اولیه

 کم  <800 6.3±0.01 6.3±0.05 410

 کم  <800 6.0±0.00 5.9±0.11 510

 متوسط  <800 5.7±0.05 5.7±0.01 610

 متوسط خوب  800 5.4±0.35 5.3±0.41 710

 خوب  500 5.0±0.27 4.9±0.06 810

 قوی 400 4.6±0.08 4.3±0.48 910

 

 

میکروبیال   آنتی  اثر  مختلف هاغلظتبررسی  ی 

BBCFS بر سویه استاندارد El Tor O1 V. cholerae 

م 3شکل   افزا  دهدینشان  ما  شیکه  بدون    ییرو  عیغلظت 

زنده    ی هایتعداد کلن  شتریمنجر به کاهش ب   ییایسلول باکتر

El Tor O1  V. cholerae  ش ی آزما  یی ایباکتر  ی در تمام بارها  

آنالیز واریانس  ن.  شودی( م CFU/mL  910  تا  410شده ) تایج 

عامل    (Two-way ANOVA)  دوطرفه دو  هر  که  داد  نشان 

طور معناداری بر  غلظت سوپ سلولی و بار باکتریایی اولیه، به

)می  اثر V. cholerae El Tor O1 بقای  (.P  0.05 >گذارند 

که   بود  معنادار  نیز  عامل  دو  این  بین  متقابل  اثر  همچنین، 

  .بیانگر تأثیر ترکیبی دوز و بار باکتریایی بر مهار رشد است

به نتایج  بر  دستبراساس  مهاری  اثر  بیشترین   .Vآمده، 

cholerae El Tor O1   زمانی مشاهده شد که سوپ سلولی از

bifidum. B  غلظت بالابا    (CFU/mL)910تا   810 های 

ها که احتمالاً حاوی مقادیر بالاتری از بود. این سوپ  شده ه یته

باکتریوسین ترکیبات یا  آلی  اسیدهای  مانند  ها  ضدمیکروبی 

  ر ویژه درا به  El Tor O1 V. choleraeهستند، توانستند رشد 

کاهش    یتوجهطور قابلبه mg/mL 800تا    400های  غلظت

 . طور کامل مهار کننددهند یا به
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متابولیت پایداری  مختلف هاغلظتهای  بررسی  ی 
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شدت  به BBCFS دهد که اثر مهارینشان می  3جدول  نتایج   

اولیه و دمای نگهداری است.  ی که اگونه به   وابسته به غلظت 

در تمام    CFU/mL  ،MIC)610تا  410 (های پاییندر غلظت

  یی ایبوده و اثر ضدباکتر mg/mL 800ها بیشتر از  دماها و زمان

  و   810  در  ویژهبه  بالا،   به  710مشاهده نشده است. از غلظت  
910CFU/mLاثر پایداری  دمای    میکروبیضد  ،    C 4°در 

درحالحفظ  بالاتر  کهیشده،  دماهای  (  C  37°  و   C) 25°در 

 یا از بین رفته است؛ بنابراین، بیشترین  افتهیتدریج کاهشبه

ویژه در های بالا و شرایط نگهداری سرد به اثربخشی در غلظت 

.شودروزهای ابتدایی مشاهده می

 

 روز  14متفاوت و در بازه  ییدما  طی( در شراMIC) یحداقل غلظت کشندگ  یابیبا ارز *BBCFSمختلف  یهاغلظت  یهاتیمتابول یداریپا یبررس.3جدول 

 روز /MIC (mg/mL) (C°) دمای نگهداری )**(CFU/mL غلظت اولیه باکتری

0 7 14 

410 C° 4 800> 800> 800> 

C° 25 800> 800> 

C° 37 800> 800> 

510 C° 4 800> 800> 800> 

C° 25 800> 800> 

C° 37 800> 800> 

610 C° 4 800> 800> 800> 

C° 25 800> 800> 

C° 37 800> 800> 

710 C° 4 800.0±45.01 800.0±73.31 800> 

C° 25 800> 800> 

C° 37 800> 800> 

810 C° 4 500.0±55.24 500.0±55.24 512.0±55.24 

C° 25 5120.0±41.00 800> 

C° 37 800> 800> 

910 C° 4 400.0±55.24 400.0±11.00 512.0±41.20 

C° 25 400.0±60.02 800> 

C° 37 800> 800> 

* CFSBB:  Cell-free supernatant derived from the probiotic Bifidobacterium bifidum 

** CFU: Colony-forming units
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 حثب

  باتیترک  یمعرف  یبرا  یاریمطالعات بس  ر،یاخ  یهادر سال  

خاص با  اانجام  الیکروبیمیآنت  تیمختلف  در  است.    ن یشده 

 یسوپ سلول  دالیوسیبریغلظت و  یسازنهیمطالعه، هدف به

نتا  B. bifidum  یباکتر ب  نیا   جیاست.    نیمطالعه نشان داد، 

اثربخش  910CFU/mLو    810  یهاغلظت نظر  سوپ    یاز 

تفاوت وجود دارد   V. cholerae El Tor O1در مهار    یولسل

(P ≤ 0.05اما ا ،)اثر )شدت( و نه    زانیتفاوت معمولاً در م  نی

در غلظت    هایباکتر  شتریاثر است. با توجه به رشد ب  تیدر ماه
  یدهایمانند اس  یکروبیضدم  یهاتیمتابول  رودی، انتظار م910

در    یدر غلظت بالاتر  یرمواد مها  ریو سا  ها نیوسیباکتر  ،یآل

 910  یسوپ سلول  نیحضور داشته باشند، بنابرا  یسوپ سلول

  ، ی اتیدارد. از نظر عمل  810نسبت به    یتریقو  ی کروبیاثر ضدم

ب باشد،    910و    810  نیتفاوت  است در عمل کوچک  ممکن 

غلظت سوپ سلول  ژهیوبه باشد )مثلاً    ی اگر  بالا  مورداستفاده 

800  mg/mL  اگر اما  پا  دیبخواه(،  دوز  استفاده    یترنییاز 

ته  د، یکن  ن یتضم  یبرا  یبهتر  نهیگز  910از    شدههیسوپ 

 کامل است.  یاثربخش

بس  در آنت  یاریمطالعات  سلول  الیکروبیم  ی نقش   یسوپ 

ارز  کیوتیپروب  ی هایباکتر )  ی ابیمورد  است  - 12قرارگرفته 

که (، نشان داده شد  16)  2023در سال    یا(. در مطالعه15

سلول از    یسوپ  پروب  4حاصل   Lactobacillus  کیوتیگونه 

(L.) spp  شامل؛  .L. acidophilus, L. delbrueckii, L. 

johnsonii, and L. plantarum آمده از منابع مختلف  دستبه

ش انسان   رگاویازجمله  واژن  نمونه  به  یو  صورت  توانست 

را مهار   Pseudomonas aeruginosa  یهازوله ی ا  یزیآمتیموفق

د آقا  یگریکند. در مطالعه  )  Lee  یتوسط  (، 17و همکاران 

-Ligilactobacillus animalis SWLA  یباکتر  یسوپ سلول

باکتر   1 رشد   Staphylococcus aureus  یهایتوانست 

ROH_0029  ،Salmonella Gallinarum CNHJ001  ،

Salmonella enteritidis 190610_1    وEscherichia coli 

ROH_0034    ل یدر برز  یامطالعه   2018را مهار کند. در سال  

سلول سوپ  که  داد   .L  یهایباکتر  زهیلیوفیل  ینشان 

 
1 Bactericide 
 
2 Human Gastric Adenocarcinoma Epithelial Cells 

fermentum CCT 1629  ،L. rhamnosus ATCC 7469    وL. 

acidophilus  پتانس داشتن    هیعل  یکروبیمضد  لیبا 

Salmonella sppم بار    یبرا  یمناسب  نهیگز  توانندی.  کنترل 

در سال    یا(. مطالعه18باشند )  یوانیدر محصولات ح  یکروبیم

  ییرو  عیما  ییافزاهم  یکروبیاثر ضدم  یابیبا هدف ارز  2024

( سلول  مشCFSsبدون  از    تق(   Levilactobacillusشده 

brevis  وL. plantarum    برابر  Klebsiella pneumoniaeدر 
وابسته به     1یکشیباکتر  تی فعال  گرانیب  ج یانجام گرفت و نتا

سلول سوپ  )  یدوز  ضدم19بود  خواص    ی هاسوپ  یکروب ی(. 

باکتر  یسلول از  با    یحت  کیوتیپروب   یهایمشتق  مقابله  در 

عمل   زین  Helicobacter pyloriهمچون    ییهاپاتوژن موفق 

به مطالعه  یاگونهکردند.  در  سال    یاکه  سوپ 2024در   ،

بر  Limosilactobacillus fermentum T0701  یسلول اثر  با   ،

باکتر سلول   H. pylori  یاتصال  از  2AGS  یهابه  مانع   ،

 (.20شد ) In vitro طیدر مح یباکتر نیا ونی زاسیکلون

 ی سوپ سلول  دالیوسیبریاثر و  یما، در بررس  نیشیمطالعه پ   در

کپسوله   L. acidophilusو    B. bifidum  ی هایباکتر  بیترک

 ریخواص با تأث  ن یکه ا  مشاهده شد  توزان،یشده در پوشش ک

  انیبر ب  ریتأث  زیو ن  یباکتر  رولانس یو  یهاژن  ان یبر کاهش ب

 .Vنقش ضد    TLR2/4مانند  به  ییزایمنیدر ا  لیدخ  یهاژن 

cholerea (. 8) شودیرا سبب م ینی بال یهاه یسو هیخود عل 

مواد    ها یباکتر  CFS  ی کروبیضدم  اثر از  اول  درجه  در 

در طول رشد   هایکه توسط باکتر  شودیم  یناش   یفعال ست یز

  ییرو عیها در ماو پس از حذف سلول شوندیو ترشح م دیتول

  ، یآل  یدهایاس  ها،ن یوسیمواد شامل باکتر  نی. امانند یم  یباق 

سا  ها وسورفکتانتیب  ها، میآنز که    یی ها تیمتابول  ر یو  هستند 

م  ی کروبیضدم  تیفعال نشان  خود  بسدهندیاز    زا  یاری. 

موجود در   یکروبیضدم  باتیکه ترک  دهندیمطالعات نشان م

CFS  با هدف قرار    دها،یپپت  ای   هان یوسیمانند باکتر  ،ییا یباکتر

اثر خود را اعمال   زا،ی ماریب   یهایباکتر  یسلول  یدادن غشا

و    شودیغشا م   فیتضع  ا ی  یریامر باعث نفوذپذ  نی. اکنندیم

به نشت محتو از  DNA/RNAمانند    یسلولدرون  اتیمنجر   ،

پتانس دادن  درنها   لیدست  و  سلول  تیغشا  .  شودیم  یمرگ 

با    Weissella confusaاز    Cys2-2  نیوسیمثال، باکترعنوان به
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  نیهدف را از ب ی هاغشا، پاتوژن  ی کپارچگیرساندن به  بیآس

  ی به غشاها  CFS  L. plantarumمشابه،  طور  . به( 21)  بردیم

  شود یم  DNA/RNAو باعث نشت    رساند یم   بیآس  ییایباکتر

  دشده یتول یهامیآنز  ا ی  ی کروبیضدم  یدهایاز پپت  ی برخ  .(22)

کنند    زیرا ل  یباکتر  یسلول  یو غشا  وارهید  توانندیم   CFSدر  

ل به  منجر  شوند  ز یو  سلول  مرگ    ی هایباکتر  .(22)  و 

گونه  کیدلاکتیاس اس  یهاو  )مانند    یآل  ی دهایمشابه، 

  pHکه    کنندیترشح م  ییرو  عی( را به داخل ماکیدلاکتیاس

که رشد    کند یم  جاد یا  یدیاس  یطیو مح  دهد یرا کاهش م 

شدن    یدیاس  نی. اکندیرا مهار م  زای ماریاز عوامل ب  یاریبس

اف  یکروبیضدم   یدهایپپت  تیفعال  نیهمچن   دهدیم  شیزارا 

(23).  CSF  ها این پتانسیل را نیز  های حاصل از پروبیوتیک

گیری و بلوغ بیوفیلم میکروبی نیز جلوگیری  دارند که از شکل

همان مطالعهکنند.  در  که  اثرطور  که  شد  داده  نشان    ای 

، L.plantarumهای پروبیوتیک  یی سوپ سلولی باکتریافزاهم
L. acidophilus  ،L. johnsonii    وL. delbrueckii    سبب

بیوفیلم  80تا    40کاهش   از    درصدی   .Pی  هازوله یاحاصل 

aeruginosa 9027™ and 27853™    در شرایط آزمایشگاهی

 . (24)شد 

در اکثر مطالعات از کشت شبانه باکتری هدف برای تهیه سوپ  

نتیجه این مطالعه با    به  توجه  با است که    شده استفادهسلولی  

باکتری  سازنه یبه اثر    موردمطالعهی غلظت    ال یکروبیمیآنتو 

پاتوژن  مؤثرتر  صورتبه   توانیمآن   حذف   موردمطالعهی  را 

که   است  ضروری  نکته  این  به  توجه  شبانهکرد.     کشت 

(Overnight culture)    910معمولاً غلظت حدودCFU/mL   از

کند، بنابراین برای تهیه سوپ سلولی با اثر  تولید میباکتری  

قویآنتی مناسبمیکروبیال  استتر  زمان    حالنیباا  .تر  اگر 

  ممکن  ،(ساعت  24-18کشت خیلی زیاد شود )مثلاً بیش از  

شدت اسیدی شود که  محیط به pH یا  بمیرند  ها باکتری  است

 . تواند اثر را تغییر دهد یا نتایج را دچار ابهام کند می

 یریگجهینت

ب  ن یا  جینتا داد،  نشان    910و    810  یهاغلظت  نی مطالعه 

CFU/mL  اثربخش نظر  سل  یاز  مهار    یولسوپ   .Vدر 

cholerae El Tor O1   دارد وجود   تفاوت 

(P ≤ 0.05اما ا ،)اثر )شدت( و نه    زانیتفاوت معمولاً در م  نی

در غلظت    هایباکتر  شتریاثر است. با توجه به رشد ب  تیدر ماه
  یدهایمانند اس  یکروبیضدم  یهاتیمتابول  رودی، انتظار م910

در    یدر غلظت بالاتر  یرمواد مها  ریو سا  ها نیوسیباکتر  ،یآل

 910  یسوپ سلول  نیحضور داشته باشند، بنابرا  یسوپ سلول

  ، ی اتیدارد. از نظر عمل  810نسبت به    یتریقو  ی کروبیاثر ضدم

ب باشد،    910و    810  نیتفاوت  است در عمل کوچک  ممکن 

غلظت سوپ سلول  ژهیوبه باشد )مثلاً    ی اگر  بالا  مورداستفاده 

800  mg/mL  اگر اما  پا  دیبخواه(،  دوز  استفاده    یترنییاز 

ته  د، یکن  ن یتضم  یبرا  یبهتر  نهیگز  910از    شدههیسوپ 

افزا  نیا  جی نتا  براساس  کامل است.   یاثربخش   ش یپژوهش، با 

باکتر سطح    B. bifidum  یغلظت  تول 910CFU/mLتا    د ی، 

اس  یکروب یضدم  یهاتیمتابول و    ی آل  یدهایمانند 

نت  افتهی  ش یافزا  هانیوسیباکتر در  سوپ   یاثربخش  جه،یو 

باکتر  یسلول مهار  طور به  V.choleraeمانند    ییهایدر 

با  شودیم  شتریب  یتوجهقابل از    ی هاحال، غلظت  ن یا.  بالاتر 
910CFU/mL     ی( معمولاً تفاوت معنادارشتریب  ای   1010)مانند  

به نقطه    ستمیچرا که س کنند؛ ینم جاد یا یاثر مهار زانیدر م

مانند    یممکن است اثرات نامطلوب  یشده و حت  کیاشباع نزد

متابول زائد  مواد    داریپد   pHنامناسب    راتییتغ  ا ی  کیتجمع 

دشوار و    ییبالا  یهاغلظت  ن یچن  هی ته  زین  یشود. از نظر عمل

که استفاده    دهد یمطالعه حاضر نشان م  ج یاست. نتا  نهیپرهز

اول غلظت  سلول  دیتول  یبرا   910CFU/mL  هیاز    ی سوپ 

تعم  نهیبه  کردیرو  کیعنوان  به  تواندیم قابل  جهت    میو 

  ی هایدر برابر باکتر  یکروبی ضدم  تیبه حداکثر فعال  یابیدست

محصولات   یدر طراح  تواندیم  کردیرو  نیمطرح شود. ا  اتوژنپ 

مورد    یو درمان  یصنعت  یکاربردها   ای  یکروبیضدم  کیولوژیب

  یمطالعه شواهد قابل توجه  ن یا ج ینتا اگرچه .ردیتوجه قرار گ

دوز رابطه  خصوص  اثربخش-در  و  سلول  یپاسخ   ی سوپ 

B.bifidum    در مهار رشدV.cholerae  پژوهش    دهد، یارائه م

 همراه بود:  زین  ییها تیمذکور با محدود 

 یو رو  in vitroصرفاً    هایآزمون: بررس   طیشرا  تیمحدود  .1

استاندارد    V. cholerae (El Tor O1 ATCC 14035)گونه 

  طیشرا  ا ی  زایماریب  ی های باکتر  ریبه سا  ج ینتا  میانجام شد. تعم

in vivo است.  یلیمطالعات تکم ازمندین 
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افزا  pH: اگرچه کاهش  یدر همبستگ  یضعف آمار.  2   ش یو 

افزا  نیغلظت پروتئ مشاهده شد، آزمون   ییایبار باکتر  شیبا 

احتمالاً    رهایمتغ  نیا  نیب  یهمبستگ  یآمار نبود که  معنادار 

 حجم نمونه است. تیاز محدود یناش

دق  باتیترک  یناکاف   یسازیکمّ  .3 مقدار  و  نوع    ق یفعال: 

(  یآل  یدهایاس  ای   هان یوسی)مانند باکتر  یکروبیضدم  باتیترک

  ی هال ینشد و تحل یریگاندازه یصورت کمبه یدر سوپ سلول

 فعال انجام نگرفت.   باتیترک ییشناسا یبرا یمولکول

  pH ری: تأثیداریپا  یدر بررس یطیناکامل عوامل مح  شیپا  .4

آزما  یطیمح  راتییتغ  ریسا   ای   یینها طول   یداری پا  شیدر 

 ر یعوامل ممکن است بر تفس  ن ینشد. ا  ش ی پا  قیصورت دقبه

فعال بر  دما     باشند.   رگذاریتأث  یکروبیضدم  تیاثر 

 لیو پتانس  یاثر سوپ سلول  سم یمکان  ترقیمنظور درک دق  به

بال آت  ینیکاربرد  مطالعات  انجام  فنون    یآن،  از  استفاده  با 

و    ییشناسا   یبرا  LC-MS  ا ی  HPLC)مانند    ترشرفته یپ 

ن  یهاتیمتابول  یسازیکم و   in vivo  یهای بررس  زیفعال( 

 .شودیم  شنهادی( پ یسلول ای  یوانیح یها)مانند مدل

 تشکر و قدردانی 

  ی دانشکده پزشک  یپژوهش  یاز شورا  لهیوسنیبد  سندگانینو

 . ندینمایم  یقدردان مدرس،تیدانشگاه ترب
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ABSTRACT:   

Introduction: Cholera is a serious infectious disease caused by the bacterium Vibrio cholerae. The rising 

antibiotic resistance of this pathogen highlights the urgent need for alternative antimicrobial strategies.  
Postbiotics—bioactive compounds produced by probiotics—have gained increasing attention for their 

antimicrobial activity. This study aimed to evaluate and optimize the antimicrobial effects of cell-free 

supernatant derived from the probiotic Bifidobacterium bifidum (CFSBB) against the standard strain Vibrio 

cholerae El Tor O1 ATCC 14,035. 

Methods: In this in vitro experimental study conducted in 2024, an overnight culture of Bifidobacterium 

bifidum was grown in de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth at varying concentrations (10⁴ to 10⁹ 

colony-forming units per milliliter [CFU/mL]). After centrifugation and filtration to eliminate viable cells, 

the resulting supernatant was sterilized. The antimicrobial activity of the CFSBB against V. cholerae was 

evaluated using the microbroth dilution method. Protein content in the CFSBB was measured using the 

bicinchoninic acid (BCA) assay. Statistical analysis was performed using a significance level of p < 0.05. 

Results: An increase in the initial concentration of Bifidobacterium bifidum led to a higher protein content 

in the CFSBB. CFSBB from cultures at 10⁸ and especially 10⁹ CFU/mL exhibited the strongest inhibitory 

effects on V. cholerae growth, with significant activity observed at concentrations between 400 and 800 

mg/mL. As the initial Bifidobacterium bifidum concentration increased from 10⁴ to 10⁹ CFU/mL, the culture 

medium’s pH dropped markedly from 6.3 to 4.3, indicating enhanced inhibitory potency. Correspondingly, 

the MIC decreased from over 800 to 400 mg/mL, and the overall inhibitory effect intensified from “low” 

to “strong.” The effectiveness of CFSBB was highly dependent on both the initial bacterial concentration 

and storage temperature, with the greatest inhibition observed at higher concentrations (10⁸–10⁹ CFU/mL) 

and under cold storage (4 °C), particularly within the first 7 days. 

Conclusion: CFSBB demonstrates significant antibacterial activity against Vibrio cholerae El Tor O1, 

CFU/mL which increases with higher bacterial densities and greater production of antimicrobial 

metabolites. A starting concentration of 10⁹ CFU/mL is recommended as optimal for preparing effective 

CFSBB. These findings support further development of postbiotics as effective and safe alternatives to 

traditional antibiotics, especially against antibiotic-resistant pathogens. 
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