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استخدام عزلات محلیه مختلفة من بكتیریا حامض اللاكتیك في مقاومة املاح الصفراء وخفض 
 الكولیسترول
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 Shahو Lankaputhraاستخدمت الطریقة التي ذكرھا :دراسة مقاومة البكتریا لأملاح الصفراء
قدرت نسبة الكولسترول في صفار البیض وفي :قابلیة البكتریا على استھلاك الكولسترول   )  ١٩٩٥(
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 م لمدة ٣٧ْوحضنت الأنابیà على  ة٪ من العزلات المنشط١لقح الوسط أعلاه بـ  ١:١الغذائي بنسبة 
ووضعت في  MRS-E-Yمل من كل من العزلات المنماة على وسط  ٠0١وذلك بأخذ . ساعة ٤٨

٪ ورجت الأنابیà بشكل جید ثم أجري لھا طرد ٩٥مل إیثانول تركیزه  ١0٩وأضیف لھا أنبوبة اختبار 
 Table Top Low Speed Centrifuge 1-80مركزي باستخدام جھاز الطرد المركزي من نوع 

Trip up International Corp.  دقیقة/ دورة  ٢٠٠٠ولمدة ثلاثة دقائق بسرعة.  
ملغم من  ١٠٠ل من كلورید الحدیدیك المحضر بإذابة م ٢مل من الراشح وأضیف لھ  ٠0٥نقل 

  .مل من خلات الأثیل ووضع في قنینة معتمة ١٠٠كلورید الحدیدیك في 
  مل من حامض الكبریتیك المركز إلى كل أنبوبة من الأنابیà أعلاه ورجت بشكل  ٢أضیف 

المجھز  Spectrophotometerجید ، وتركت الأنابیà لتبرد قبل قیاسھا في جھاز المطیاف الضوئي 
  حضر محلول . نانومیتر ٥٨٠على طول موجي مقداره  JENWAY 6300من شركة 

مل من الماء المقطر بدل من العزلات البكتیریة مع إجراء نفس الإضافات  ٠0١بأخذ  (Blank)قیاسي 
  .السابقة

 ١٠٠ملغم من الكولسترول النقي في  ٢٠٠حضر محلول قیاسي من الكولسترول وذلك بإذابة 
مل من  ٠0٥مل بالكحول نفسھ ثم أخذ  ٢٠مل منھ ، وأكمل إلى  ١٪ وأخذ ٩٥مل إیثانول تركیزه 

  .المحلول الأخیر وأضیف لھ نفس الإضافات الأخرى
  : اتياستخرجت نسبة الكولسترول في صفار البیض والوسط المستخدم كما ی

  

  ٢× ــــــــــــــــــــ = مل مصل /ملغم كولسترول
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 Blankقراءة  –قراءة النموذج 

 Blankقراءة  – المحلول القیاسيقراءة 
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Manual  
 مطابقة مطابقة مطابقة مطابقة مطابقة مطابقة مطابقة  مطابقة

  +  +  +  +  +  +  +  +  صبغة كرام

  -  -  -  -  -  -  -  -  الحركة

  -  -  -  -  -  -  -  -  تكوین السبورات

                  الاختبارات المزرعیة

  -  -  -  +++  -  -  -  -  م ٥ْالنمو في درجة حرارة 

  -  -  ±  +  -  -  -  ±  م ١٥ْالنمو في درجة حرارة 

  ±  ±  +++  +++  ±  ±  ±  ±  م ٢٥ْالنمو في درجة حرارة 

  +++  +++  +++  ±  +++  +++  +++  +++  م ٣٥ْالنمو في درجة حرارة 

  +++  +++  ±  -  +++  +++  +++  +++  م ٤٥ْالنمو في درجة حرارة 

  یوجد نمو ضعیف ±    یوجد نمو+     لا یوجد نمو - 
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  -  -  -  -  -  -  -  -  إسالة الجیلاتین
  -  -  +  -  -  -  -  ±  تحلل الكازین

  -  -  -  -  -  -  -  +  تحلل النشأ
  -  -  -  -  -  -  -  -  فحص الكاتالیز

  -  -  -  -  -  -  -  -  الأرجنین تكوین الأمونیا من
  -  -  -  -  -  -  -  -  إنتاج الأندول من التربتوفان
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  Bergey's Manualتم مطابقتھا مع ما جاء بموسوعة 
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  +  +  +  +  +  +  +  +  كلوكوز
  +  +  +  +  +  +  +  +  فركتوز

  +  +  +  +  +  ±  ±  -  كالاكتوز
  +  ±  +  +  +  -  ±  +  سكروز
  +  +  +  +  +  +  +  +  لاكتوز
  +  -  +  +  +  -  -  -  مانوز

  +  +  -  +  ±  -  ±  ±  رافینوز
  +  +  +  +  +  -  +  -  لینأسكیو

  +  -  +  +  +  -  -  -  سالسین
  +  +  +  +  +  -  +  -  مالتوز

  -  -  -  -  -  -  -  -  أرابینوز
  -  -  +  +  -  -  -  -  سوربیتول

  -  -  +  +  -  -  -  -  مانیتول
  -  -  -  +  -  -  -  ±  زایلول

  .ضعیف تخمر السكریات بشكل   ± ، غیر مخمرة للسكریات  -  ،تخمر السكریات+  
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دول  :لأم��لاح الص��فراء  مقاوم��ة البكتری��ا

ین الج

ا ) ٤(یب

توردة لبكتری

ة والمس

زلات المحلی

ة الع
حیوی

ز 

ي تراكی

ك ف

امض اللاكتی

ى  ٪٢و ١ح

فر إل

ن ص

رات م

فراء لفت

لاح الص

ن أم

اعة  ٣ و ٢ و ١م
س

یلاحظ عموماً انخفاض في أعداد البكتریا بزیادة وقت تعرضھا لأملاح الصفراء وكان  اذ ٥١٠وبتخفیف 



اض س

ز الانخف

د التركی

ز ٢ریعاً عن

ي التركی

ھ ف

و علی

ا ھ

فراء مم

لاح الص

ن أم

أن ١٪ م

د ب
٪ ، إذ وج

ھ
ي أكث
ر أن
واع البكتری
ا مقاوم
ة لأم
لاح الص
فراء  .Bifidobacterium spالعزلة المس
توردة لبكتری
ا 
عن
د الوق
ت ص
فر أي قب
ل إض
افة أم
لاح ) م
ل/  CFU( ٢١٥انخفض ھ
ذا الع
دد م
ن  اذ٪ ١عند تركیز 


فرا

ى الص

ل/ CFU( ١٠٥ء إل

رور ) م

د م

ذائي  ٣بع

ط الغ

ي الوس

ا ف

ذه البكتری

ود ھ

ى وج

اعات عل
س
٪ وھ
ي أق
ل نس
بة لاخت
زال ٥١0٢٪ أملاح صفراء وبنسبة اخت
زال لأع
داد الخلای
ا بلغ
ت ١الحاوي على 

 ٢٠٠والت
ي انخفض
ت أع
دادھا م
ن  نفس
ھا بكتری
اللالخلایا م
ن بقی
ة أن
واع البكتری
ا یلیھ
ا العزل
ة المحلی
ة 
)CFU/ل


ى ) م

فر إل

ت ص

د الوق

ل/CFU( ٩٤عن

ت ) م

زال بلغ

بة اخت

اعات وبنس

لاث س

رور ث

د م
بع

فلقد تلتھا من حیث مقاومتھا لأملاح الصفراء فق
د تفوق
ت العزل
ة  Lact. acidophilus٪ أما بكتریا ٥٣
خت
زال بع
د بلغت النسبة المئوی
ة للا اذ٪ أملاح صفراء ١مقاومتھا لتركیز  اذالمستوردة على المحلیة من 

٪ على التوالي وھذا یتفق مع ٥٩0٦و  ٥٨0٧مرور ثلاث ساعات على التحضین بوجود أملاح الصفراء 
ك
ان عالی
اً ف
ي بكتری
ا  Bile salt hydrolaseنش
اط إن
زیم  ب
أن)  ١٩٩٩( وآخ
رون Tanakaما ذك
ره 

Bifidobacterium sp.  ا


ع بكتری

ھ م

د مقارنت

ا Lactobacillusعن

اط ك

ذا النش

ي وأن ھ

وداً ف
ن مفق
 .Strepوم
ن خ
لال الج
دول نفس
ھ نلاح
ظ أن مقاوم
ة ك
ل م
ن بكتری
ا  Strep. thermophilusبكتری
ا 

thermophilus  وLact. bulgaricus  فراء إذ



لاح الص


ن أم


ز م


ذا التركی


د ھ


عیفة عن


ت ض

كان
(  ٢٥عند الوقت ص
فر إل
ى ) مل /  CFU(  ٤٨٠من  Strep. thermophilusانخفضت أعداد بكتریا 

CFU  /ت ٩٤0٧٩بعد مرور ثلاث ساعات من التحضین وبنسبة اختزال بلغت ) مل
٪ ف
ي ح
ین انخفض
) مل /  CFU(  ١٦عند الوقت صفر إلى ) مل /  CFU(  ٢٢٠من  Lact. bulgaricusأعداد بكتریا 


ط 

ي وس

ین ف

ن التحض

ط م

دة فق

اعة واح

رور س

د م

ى  MRSبع

اوي عل

زال ١الح

بة اخت

ت نس
٪ وكان

ا 

رور ٩٢الخلای

د م

وات بع

ر أي نم

م تظھ

زال  ٣و  ٢٪ ول

بة الاخت

ت نس

اعات وكان

د ١٠٠س
٪ عن
فكانت أكثر مقاومة لأم
لاح الص
فراء م
ن ك
ل  Lact. plantarumو  Lact. caseiأما بكتریا . الوقتین


ا 

ن بكتری

ت  Lact. bulgaricusو  Strep. thermophilusم

زال بلغ

à اخت
٪ ٩٢0٩٧و  ٧٥وبنس
٪ أم
لاح ص
فراء ف
ان الانخف
اض ف
ي ٢وعموماً فعند استخدام تركیز .ساعات على التوالي  ٣بعد مرور 


ز 

تخدام تركی

د اس

ھ عن

و علی

ا ھ

رع مم

ان أس

ا ك

داد البكتری

ا١أع

ن بكتری

ل م

أن ك

د ب
 .Strep٪ ووج
thermophilus  وLact. bulgaricus ن عانت من انخفاض كلي ف
ي الأعداد خلال الس
اعة الأول
ى م
إذ كانت النس
بة المئوی
ة للانخف
اض ) ٤(٪ أملاح صفراء كما ھو واضح من الجدول ٢تعریضھا لتركیز 
٪ بعد مرور الساعة الأولى من التحضین وھ
ذا یعن
ي ع
دم مق
درتھا عل
ى مقاوم
ة ١٠٠في أعداد الخلایا 

ھا بالأع
داد المطلوب
ة إل
ى الأمع
اء وأظھ
رت الظروف الحامضیة للجھ
از الھض
مي وبالت
الي ع
دم وص
ول
أكث
ر مقاوم
ة  Lact. acidophilusو  .Bifidobacterium spالعزلات المستوردة من كل من بكتریا 

النس
بة المئوی
ة لاخت
زال الخلای
ا  بلغ
ت اذأملاح صفراء من العزلات المحلیة لكلا النوعین  ٪  ٢لتركیز 
٪ على التوالي في حین بلغت ھ
ذه ٩٢0٣و  ٩٢0١من التحضین ساعات  ٣للأنواع المستوردة بعد مرور 

 Lact. plantarum٪ على الت
والي أم
ا العزل
ة المحلی
ة لبكتری
ا ٩٦0٨و  ٩٥0٥النسà للعزلات المحلیة 

ا 


ن بكتری


توردة م


ة المس


ا  Lact. caseiوالعزل


ة لبكتری


زلات المحلی


اً للع


ابھة تقریب


ت مش

فكان

Bifidobacteriumsp. وLact. acidophilus  ز



ا لتركی


ث مقاومتھ


ن حی


فراء ٢م


لاح ص

٪ أم
د الس
اعة بع
٪ ٢ویلاحظ بأن العزلات البكتیریة المحلیة والمستوردة كانت أكثر مقاومة لأملاح الصفراء 

د الساعة الثانیة والثالثة من التحض
ین وھ
ذا یتف
ق م
ع بعالأولى ثم حصل انخفاض سریع في ھذه الأعداد 

ده

ـا وج

رون و Abd-Elsalam م

ا ) ٢٠٠٤(آخ

داد بكتری

ن أن أع

ة  Lactobacillusم

ت الدراس
تح


دروجیني 

ى أس ھی

ین عل

ن التحض

اعات م

لاث س

رور ث

د م

یلاً بع

ت قل

د أس  ٥انخفض

ین عن

ي ح
ف

دروجیني 

ا  ٣ھی

داد البكتری

ان أع

تف

ذه  انخفض

اجئ لھ

اض مف

ل انخف

م حص

ى ث

اعات الأول

لال الس
خ


رور 

د م

داد بع

 ٣ـ  ٢الأع

ن التحض

اعات م

ع س

اً م

ق أیض

ذا یتف
إذ )  ١٩٩٠(  Jelenو  Shahین وھ
  .٣0٥ض الأس الھیدروجیني للوسط إلى انخفباتقل  Lactobacillusوجدا بأن أعداد بكتریا 
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  حیویة العزلات المحلیة والمستوردة لبكتریا حامض اللاكتیك في تراكیز عالیة من أملاح الصفراء) : ٤(جدول ال

  دةالعزلات المحلیة والمستور
  ٪ أملاح صفراء٢  ٪ أملاح صفراء١

  )ساعة ( الوقت 
CFU/ml  

  ٥١٠تخفیف 
٪ للاختزال في 

  عدد الخلایا
  )ساعة ( الوقت 

CFU/ml  
  ٥١٠تخفیف 

٪ للاختزال في 
  عدد الخلایا

Strep. thermophilus 

  صفر  ٤٨٠  صفر  صفر  ٤٨٠  صفر
٨٠  ٩٤  ١0١٠٠  -  ١  ٤٠  
٨٥  ٧٠  ٢0١٠٠  -  ٢  ٤٢  
٩٤  ٢٥  ٣0١٠٠  -  ٣  ٧٩  

Bifidobacterium sp. 

  صفر  ٢٠٠  صفر  صفر  ٢٠٠  صفر
١٥  ١٧٠  ١0٥٤  ٩١  ١  ٠٠0٥٠  
٣٢  ١٣٥  ٢0٩٤  ١٢  ٢  ٥٠0٠٠  
٥٣  ٩٤  ٣0٩٥  ٩  ٣  ٠٠0٥٠  

Lact. bulgaricus 

  صفر  ٢٢٠  صفر  صفر  ٢٢٠  صفر
٩٢  ١٦  ١0١٠٠  -  ١  ٠٠  
١٠٠  -  ٢  ١٠٠  -  ٢  
١٠٠  -  ٣  ١٠٠  -  ٣  

Lact. acidophilus 

  صفر  ٢٥٠  صفر  صفر  ٢٥٠  صفر
٢٧  ١٨٢  ١0٥٧  ١٠٧  ١  ٢٠0٢٠  
٤٤  ١٤٠  ٢0٨٢  ٤٥  ٢  ٠٠0٠٠  
٥٩  ١٠١  ٣0٩٦  ٨  ٣  ٦٠0٨٠  

  یتبع
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  )٤(جدول التكملة 

  العزلات المحلیة والمستوردة
  ٪ أملاح صفراء٢  ٪ أملاح صفراء١

  )ساعة ( الوقت 
CFU/ml  

  ٥١٠تخفیف 
٪ للاختزال في ١

  عدد الخلایا
  )ساعة ( الوقت 

CFU/ml  
  ٥١٠تخفیف 

٪ للاختزال في ١
  عدد الخلایا

Lact. plantarum 

  صفر  ٤٧٠  صفر  صفر  ٤٧٠  صفر
٥٩  ١٩٠  ١0٨٠  ٩٤  ١  ٥٧0٠٠  
٨٢  ٨١  ٢0٩٤  ٢٨  ٢  ٧٦0٠٤  
٩٢  ٣٣  ٣0٩٨  ٥  ٣  ٩٧0٩٣  

Lact. casei  م  

  صفر  ٣٠٠  صفر  صفر  ٣٠٠  صفر
٤٠  ١٨٠  ١0٦٩  ٩١  ١  ٠٠0٦٦  
٥٢  ١٤٤  ٢0٩٧  ٩  ٢  ٠٠0٠٠  
٧٥  ٧٥  ٣0٩٩  ٣  ٣  ٠٠0٠٠  

Bifidobacterium sp.  م  

  صفر  ٢١٥  صفر  صفر  ٢١٥  صفر
٢١  ١٦٨  ١0٦٠  ٨٥  ١  ٨0٤٠  
٤٣  ١٢١  ٢0٧٩  ٤٥  ٢  ٧٠0٧٠  
٥١  ١٠٥  ٣0٩٢  ١٧  ٣  ٢٠0١٠  

Lact. acidophilus  م  

  صفر  ٢٢٣  صفر  صفر  ٢٢٣  صفر
١٤  ١٩١  ١0٤٩  ١١٢  ١  ٣٠0٧٠  
٤٢  ١٢٩  ٢0٨٤  ٣٥  ٢  ١٠0٣٠  
٥٨  ٩٢  ٣0٩٢  ١٧  ٣  ٧٠0٣٠  

  لایوجد نمو - .                      عزلة مستوردة= م 
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ى  :ق��درة الع��زلات البكتیری��ة عل��ى خف��ض الكولس��ترول  

درتھا عل

ة ق

زلات البكتیری

ع الع

رت جمی
أظھ
 MRS-EYس
اعة م
ن التحض
ین ف
ي م
رق  ٢٤خفض الكولسترول خارج جسم الكائن الحي بعد مرور 


ادة 

اض ازداد م
ع زی

ین إل
ى  م
دةوأن ھ
ذا الانخف

اعة ٤٨التحض

ف  س

ذا الانخف
اض اختل
إلا أن مق
دار ھ

دول 

ن الج

ظ م

ة ویلاح

زلات البكتیری

اختلاف الع

ة ) ٥(ب

ة المحلی

أن العزل
 .Bifidobacterium spب

س
اعة م
ن التحض
ین ؛ إذ انخفض
ت كمی
ة لكولس
ترول  ٢٤وحققت أعلى خفض للكولس
ترول بع
د م
رور 

م  ٨0٥م
ن 

ى / ملغ

بة المئوی
ة/ ملغ
م  ٣0٨٧م
ل إل

ل وكان
ت النس

اض  م

ة  وك
ذلك٪ ٥٤0٤٧للانخف
العزل

/ ملغ
م  ٣0٩١م
ل إل
ى / ملغ
م  ٨0٥المستوردة من البكتریا نفسھا ، والتي خفضت كمیة الكولسترول م
ن 
العزل
ة المحلی
ة الت
ي خفض
ت كمی
ة  Lact. acidophilus یل
ي ذل
ك بكتری
ا    ٪٥٤مل وبنسبة اختزال 

 .Lact٪ وحققت بكتریا ٤٦0٤٧نسبة انخفاض مل وب/ ملغم  ٤0٥٥مل إلى / ملغم  ٨0٥الكولسترول من 
acidophilus  رور


د م

ترول بع

ة الكولس

ي كمی

ل ف

اً أق

توردة انخفاض

ة المس

à  ٢٤العزل

اعة وبنس
س


ت 


اض بلغ


ا    ٣٢0٩٤انخف


ن بكتری


ل م


ترول لك


ي الكولس


اض ف


بة الانخف


ت نس

 .Strep٪ وبلغ
thermophilus وLact. bulgaricus  وبعد مرور  على التوالي ٪١٦0٣٥و  ٢١0٨١أدنى نسبة وھي

زادت نسبة الانخفاض في الكولسترول نتیج
ة اس
تھلاكھ  MRS-EYساعة على التحضین في وسط  ٤٨
  من قبل العزلات البكتیریة فقد استمر تفوق

  
في خفض كمیة الكولس
ترول عل
ى بقی
ة  .Bifidobacterium spالعزلة المحلیة والمستوردة من بكتریا 


ن   

تھ م

زلات فخفض

م   ٨0٥الع

ى / ملغ

فر إل

ـت ص

ي الوق

ل ف

م  ٢0٢٧و  ٢0٢٨م

à / ملغ

ل وبنس
م

ـاض 

ـا ٧٢0٢٩و  ٧٣0١٨انخف

ـتوردة لبكتری

ـة والمس

ة المحلی

ـاءت العزل

والي وج

ى الت
 .Lact٪ عل

acidophilus .   ن
م
ل ف
ي الوق
ت ص
فر / ملغ
م  ٨0٥بالمرتبة الثانیة ؛ إذ خفضت كمیة الكولس
ترول م
  .٪ على التوالي ٦٢0٣٥و  ٧١0٥٣مل على التوالي وبنسà اختزال بلغت  /ملغم  ٣0٢٠و  ٢0٤٢إلى 

    
والنس
بة المئوی
ة  (in vitro)الانخفاض الحاصل في الكولسترول خارج جسم الكائن الحي ) : ٥(جدول ال

  .MRS-EYللانخفاض الذي أحدثتھ العزلات البكتیریة المحلیة والمستوردة في وسط 

  العزلات
  المحلیة

  والمستوردة

كمیة 
الكولسترول في 
صفار البیض 

  مل/ملغم

  ) ساعة( الوقت 
  ٤٨  ٢٤  صفر

 كمیة
الكولسترول في 

-MRSوسط 
EY مل/ملغم  

 كمیة
الكولسترول في 

-MRSوسط 
EY مل/ملغم  

٪ للانخفاض 
في 

  الكولسترول

 كمیة
الكولسترول في 

-MRSوسط 
EY مل/ملغم  

٪ 
للانخفاض 

 في
  الكولسترول

Strep. thermophilus ٤٤.٤٧  ٤.٧٢  ٢١.٨١  ٦.٧٠  ٨.٥  ١٧  
Bifidobacterium sp. ٧٣.١٨  ٢.٢٨  ٥٤.٤٧  ٣.٨٧  ٨.٥  ١٧  

Lact. bulgaricus ٣٥.٨٨  ٥.٤٥  ١٦.٣٥  ٧.١١  ٨.٥  ١٧  
Lact. acidophilus ٧١.٥٣  ٢.٤٢  ٤٦.٤٧  ٤.٥٥  ٨.٥  ١٧  
Lact. plantarum ٥٨.١١  ٣.٥٨  ٣٠.٠٠  ٥.٩٥  ٨.٥  ١٧  

Lact. casei  ٥٥.٥٠  ٣.٧٥  ٢٦.٢٠  ٦.٢٧  ٨.٥  ١٧ م  
Bifidobacterium  sp.  ٧٣.٢٩  ٢.٢٧  ٥٤.٠٠  ٣.٩١  ٨.٥  ١٧ م  

Lact. acidophilus  ٦٢.٣٥  ٣.٢٠  ٣٢.٩٢  ٥.٧٠  ٨.٥  ١٧ م  
  .مستوردة= م 
  


ا 





ت بكتری





ن  Lact. caseiو  Lact. plantarumوخفض





ترول م





ة الكولس




  كمی

م  ٨0٥




ى / ملغ




فر إل




ت ص




ي الوق




ل ف




م  ٣0٧٥و  ٣0٥٨م




رور / ملغ




د م




ل بع




اعة  ٤٨م



  س


اض 



بة انخف



ین وبنس



ن التحض
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USING DIFFERENT LOCAL ISOLATED LACTIC ACID BACTERIA  TO 

RESIST BILE SALTS AND REDUCING ACHOLESTEROL 
Ghanim M. H.                        H.S.Mohammed                      N.F.Mohammed 

 Food Sci. and Biotechnology Dept ., Collage of Agric . and Foresty , Mosul Univ., 
Iraq. 

 
ABSTRACT 

Bifidobacterium sp. and Lact. acidophilus bacteria were isolated from 
newly born infant’s stool while Lact. plantarum bacteria were isolated from 
pickles . As  for Lact, bulgaricus   and  Strep. thermophilus bacteria , they were 
isolated from local sheep yoghurt and identified by studying the morphological 
and biochemical tests . Then they were  compared with Bergey’s Manual ( 
1986 ) informations .The resistance of the above-mentioned bacteria to bile salt 
at aconcentration of 1 and 2% and the effect of these salts on the growth of 
bacteria were all studied . At the concentration of 2% , there was a reduction in 
the number of  bacteria with the increase in exposing time to bile salt . At the 
concentration of 1% , the imported Bifidobacterium sp. was the most resistant 
to bile salt . On the other hand , Lact, bulgaricus and Strep. thermophilus were 
the least one . All bacteria showed ability in reducing cholesterol outside 
invitro after a 24-hour incubation .  The reduction increased with the  increase 
incubation period  up to 48 hours The highest cholesterol reducing bacteria 
were Bifidobacterium sp. However the least reduction was caused by Lact. 
bulgaricus and Strep thermophilus.                                                                                                  
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