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Abstract   

This study aimed to isolate and identify saccharomyces boulardii from 

Mangosteen fruits (Garcinia mangostana L.) by traditional and molecular 

identification methods, as well as some of its physiological and probiotic 

properties were studied. Then, the identified isolates were mutagenized to 

obtain uracil auxotrophic mutants. These mutants were transformed to 

generate transformants, which are suitable for genetic engineering and have 

the potential to produce of recombinant proteins. This study was performed 

on steps: 

The first step included two stages namely, isolation and identification. 

Ninety isolate were obtained from the fruit. These isolates with two 

commercial ones were subjected to cultural, morphological and biochemical 

tests and then followed by investigating some of their physiological 

characteristics such as growth in different temperatures, resistance to low pH 

and high concentration of bile salt. Eleven isolates shown best growth at 37 
o 

C, resistance to low pH and tolerance to high concentration (3%) of bile 

salts. Adhesion ability (Auto aggregation ability), antagonistic activity for 

cells and cell free extract and reduction of cholesterol which are considered 

as probiotic properties were also investigated for these isolates. These 

isolates shown an average auto aggregative ability of 37.11 – 69.14 %. The 

isolates SbR1, SbR2, SbR3, SbR4, SbR6, SbR7, SbR9, SbC1 and SbC2 shown 

antagonistic activity toward all tested pathogenic microorganisms. However, 

isolates SbR7 and SbC2 shown best antagonistic activity toward E. coli O 

157:H7, in which inhibition zone was 18 millimeter. In addition, although 

cell free extract of SbR1, SbR7 and SbC2 isolates shown inhibition ability 

toward all tested microorganisms, cell free extract of SbR7 isolate shown the 



best inhibition activity toward E cali O157:H7, in which inhibition zone was 

10 millimeter. 

The results shown variations in the ability of isolates to utilize and 

reduce cholesterol in modified culture media. The best ability in cholesterol 

reduction during 24 and 48 hrs. of incubation is shown by SbR7 and SbR3 

isolates and the reduction percentages were 21.69, 21.04% and 56.54, 

53.90% respectively. 

S. boulardii isolates cannot be identified accurately by cultural, 

morphological and biochemical characteristics. Therefore, the eleven 

isolates  in the second step were subjected to molecular identification. This 

was performed by amplification of internal transcribed spacer (ITS) for 

conservative 5.8S rRNA gene with specific primer for this region using 

Polymerase Chain Reaction. The amplified fragments were sequenced and 

the data were compared with the sequence data of the same region for the 

available strains in gene bank using NCBI – BLAST program. The SbR7 

isolate was selected for its best physiological and probiotic properties.  

According to molecular identification, this isolate was almost genetically 

identical (99%) with S. boulardii standard strains which are available in 

gene bank data base.  

The third step included mutagenesis of SbR7 isolate using UV light and 

isolation of uracil auxotrophic mutant on 5-FOA medium. The results 

demonstrated that the percentages of survival of SbR7 cells were decreased 

by increasing the exposure time of UV radiation. The killing percentage was 

100% at exposure time 50sec., while the UV exposure time required to kill 

90% of SbR7 cells was 25sec. Auxotroph mutants were isolated from this 

treatment (25sec), and four mutants shown stable mutation during 10 days of 

incubation. Tow mutants SbR7M7 and SbR7M10 were chosen for 



transformation according to their similar behavior with  SbR7 isolate related 

to optimum temperature for growth, resistance to low pH and high 

concentration of bile salt. 

The fourth step included extraction of pYES2 from E. coli Top10 and 

digested with either Dra l or EcoR V restriction enzymes. Results of gel 

electrophoresis revealed that two clear bands were observed after digestion 

with Dra l, in addition to the third band which was appeared in the early 

stage of electrophoresis, while two closely bands were appeared after 

digestion with EcoR V .  

The two uracil auxotrophic mutants (SbR7M7 and SbR7M10) were 

transformed with pYES2 and two transformants (SbR7T7, SbR7T10) 

obtained. To confirm the transformation of these isolates with pYES2, this 

plasmid was isolated from these transformants and was also used to 

transform E.  coli Top10 cells. The plasmid was isolated again from this 

bacterium to confirm the transformation. Some probiotic properties were 

studied for these transformants (SbR7T7, SbR7T10) which included auto 

aggregation ability, antagonistic ability for cells and their free extract and 

reduction of cholesterol. The two transformants shown that there was a 

noticed improvement in auto aggregation ability, which was 69.72 and 

68.95% compared with 65.37% for wild type. The results also shown an 

improvement of antagonistic activity of the two transformants toward E. 

coli: O157:H7 and C. albicans. The diameter of inhibition zone caused by 

SbR7T7 was 20 and 21 millimeters respectively, while that caused by 

SbR7T10 was 19 and 21 millimeters respectively, compared with inhibition 

zone for wild type, which was 18 and 19 millimeters respectively. In 

addition, cell free extract for both transforments shown best inhibition of C. 

albicans when compared with W. T. 



The transformants (SbR7T7 and SbR7T10) were reduced cholesterol 

ratio to 27.78 and 26.42% respectively after incubation period for 24hrs and 

these percentages increased to 48.72 and 52.86% after 48hrs incubation 

period when compared with wild type, which reduced 25.59% and 53.90 of 

cholesterol in the same incubation periods. 

 

 

 المستخلص

من ثمار المانغستين  Saccharomyces boulardiiىدفت ىذه الدراسة الى عزل وتشخيص 
(Garcinia mangostana L.)  ودراسة بعض بطرق التشخيص التقميدية والتشخيص الجزيئي

والعلاجية كما تم تطفيرىا لمحصول عمى مطفرات تغذوية لميوراسيل وتحويل تمك  الصفات الفسمجية
المطفرات لإنتاج خلايا متحولة مؤىمة لميندسة الوراثية وقادرة عمى انتاج البروتينات اليجينة ودراسة 

 بعض الصفات العلاجية لممتحولات. 

لة حصل عمييا من ثمار عز  09تضمنت المرحمة الأولى العزل والتشخيص، وتبعا لذلك فأن 
المانغستين فضلا عن عزلتين تجاريتين اخضعت للاختبارات المزرعية والمجيرية والكيموحيوية، 
تبعيا اختبار بعض الصفات الفسمجية التي شممت النمو بدرجات حرارة مختمفة ومقاومة الاس 

عزلة( افضمية  11لات )الييدروجيني المنخفض و التراكيز العالية لأملاح الصفراء، اذ أظيرت العز 
م ومقاومة للاس الييدروجيني المنخفض ومقدرة عمى تحمل التركيز  73في النمو بدرجة حرارة 

بعض الصفات العلاجية لمعزلات التي شممت قابمية  كذلك اختبرت %( لأملاح الصفراء،7المرتفع )
فعالية التضادية لمستخمصات الالتصاق بدلالة قابمية التجمع والفعالية التضادية لمخلايا الحية وال

-73.11الكولسترول، أذ تراوح معدل النسبة المئوية لقابمية التجمع لمعزلات الخلايا الحية وتخفيض 
،  SbR1 ،SbR2  ،SbR3 ، SbR4  ،SbR6  ،SbR7  ،SbR9 %، وأظيرت العزلات  40.16
SbC1   وSbC2  ة، فيما أظيرت العزلتان فعلا تضاديا اتجاه كل الاحياء المجيرية المرضية المختبر
SbR7 و SbC2  افضل فعالية تضادية اتجاه بكترياE.  coli O157:H7  أذ بمغ قطر ىالة التثبيط



قدرة تثبيطية  ظيرتأ  SbC2 و SbR1  ،SbR7مستخمصات الخلايا الحية لمعزلات  ممم، وان 11
 فعاليةافضل  SbR7وأظير مستخمص الخلايا الحية لمعزلة  لمختبرة،اتجاه كل الاحياء المجيرية ا

ممم مقارنة بباقي العزلات  19أذ بمغ قطر ىالة التثبيط   E.  coli O157:H7تثبيطية اتجاه بكتريا 
. بينما اظيرت النتائج تفاوتا في مقدرة العزلات عمى استيلاك وتخفيض مستوى والعزلتين التجاريتين

افضمية في  SbR7 ،  SbR3عا لمعزلة ومدة الحضن، وأظيرت العزلاتالكولسترول في الوسط تب
 41.40ساعة، أذ بمغت نسبة التخفيض 61و  46تخفيض الكولسترول خلال مدتي الحضن 

% وعمى التوالي مقارنة بالعزلتين التجاريتين وباقي العزلات  67.09و 64.66% و 41.96و
 الأخرى.

والمجيرية والاختبارات الكيموحيوية لا تمكن من التشخيص الدقيق  ولكون الاختبارات المزرعية
عزلة في المرحمة الثانية الى التشخيص  11خضعت ، أ Saccharomyces boulardiiلعزلات 

 5.8S rRNAلمجين المحافظ  ITSالجزيئي من خلال تفاعل تضخيم السمسمة لممنطقة البينية 
، تبع ذلك تحميل تعاقبات القواعد نوعي لمجينباستعمال بادئ متخصص يستيدف التسمسل ال

لمجين المحافظ  ITSالنيتروجينية، وقورنت بيانات التعاقبات الواردة مع تعاقبات المنطقة البينية 
5.8S rRNA   للسلالات المتوافرة في بنك الجينات من خلال برنامجBLAST ( فيNCBI 

database.) 

التي أظيرت افضمية في الصفات الفسمجية والعلاجية المدروسة، وطبقا  SbR7انتخبت العزلة 
% مع سلالات 00لنتائج التشخيص الجزيئي فان ىذه العزلة تتماثل جينيا بنسبة 

Saccharomyces boulardii   في بنك الجينات. القياسية المتوافرة 

البنفسجية وعزل المطفرات باستعمال الاشعة فوق  SbR7تضمنت المرحمة الثالثة تطفير العزلة 
تتناقص بزيادة  SbR7خلايا ان نسبة بقاء ، اذ بينت النتائج FOA-5عمى الوسط التغذوية لميوراسيل 

وان الوقت اللازم  ثانية 69% عند وقت التعرض 199وقت التعرض للأشعة، وان نسبة القتل بمغت 
 46كان  SbR7 (LD90)% من خلايا 09لمتعرض الى الاشعة فوق البنفسجية الذي أدى الى قتل 

مطفرات ثباتية لمطفرة خلال  6ثانية، اذ أظيرت  46ثانية. عزلت المطفرات التغذوية من المعاممة 
 يماشابو سموكاعتمادا عمى ت SbR7M10و SbR7M7الطافرتان أيام من الحضن. انتخبت  19مدة 



ومقاومة ظروف الاس الييدروجيني  في درجة الحرارة المثمى لمنمو SbR7المطفرة  مع العزلة
 لأجراء التحول. المنخفض والتراكيز العالية لأملاح الصفراء

وتقييده  E.coli Top10من بكتريا   pYES2استخلاص البلازميد تضمنت المرحمة الرابعة  
عمى ىلام الأكاروز  كلا عمى حدة، اذ أظيرت نتائج الترحيل EcoR Vو  Dra lبالأنزيمات المقيدة 

 توحزمة ثالثة ظير  Dra lوجود حزمتين واضحتين في مسار ترحيل البلازميد المعامل بأنزيم التقييد 
في مراحل الترحيل الأولى، بينما تظير حزمتان متقاربتان جدا في مسار البلازميد المعامل بأنزيم 

 SbR7M10و  SbR7M7. أجريت عممية تحويل المطفرتين التغذويتين لميوراسيل EcoR Vالتقييد 

 ولتأكيد عممية التحول  SbR7T10 و SbR7T7المتحولتين  وتم الحصول عمى pYES2د بالبلازمي
واختبرت بالنمو   E.coli Top10استخمص البلازميد من المتحولات وأجريت عممية التحول لخلايا 

 المزود بالامبيسمين ثم استخمص البلازميد من البكتريا ورحل لتأكيد التحول. LBعمى وسط  
 التي شممت SbR7T10و SbR7T7بعدها تمت دراسة بعض الصفات العلاجية للمتحولات 

التضادية لمخلايا الحية والفعالية التضادية  قابمية الالتصاق بدلالة قابمية التجمع والفعالية
أذ أظيرت العزلتان المتحولتان تحسنا ممحوظا في ، الكولستروللمستخمصات الخلايا الحية وتخفيض 

وعمى التوالي، مقارنة بالعزلة البرية التي بمغت  % 29.76و 27.96زيادة قابمية التجمع التي بمغت 
تائج تحسنا في الفعالية التضادية لمعزلتين المتحولتين . وبينت الن%26.59قابمية التجمع ليا 

SbR7T7 وSbR7T10  اتجاه بكترياE.  coli O157:H7 و C. albicans،  أذ بمغ قطر ىالة
 SbR7T10 17ممم وعمى التوالي، ولمعزلة المتحولة  61و SbR7T7 62التثبيط لمعزلة المتحولة 

ممم  17و  19الذي بمغ  SbR7W.Tممم وعمى التوالي، مقارنة  بقطر ىالة التثبيط لمعزلة البرية  61و
 SbR7T10و SbR7T7لمعزلتين المتحولتين الخلايا الحية أظيرت مستخمصات وعمى التوالي. كما 
فضلا عن افضميتيما في تثبيط بكتريا ، SbR7W.Tبالعزلة مقارنة  C. albicansافضــمية في تثبيط 

E.  coli O157:H7بمغت نسبة تخفيض الكولسترول لمعزلتين المتحولتين بعد مدة حضن  ، فيما
% وعمى التوالي مقارنة بنسبة تخفيض الكولسترول لمعزلة البرية بعد مدة 62.26و 69.99ساعة  62

ساعة اذ بمغت  29عد مدة حضن بينما انخفضت النسبة ب ،% 66.67الحضن نفسيا والتي بمغت 
 .%65.72% لمعزلتين المتحولتين وعمى التوالي مقارنة بالعزلة البرية  66.92و 29.96

 


