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  چکیده 

شیرخام از مناطق  دوازده نمونه فراورده هاي لبنی از قبیل ماست، دوغ و و یکصد
ي کرمانشاه، کردستان، لرستان، ایلام و مرکزي جمع آوري شد. بکر استان ها

. پس از باکتري ها بر مبناي روش هاي استاندارد بین المللی انجام شد جداسازي
 انجام کشت هاي متوالی بر روي محیط هاي اختصاصی با کسب کلنی هاي تیپیک

به  خاب شدند.و سه باکتري براي آنالیز هاي بعدي انت نود و مشاهده میکروسکوپی،
 15 قند، همچنین رشد در دماي 19منظور شناسایی بیوشیمیایی سویه ها تخمیر 

و واکنش در برابر اسکولین بررسی  ، احیا نیترات، ذوب ژلاتیندرجه سلسیوس 45و 
به منظور تایید نتایج بیوشیمیایی، آنالیزهاي مولکولی مانند تکثیر قطعاتی از  شد.

DNA نس انجام و تعلق این باکتري ها به جنسآغازگرهاي مخصوص ج با 
کامل چهار باکتري با ویژگی هاي  16S rDNA لاکتوباسیل تایید شد. همچنین ژن

ثبت گردید. پس از مقایسه  NCBIتوالی یابی در بانک ژن  خاص تکثیر و پس از
دیگر باکتري هاي ثبت شده در این بانک، درخت توالی توالی هاي مذکور با 

. نتایج نشان داد که دو باکتري مورد بررسی متعلق به گونه ردیدفیلوژنی رسم گ
  .است که در سالهاي اخیر گزارش شده است L.crustorumجدید 

 
  26/2/90تاریخ دریافت : 
  30/8/90: تاریخ پذیرش 

 
  هاي کلیدي اژهو

  ایران
  زیست شناسی مولکولی

  فراورده لبنی
لاکتوباسیلوس

 
مقدمه

ون بین المللی محصولات مطابق تعریفی که فدراسی
) در ISO( 2سازمان جهانی استاندارد و )IDF( 1لبنی

ارائه نموده است، باکتري هاي اسید  2008سال 
لاکتیک، باکتري هاي گرم مثبت، بی حرکت، بدون 
اسپور، کاتالاز منفی، احیا نیترات منفی، سیتوکروم 
اکسیداز منفی هستند که قادر به ذوب ژلاتین و تولید 

                                                             
1- International Dairy Federation 
2- International Standard Organization 

همه باکتري هاي اسید لاکتیک  نمی باشند. اندول
متابولیسمی تخمیري داشته و به شدت ساکارولیتیک 
هستند که محصول نهایی عمده حاصل از مصرف 

.باکتري هاي اسید  باشد کربوهیدرات، اسید لاکتیک می
 هاي در صنعت لبنیات، متعلق به جنسلاکتیک مهم 

Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Streptococcus و Lactobacillus 

  .)IDF149, 2008( هستند
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-ل گونه هاي متنوعی میشام لاکتوباسیلوسجنس 
 به طولاي شکل  ها باکتري هاي میله لاکتوباسیلباشد. 

- این باکتري باشند. میکرون می 5/0-2/1عرض و 10-1
(سیتوکروم، کاتالاز) ندارند ولی در مجاورت  1ها همین

و میکروآئروفیل بوده، در  اکسیژن هوا رشد می کنند
کربن % دي اکسید 5حضور هوا رشد کمی دارند و وجود 

دماي بهینه  شود. در محیط باعث تحریک رشد آنها می
درجه سلسیوس می باشد اما  30- 40رشد آنها بین 

نیز  درجه سلسیوس را 50-53توانایی رشد تا دماي 
ها قدرت تحمل اسید را در محیط  لاکتوباسیل دارند.

می  5/5-5/8بهینه براي رشد آنها   pHچه گر داشته و
نیز قادر به رشد  5کمتراز   pHاما بطور کلی در باشد

 ;Carl, 1999; Klaenhammer et al., 2002( هستند

Hammes, 1995; Krieg, 1984( ،براي تامین انرژي .
هیدرات هاي کربن را مورد استفاده قرار داده، اسید 

آنها که آنتروباکتریاسه برخلاف  می کنند. لاکتیک تولید
تخمیر  لاکتوباسیل ها هم اسیدلاکتیک تولید می کنند،

   .)1367 ،ی(نوح کننده اجباري هستند
در سال هاي اخیر دانشمندان زیادي باکتري هاي 

را از محصولات سنتی در  لاکتوباسیل ها اسید لاکتیک و
جداسازي و شناسایی  سراسر دنیا به خصوص مناطق بکر

و همکاران در سال Beukes  نموده اند. به طور مثال
یا از نمونه هاي در افریقاي جنوبی و نامیب 2001

 amasi L.delbruki lactisمحصولات لبنی سنتی به نام 
 .را جداسازي و شناسایی نمودند L.plantarumو 

Mathara در کشور کنیا از  2004در سال  همکاران و
که  naoto Kule نمونه هاي محصولات لبنی سنتی به نام

pH  است توانستند باکتري هاي 5/4آن کمترازL. 
Plantarum, L. fermentum, .L. paracasei, 

L.acidophilus   را شناسایی نمایند. Ayhan  و همکاران
توانستند از نمونه هاي ماست سنتی  2005در سال  نیز

با ویژگی هاي  L. delbrukii ssp bulgaricusباکتري 
 ,.Ayhan et al( خاص تجاري را جداسازي نمایند

2005(. Schillinger  در کشور  2005و همکاران در سال
هندوستان از نمونه هاي محصولات تخمیري حاصل از 
سبزیجات سنتی که به طور گسترده اي مورد استفاده 

 khalpi و  gundruk,،sinkiقرار می گیرد به نام هاي 
را جداسازي و   L.plantarumو L.brevisتوانستند 

                                                             
1- Hemmin  

و  Schillinger, 2005( .Kostinek( شناسایی نمایند
در کشور افریقاي جنوبی از  2007همکاران در سال 

سه Cassava نمونه هاي محصولات لبنی سنتی به نام 
 L.pentosus, L.fermentumگونه از لاکتوباسیلوس ها (

 .)Kostinek, 2007( را جدا نمودند  L.plantarum)و
Jokovic   در کشور صربستان  2008و همکاران در سال

از نمونه هاي محصولات لبنی سنتی که به صورت 
) توانستند سه Kajmakصنعتی نیز تهیه می شود (به نام 

جداسازي  را L.plantarum, L.paracasei, L.kefiriگونه 
 2008و همکاران در سال  Rossetti .و شناسایی نمودند

 Granaاي پنیر سنتی به نامدر شمال ایتالیا از نمونه ه

padano از لاکتوباسیلها و یک گونه  دو گونه
استرپتوکوك را به صورت غالب جدا نمودند. این 

 و L.helveticus , L. delbrukii lactisها شامل باکتري
Streptococcus thermophillus  .بودند  

که در ایران در زمینه لاکتوباسیل ها  مطالعاتی
تر با هدف کاربرد در صنایع غذایی و گرفته بیش صورت

بهینه سازي کیفیت فراورده هاي لبنی بوده و انجام 
آنالیزهاي مولکولی به منظور شناسایی یا تعیین ویژگی 
هاي خاص بیوشیمیایی کمتر مورد توجه بوده است. در 
همین زمینه تحقیقاتی با استفاده از باکتري هاي 

ري هاي گوارشی اسیدلاکتیک در رابطه با کنترل بیما
انجام شده و نتایج تحقیق نشان داده است که این 
باکتري ها توانایی کنترل بیماري هاي گوارشی از قبیل 

 ؛1382،فاضلی ؛1383 ،(محمدياسهال را دارا می باشند 
همچنین تحقیقاتی با استفاده از بررسی  )1379 ،بارویی

ر دوغ صورت گرفته است و د بیفیدوباکترقابلیت زیست 
در دوغ زنده بیفیدوباکتر نتایج تحقیق نشان می دهد که 

مانده پس می توان از این فراورده غذایی به عنوان پایه 
. )1379 ،(باروییبراي این پروبیوتیک استفاده نمود. 

زمینه استفاده از باکتري هاي  کارهاي مشابهی در
اسیدلاکتیک بومی در زمینه فرآوري پنیر انجام شده 

اجدانی به  .)1382 ،کازرونی ؛1381 ،جانی (جاناست 
شناسایی استارتر هاي بومی مولد ماست و همچنین به 

ها در تولید ماست پرداخته است. نتایج بررسی نقش آن
این تحقیق نشان می دهد باکتري هاي جداشده بومی 
توانایی تولید ماست با کیفیت مناسب را در آزمایشگاه 

. احسانی و همکاران طی )1380 ،(اجدانیدارا می باشند 
پایان نامه کارشناسی ارشد به بررسی اثر باکتري هاي 
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ت در تولید نوشیدنی هاي گرمادوست و میاندوس
تخمیري پرداخته است در این تحقیق از سویه هاي 

 .)1384 ،(طاهريوارداتی استفاده شده است 
با افزایش جمعیت و نیز بالا رفتن فرهنگ مصرف 

ورده هاي لبنی در حال حاضر روزانه در کارخانجات فرا
صنایع لبنی کشورمان بیش از هزاران تن فراورده لبنی 
تولید می شود. با توجه به مصرف روز افزون فراورده هاي 
لبنی از جمله ماست و پنیر، نیاز به باکتري هاي اسید 

- شود. با بررسی لاکتیک به عنوان استارتر نیز بیشتر می
نی و آماري به عمل آمده در کارخانجات هاي میدا

تولیدي صنایع لبنی مشخص گردید صنایع مزبور در 
کشور کاملا وابسته به تامین این باکتري ها از خارج از 

باشند. طبق آخرین اطلاعات سالانه دو  کشور می
 میلیون دلار ارز جهت واردات استارتر از کشور خارج می

. این وابستگی در حدي است که )1383 ،(گمركشود 
اگر محدودیتی در مورد فروش استارتر ها به ایران اعمال 
شود، کارخانجات صنایع لبنی قادر به تولید ماست و 
پنیر نخواهند بود. از طرف دیگر با توسعه صنایع لبنی در 

نگ بهداشت مواد غذایی و احتمال کشور و ترویج فره
وجود آلودگی در فراورده هاي لبنی سنتی، مصرف 
فراورده هاي لبنی حاصل از این صنعت در اقصی نقاط 
کشور جایگزین مصرف فراورده هاي لبنی سنتی شده لذا 
تولید سنتی فراورده هاي فوق، بصورت چشمگیري 

ومی کاهش یافته است. از این رو بسیاري از سویه هاي ب
باشند.  باکتري هاي اسید لاکتیک در حال نابودي می

بررسی ابعاد مختلف این مسئله نشان می دهد که از بین 
را می توان به عنوان یک ضرر جبران  رفتن این سویه ها

   ناپذیر ملی و حتی جهانی در نظر گرفت.
این تحقیق به منظور جداسازي لاکتوباسیل هاي 

ررسی خصوصیات بومی در چند منطقه کشور و ب
بیوشیمیایی آنها انجام شد. سپس چهار ایزوله مورد 

 16Sبررسی هاي مولکولی دقیق تر (تعیین توالی کامل

rDNA16) قرار گرفت.پس از آن بر اساس توالی کاملS 

rDNA  رده بندي باکتري ها و تهیه درخت فیلوژنتیکی
 این باکتري ها انجام شد.

  مواد و روش ها
محلی انجام شد که از عدم حضور نمونه برداري از 

 .شتسویه هاي تجاري در آن منطقه اطمینان وجود دا
از مناطق ماست و دوغ) نمونه فراورده هاي لبنی سنتی (

استان هاي غرب و جنوب غربی مانند: بکر و دور از شهر 
در شرایط ایلام، کردستان، کرمانشاه، لرستان و مرکزي 

ورت ادر مج ي وجمع آورریل و در ظروف استریل تاس
 شد.منتقل ساعت به آزمایشگاه  چهاردر کمتر از  یخ و

باکتري هاي اسید لاکتیک بر اساس روش جداسازي 
 ;STANDARD, 2003( هاي استاندارد بین المللی

STANDARD, 2006( .با  میکروب شناسی انجام گرفت
یق سازي به صورت رقت رقاستفاده از محلول رینگر 

در  1آمیخته کشت سپس تهیه شد. از نمونه اعشاري
ي جداسازي سویه هاي باکتریایی برا MRSمحیط کشت 

در  گذاري گرمخانه از انجام شد. پسبومی مولد ماست 
درجه سلسیوس  37شرایط میکروآئروفیل و در دماي 

کشت  محیط درون و سطح روي شده تشکیل هاي کلنی
 از نظر خواص مورفولوژیکی و میکروسکوپی بررسی

سویه هاي جداشده براساس محل نمونه برداري  .شدند
(سویه هاي جداشده از استان  شماره گذاري شدند
، سویه هاي جداشده از استان KRکرمانشاه با پیشوند 

سویه هاي جداشده از استان لرستان  ،ILایلام با پیشوند 
  .)LOبا پیشوند 

  
  انجام آزمون هاي تاییدي

احیا نیترات،  آزمون هاي تاییدي بیوشیمیایی از قبیل
 کاتالازآزمایش  اندول از تریپتوفان و تولیدذوب ژلاتین، 

 بر روي سویهبراي تشخیص باکتري هاي اسید لاکتیک 
  انجام شد. جداشده هاي

ها را در آبگوشت  حیا نیترات، باکتريبراي شناسایی ا
ساعت کشت داده شد.  24به مدت  KNO3% 1 حاوي

سپس با افزودن یک دهم میلی لیتر از مخلوطی با حجم 
(آلفا  B ) و معرف2(اسید سولفانیلیک A مساوي از معرف

) به محیط کشت نتیجه آزمایش مشخص 3نفتیل آمین
مثبت بودن  نیترات و در صورت ءگردید. در آزمایش احیا

آزمایش رنگ قرمز پدیدار می شود و در صورت منفی 
نیترات ایجاد رنگ قرمز در  ءبودن آزمایش و عدم احیا

شود. جهت مرحله اضافه کردن پودر روي مشاهده می

                                                             
1- Pour plate 

سولفانیلیک  هشت گرم اسید : اسید سولفانیلیک:Aمعرف  -  2
 اسید استیک پنج نرمال است. میلی لیتر 1000 در
 مین: پنج گرم آلفانفتیل آمین درآلفانفتیل آ: Bمعرف  -  3

  .نرمال است پنج کیمیلی لیتر اسید است 1000
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ي حاوي  آزمون ذوب ژلاتین، کشت بطور عمقی در لوله
مواد غذایی و ژلاتین انجام شد. پس از گرمخانه گذاري 

ساعت، لوله  24درجه سلسیوس به مدت  37در دماي 
 .ها در یخچال قرار گرفته تا ذوب ژلاتین محرز گردد

یک لوله کشت داده نشده به عنوان شاهد نیز گرمخانه 
گذاري و یخچال گذاري شد. جهت انجام آزمون اندول 
باکتري ها در آبگوشت تریپتون کشت داده و به مدت 

شرایط  درجه سلسیوس در 37ساعت در دماي  24
 Kovacsهوازي گرمخانه گذاري شده سپس توسط معرف

ایجاد رنگ قرمز ارغوانی به عنوان واکنش مثبت در نظر  
گرفته شد. جهت بررسی آزمون کاتالاز، کشت تازه از 

درجه  37باکتري در محیط کشت نوترینت در دماي 
ساعت تهیه شد. تولید حباب  18سلسیوس به مدت 

نمودن پراکسید هیدروژن با  هاي اکسیژن پس از مجاور
کلنی نشانه مثبت بودن کاتالاز تلقی می شود. جهت 
انجام آزمون اسکولین، محیط اسکولین مایع تلقیح شده 

 3-5درجه سلسیوس ب مدت  37با لاکتوباسیلوس در 
روز گرمخانه گذاري و سپس تشکیل کمپلکس رنگی 
سبز زیتونی تا سیاه نشانه واکنش مثبت در نظر گرفته 

درجه  45و  15شد. همچنین توانایی رشد باکتري ها در 
   مایع بررسی شد. MRSسلسیوس در محیط 

سپس براي تایید جنس لاکتوباسیل و شناسایی 
بیوشیمیایی این باکتري ها از منوساکاریدهاي شش 
کربنی (هگزوز): گلوکز، گالاکتوز، فروکتوز و مانوز، 

رامنوز و  بینوز،آرا مونوساکارید هاي پنج کربنه (پنتوز):
تره  مالتوز، لاکتوز، گزیلوز، از دي ساکاریدها: سوکروز،

هالوز و سلوبیوز، تري ساکارید ها: رافینوز، از پلی 
 سوربیتول، ساکاریدهاي الکلی: مانیتول، اینوزیتول و

سالیسین و اسکولین، از اسیدهاي آلی:  گلیکوزیدها:
لول غلیظ براي تخمیر قند ،مح گلوکونات استفاده گردید.

هر یک از قند هاي مورد آزمایش که به طور جداگانه اي 
استریل شده بودند، به هر یک از لوله هاي حاوي محیط 

 1تا  5/0پایه قندي فوق اضافه شد تا غلظت آنها به 
سپس محیط کشت مایع تلقیح شده با  درصد برسد.
روز  3-5درجه سلسیوس به مدت  37باکتري در 

تبدیل رنگ ارغوانی به زرد نشانه گرمخانه گذاري شد. 
  تخمیر قند در نظر گرفته شد.

  
  شناسایی مولکولی باکتري ها  

 براي شناسایی باکتري ها به روش مولکولی استخراج
DNA با به کارگیري لیزوزیم به روش استاندارد 

)Standard, 2005(  انجام شد. استفاده از آغازگرهاي
 PCRبراي انجام واکنش 16S rDNA  طراحی شده از ژن

مورد تایید  لاکتوباسیلوسبراي تشخیص جنس هاي 
. آغازگرهاي اختصاصی )Nour, 1998(قرار گرفته است 

مطابق با منابع موجود طراحی شد  16S rDNA جنس و
)Kwon et al., 2004(.  توالی آغازگرهاي مورد استفاده

 16S rDNA در تشخیص جنس لاکتوباسیل ها که از
-΄R16-1:5طراحی شدند، عبارت بودند از 

CTTGTACACACCGCCCGTCA -3΄ وLbLMA1-
rev:5΄-CTCAAAACTAAACAA AGTTTC-3΄ 

  واکنش زنجیره اي پلیمراز با شرایط زیر نجام گرفت:
یوس و مـدت  درجـه سلس ـ  95دماي دناتوره شدن اولیـه  

ثانیـه   40دقیقه بود. سپس سی چرخه شامل  5زمان آن 
 53ثانیــه در دمــاي  40درجــه سلســیوس 95در دمــاي 

درجــه   72ثانیــه در دمــاي    40 درجــه سلســیوس و  
سلسیوس انجام شد. پس از این مراحل نمونه ها به مدت 

درجه سلسیوس به منظور تکمیـل   72دقیقه در دماي  5
ه شدند. سپس جهت بدست نهایی نگه داشت  DNAسنتز

که براي رده   16S rDNA آوردن ردیف کامل نوکلئوتیدي
بندي فیلوژنی بـاکتري هـا بـه آن نیـاز اسـت، از جفـت       

  آغازگر زیر با شرایط تکثیر ذکر شده استفاده شد.
idl16r09R:5΄TACCTTGTTACGACTTCACC-3΄, 
idl16r08F:5΄AGAGTTTGATCCTGGCTCA3΄  .

درجـه   95دناتوره شدن اولیـه  شرایط تکثیر شامل دماي 
دقیقه و در ادامه سـی چرخـه    5سلسیوس و مدت زمان 

ثانیه در  90درجه سلسیوس 95ثانیه در دماي  40شامل 
 72ثانیـه در دمـاي    90 درجـه سلسـیوس و   6/57دماي 

 72دقیقه در دمـاي   5درجه سلسیوس انجام بود. سپس 
اعمـال    DNAدرجه سلسیوس به منظور تکمیـل سـنتز  

 شد. 
 

   pTZ57R/Tدر ناقل 16S rDNA همسانه سازي قطعه
 PCRتکثیر شده توسط روش  16S rDNA ابتدا قطعه

% الکتروفورز گردید، تا غلظت نمونه 5/1روي ژل آگارز 
تخمین زده شود. مراحل اتصال قطعه و ناقل 

pTZ57R/T 4-3درجه سلسیوس به مدت  4دماي  و در 
تهیه  DH5αساعت انجام شد. سپس سلول هاي مستعد 

به روش شوك حرارتی به داخل آن  ligationو محصول 
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 DH5α E.coliمنتقل گردید. سلول هاي تراریخت شده 
حاوي آنتی بیوتیک آمپی  LBبر روي محیط 

 IPTGو  mg/lit ،(Xgal )(40 μg/lit 100سیلین(
)200μM(  کشت داده شدند. رشد و تکثیر کلنی هاي

رنگ سفید می  باکتریایی که به علت عدم تخمیر به
خارجی درون پلاسمید  DNA باشند نشانه حضور قطعه

 16S می باشد. پلاسمید حاوي قطعه pTZ57R/Tهاي 

rDNA ) به روش لیز قلیاییmini-preparation of 

plasmid(  تخلیص شد و هضم آنزیمی به منظور تایید
به صورت استفاده همزمان از دو  16Sr DNA قطعه
 16S جام شد. پس از تایید قطعهان SacIو  XbaI 1آنزیم

rDNA، ایران).  -تعیین توالی شد (شرکت ژن فن آوران 
 

 ساخت درخت فیلوژنتیکی 
با  16S rDNA براي طراحی درخت فیلوژنتیکی

 16S rDNA ، توالیNCBIاستفاده از بانک اطلاعاتی 
مربوط به چندین باکتري لاکتوباسیل که به طور کامل 

اسایی و با استفاده از برنامه تعیین توالی شده اند شن
Clastal w  هم ردیفی چندتایی انجام شد و سپس توسط

 Bootstrap=1000, cutو با شرایط MEGA4برنامه 
off=50 .درخت فیلوژنتیکی رسم گردید  

  
  نمونه برداري نتایج

در این تحقیق مناطق جغرافیایی بکر ایران مثل 
ان و مرکزي استان هاي ایلام، کرمانشاه، کردستان، لرست

در این  ساله انتخاب شدند. 6000 با پیشینه تاریخی
امکان پذیر نیست  مناطق تولید صنعتی محصولات لبنی

و این فراورده ها به صورت سنتی و در منازل تهیه می 
تعداد و منابع نمونه هاي فراورده  1جدول شماره  شوند.

لبنی سنتی تهیه شده از استانهاي غربی کشور را نشان 
  دهد. می
  

  لاکتوباسیل هاجداسازي 
نمونه دوغ و  112از  لاکتوباسیلسویه  93مجموعا 

سویه از استان ایلام،  32ماست سنتی مختلف جدا شد. 
سویه از استان  17سویه از استان کرمانشاه،  23

سویه دیگر از  3سویه از استان لرستان و  17کردستان، 
ده استان مرکزي جدا شد. تمامی سویه هاي جدا ش

                                                             
1- Double digestion 

 متعلق به باکتري هاي اسید لاکتیک و جنس
لاکتوباسیل هستند. به این ترتیب که همه میله اي گرم 
مثبت، بدون اسپور، بدون حرکت، کاتالاز منفی و اندول 
منفی بوده و قادر به احیا نیترات و ذوب ژلاتین نمی 

  . )IDF149, 2008(باشند 
  
  شناسایی بیوشیمیایی سویه هاي جدا شده 

و  15قند و محصولات تخمیر و رشد در  19تخمیر 
درجه سلسیوس به عنوان کلید فنوتیپی براي  45

 2تشخیص سویه ها استفاده شد که نتایج آن در جدول 
  مشاهده می شود.

بیشتر سویه هاي جدا شده قادر به تخمیر گلوکز 
%)، گالاکتوز 3/91توز (%)،  فروک6/94%)، لاکتوز (6/95(
% بودند اما تعداد 9/84%) و مانوز86%)، سوکروز (4/78(

%)، ملزیتوز 6/8           ً                         کمی از آنها  توانایی تخمیر سوربیتول (
%)، گلوکونات 8/26%)، سلوبیوز (9/12%)، رامنوز (4/6(
%) و 8/25%)، ترهالوز (5/22%)، ملیبیوز (3/19(

ا می توانند %) را داشتند. برخی از آن ه1/30گزیلوز(
%) و 4/35%)، مالتوز (43%)، آرابینوز (9/41آمیگدالین (
% از سویه ها 7/24%) را تخمیر کنند و 2/32سالیسین (

  نیز می توانستند اسکولین را تجزیه نمایند.
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 شناسایی باکتري ها به روش مولکولی
  باکتري ها جنس یشناسای

 ،LbLMA1-rev  و R16-1با استفاده از آغازگر هاي 
انجام  لاکتوباسیل ها جنس یشناسای يبرا PCRواکنش 

جفت  200شد. تمامی سویه هاي جدا شده باند حدود 
را نشان دادند که در  لاکتوباسیلبازي اختصاصی جنس 

 مشخص می باشد. 1شکل شماره 

 
 

 
شاخص وزن  1چاهک  .لاکتوباسیلوسحاصل از تکثیر با استفاده ازآغازگر هاي مخصوص جنس  PCRورز محصول الکتروف -1شکل 

  .است لاکتوباسیلوسجفت بازي که معرف جنس  200قطعه  15-2چاهک ها ي  مولکولی
  

  کامل 16Sr DNA ریتکث
 16S کامل ریتکث يبرازنجیره اي پلیمراز واکنش 

rDNA انجام  ها لاکتوباسیل رتعدادي از سویه هاي برت
شد. الکتروفورز تعدادي از نمونه هاي تکثیر یافته با 

 16S rDNA استفاده ازآغازگر هاي مخصوص
  .مشاهده می شود 2در شکل شماره  لاکتوباسیلوس

جفت بازي تکثیر شد و  1500باند اختصاصی حدود 
چهار  ،16S rDNAپس از انجام آزمایشات تاییدي قطعه 

والی شدند (شرکت ژن فن آوران). سپس باکتري تعیین ت
 ,FJ645922با شماره هاي NCBIدر بانک اطلاعاتی 

FJ645923, FJ645924, FJ645925 .ثبت شدند  
  

 درخت فیلوژنتیکی ترسیم

ارتباط فیلوژنتیکی سویه هاي  16S rDNA اساس بر
(IL125, LO90)  و(IL121, KR43)  با هم و با دیگر

بررسی و  NCBIطلاعاتی سویه هاي موجود در پایگاه ا
هر  (IL125, LO90)سویه هاي  3تعیین شد. در شکل 

هستند  لاکتوباسیلوس کروستوروم% شباهت  99دو با 
 - علامت لوزي در درخت فیلوژنی مشخص می که با

% 99هر دو با  (IL121, KR43)باشند و سویه هاي 
هستند که با علامت  لاکتوباسیلوس فرمنتومشباهت 

 - فیلوژنی مشخص می باشند. باکتريمثلث در درخت 
 ,PTCC1751, PTCC1752 با شماره هايهاي مذکور 

PTCC1753, PTCC1754 بانک میکروبی ایران ثبت  در
  شدند.

            1      2        3        4        5       6        7       8       9     10      11     12     13     14      15      

              
bp1000    

 

 bp 500 

bp 100 
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شاخص 1چاهک لاکتوباسیلوس. 16S rDNA تعدادي از نمونه هاي تکثیر یافته با استفاده ازآغازگر هاي مخصوص الکتروفورز –2شکل 

   16Sr DNA جفت بازي با استفاده از آغازگر هاي اختصاصی 1500مربوط به تکثیر قطعه  10-2. چاهک هاي DNAوزن مولکولی 
  

 Lactobacillus-fermentum-43

 Lactobacillus-fermentum-121

 Lactobacillus-fermentum-IFO-39

 Lactobacillus-reuteri-JCM-1112

 Lactobacillus-reuteri-DSM-2001

 Lactobacillus-johnsonii-NCC-53

 Lactobacillus-acidophilus-NCFM

 Lactobacillus-helveticus-DPC-4

 Lactobacillus-casei-ATCC-334

 Lactobacillus-rhamnosus-ATCC-5

 Lactobacillus-sakei-subsp-sake

 Lactobacillus-brevis-ATCC367

 Lactobacillus-plantarum-JDM1

 Lactobacillus-crustorum-125

 Lactobacillus-crustorum-90

 Streptococcus-mutans-UA159

 Streptococcus-suis-SC84

 Streptococcus-dysgalactiae-sub

 Streptococcus-uberis-0140J

 Staphylococcus-saprophyticus-s

 Escherichia-coli-O157-H7-EDL93

 Campylobacter-jejuni-subsp-jej

 Francisella-tularensis-subsp-t

60

100

72
100

100

99

99

58
99

100

98

96

81

55

73

91

77

83

77

51

 
 -با دیگر سویه (IL121, KR43)و سویه هاي  (IL125, LO90)بین سویه هاي  16S rDNA تصویر درخت فیلوژنتیکی بر مبناي -3شکل 

  NCBIهاي موجود در پایگاه اطلاعاتی 

    

               

 

bp1000 
 

bp 500 
 

bp100 

 

        1          2    3    4    5    6     7    8    9   10         
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  بحث
این تحقیق سعی شده از به روز ترین روش ها  در

براي جداسازي، شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی 
لاکتوباسیل ها استفاده شود. در منابع مختلف براي 

استفاده  MRSجداسازي باکتري ها از محیط کشت 
درجه سلسیوس به  37شده و گرمخانه گذاري در دماي 

 ,.Watanabe et al( ساعت گزارش شده بود 24مدت 
2008; Chammas et al., 2006; Pourahmad and 

Assadi, 2007( در این تحقیق نیز با استفاده از محیط .
کشت مذکور کلنی هاي تیپیک و خالص لاکتوباسیل 

ها  لاکتوباسیلروش مرسوم در شناسایی بدست آمد. 
یات بیوشیمیایی آنها از پس از جداسازي، آنالیز خصوص

در مورد شناسایی لاکتوباسیل  جمله تخمیر قند ها است.
ها از تخمیر قند ها استفاده می شود اما در منابع 
مختلف تعداد قند ها و نوع آنها متفاوت می باشد مثلا 

استفاده نموده  APIبرخی مانند چاماس از کیت 
)Chammas et al., 2006(  و برخی دیگر بدون کیت

 Scheirlinck( تخمیر قند هارا مورد بررسی قرار داده اند
et al., 2007, Pourahmad and Assadi, 2007; 

Fitzsimons, 1999; Ayhan et al., 2005( .Fitzsimons 
براي شناسایی تنها تخمیر هشت قند  1999در سال 

رامنوز، سلوبیوز، ملیبیوز، مانیتول، ریبوز، رافینوز  گلوکز،
. )Fitzsimons N A, 1999( کرد و مانوز را آزمایش

Ayhan  تخمیر پنج قند  2005 در سالو همکاران
اینولین، سالیسین، سوربیتول، مانیتول و لاکتوز را 

و  Ayhan et al., 2005( .Pourahmad( بررسی نمود
Assadi نیز تنها تخمیر هشت قند:  2007 در سال

گلوکز، گالاکتوز، لاکتوز، سوکروز، مالتوز،مانوز، تره هالوز 
 ,Pourahmad and Assadi( و مانیتول را بررسی کرد

و  Scheirlinck. در بهترین گزارشات، )2007
Vandamme  آمیگدالین، قند: 19تخمیر  2007در سال 

، سوکروز ،مانیتول ،سلوبیوز، لاکتوز گالاکتوز،آربوتین، 
 ،تره هالوززیتوز، ملیبیوز، رافینوز، رامنوز، سوربیتول، مل

. در این ، ریبوز، جنتیبیوز و تاگاتوز را آزمون کردمالتوز
گلوکز، گالاکتوز، فروکتوز، قند:  19تحقیق نیز از تخمیر 

 مالتوز، لاکتوز، ،گزیلوز، سوکروز رامنوز، مانوز، آرابینوز،
 تره هالوز، سلوبیوز، رافینوز، مانیتول، اینوزیتول،

براي  سوربیتول، سالیسین و اسکولین و گلوکونات
شناسایی بیوشیمیایی لاکتوباسیل ها استفاده شد. با 

شناسایی بیوشیمیایی باکتري هاي مورد  مقایسه نتایج

سویه هاي  ،1برجی با جداول مندرج در کتاببررسی 
 L. helveticus, L. delbrueckiiته شده اي مانند:شناخ

bulgaricus, L. acidophilus, L .plantarum L 
.casei.casei  L. coryniformis torquens  شناسایی

اما در این زمینه هم ملاحظاتی وجود دارد. یکی  .شدند
 لاکتوباسیلوس پلانتاروم) شبیه به IL127( از سویه ها

منوز را تخمیر کند درحالی که بود اما می توانست را
قادر به تخمیر این قند نیست.  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

لاکتو باسیلوس دلبروکی ) شبیه IL117(هم چنین سویه 
بود اما قادر به تخمیر سوکروز و گالاکتوز بود  بلگاریکوس

این لاکتوباسیلوس دلبروکی بلگاریکوس درصورتی که 
  قدرت را ندارد.

تست هاي فیزیولوژیکی و  آن چه مسلم است
بیوشیمیایی محدودیت هایی دارد و در بین تعداد زیادي 
جدایه، خصوصیات فیزولوژیکی مشابه اي دیده می شود. 
بعلاوه نتایج این روش ها همیشه دقیق نیست و جزئیات 
نتایج تنوع میکروب در فراورده هاي شیري تخمیر شده 

ایه ي روش را نشان می دهد. چون این نتایج فقط بر پ
هاي کشت و خصوصیات فنوتیپی هستند. به همین 
دلیل در منابع توصیه شده که از روش هاي ژنتیکی 
همراه با آزمون هاي فنوتیپی براي تایید تشخیص سویه 

 .)FAO/WHO, 2002(هاي جدا شده بهره گیري شود 
در مورد استفاده از مارکرهاي مولکولی براي شناسایی 

 RAPD2 دقیق تر لاکتوباسیل ها روش هایی از قبیل

)Fitzsimons N A, 1999; FAO/WHO, 2002( ،
و همچنین مقایسه توالی   DNA-DNAهیبریداسیون
 (;16S rDNA FAO/WHO, 2002 نوکلئوتیدي

Watanabe et al., 2008; Chammas et al., 2006.(  در
ش اخیر دقیق تر منابع مختلف ذکر شده است که دو رو

در این تحقیق نیز  .)FAO/WHO, 2002( می باشد
ویه ها در شناسایی باکتري ها خصوصیات فنوتیپی س

نقش داشت اما در بسیاري از سویه ها فقط با استفاده از 
خصوصیات بیوشیمیایی، شناسایی باکتري ممکن نبود 
چون تخمیر قند ها در بسیاري از سویه ها دقیقا مشابه 

 16S سویه خاصی در کتاب برجی نبود. پس تعیین توالی

rDNA   هاي  -هاي باکتريو مقایسه توالی آن با توالی
مقایسه شدند و  NCBIدیگر موجود در پایگاه داده هاي 

                                                             
1- Bergeys 
2- Randomly Amplified Polymorphic DNA 
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باکتري مورد آزمون  16S rDNA بر اساس مشابهت توالی
این تحقیق با توالی باکتري هاي دیگر گزارش شده 
مشخص شد که باکتري مربوط به چه گونه اي است. 

 16S rDNA بنابراین شناسایی مولکولی و شباهت توالی
  ها نقش تعیین کننده دارد. باکتري 

در  ،16S rDNA در فرایند تکثیر و تعیین توالی ژنهاي
مرحله اول از آغازگر مخصوص شناسایی جنس استفاده 
شد. نتیجه این تکثیر، شناسایی بیوشیمیایی سویه ها را 
تایید نمود. به این ترتیب که همه باکتري هایی که از 

شناخته شده  للاکتوباسینظر واکنش هاي بیوشیمیایی 
 لاکتوباسیلبودند، پس از تکثیر با آغازگر جنس نیز 

در زیر توضیحاتی در مورد چهار نمونه  شناسایی شدند.
 از سویه هایی که دقیقا شناسایی شده اند آمده است:

از نمونه ماست  )IL )PTCC1753 121 سویه
گوسفندي از روستاي کلاه کبود واقع در بخش میش 

م جدا شد. شناسایی این سویه از خاص در استان ایلا
طریق بیوشیمیایی بسیار مشکل بود و شبیه به هیچکدام 
از لاکتوباسیل هاي جدول برجی نبود. اما پس از تعیین 

 16S و مقایسه توالی آن با توالی 16S rDNA توالی

rDNA  دیگر باکتري هاي گزارش شده، نشان داد که این
دارد. نتایج  fermentum  .L% شباهت به99باکتري 

حاصل از تخمیر قند هاي این باکتري تفاوت هاي زیادي 
نشان می داد.  fermentum  .Lرا با تخمیر قند هاي 

قند به سویه  14قند فقط تخمیر  19چون از میان 
فرمنتوم شبیه بود (به جز تخمیر گلوکونات، مالتوز، 

 fermentum  .Lشبیه به ملیبیوز، سوکروز و سالیسین
وض این سویه می تواند سالیسین را تخمیر بود. در ع

نمی تواند سالیسین  .fermentum  Lکند در صورتی که
را تخمیر کند. لازم به ذکر است که این باکتري توانایی 

- را دارا می mg/kg 1.7 ± 20تولید استالدئید به میزان 
 Ghobadidana et al., 2010; Ghobadi Dana et( باشد

al., 2011( .  
که از نمونه ماست گاوي  )KR43)PTCC1751  سویه

جوشیده از روستاي مالمیر واقع در منطقه چمچمال در 
 بر استان کرمانشاه جدا شده بود. شناسایی این سویه

اساس تخمیر قند ها نشان می دهد که این سویه جزء 
هاي ناجور تخمیر بوده ولی دقیقا نمی توان لاکتوباسیل 

را به هیچ کدام از گونه هاي جدول برجی نسبت داد  آن
دارد. اما مبناي L.fermentum اما شباهت زیادي به 

با  ،16S rDNA کاملمقایسه توالی  اصلی تشخیص گونه،
هاي گزارش شده در  لاکتوباسیلتوالی این ژن در دیگر 

NCBI  بود. این مقایسه نشان داد سویهKR43 ،99 %
 دارد. از آنجا که برجی  L.fermentumهبشباهت 

)Bergeys, 2005(  نیز یکی از مکان هاي جداسازي این
لبنی ذکر می کند، پس باکتري را فراورده هاي 

از ماست سنتی و شناسایی آن  KR43جداسازي سویه 
 می تواند قابل قبول باشد. سویه  L.fermentumبه عنوان

KR43 شبیه به  ز تخمیر گلوکونات و مالتوز و ملیبیوزبج
L.fermentum  بود. لازم به ذکر است که این باکتري نیز

 ± 20به میزان توانایی تولید استالدئید IL121نظیر سویه 

1.7 mg/kg را دارا می باشد )Ghobadidana et al., 

2010, Ghobadi et al., 2011( .  
 ،DNA 16Sr توالی از نظر KR43و   IL121دو سویه

بودند. اما با توجه به این که  fermentum  .Lشبیه به 
نمونه سویه هاي مورد نظر از محل هاي کاملا دور از هم 

برداري شده اند (یکی از استان کرمانشاه و دیگري از 
استان ایلام) و هرکدام خصوصیات بیوشیمیایی منحصر 
به فرد دارند یعنی از نظر تخمیر قند ها کاملا مثل هم 

با هم تفاوت هایی دارند، قرابت ژنتیکی آنها به  نیستند و
 همراه شباهت در توانایی تولید استالدئید بسیار جالب

  توجه است. 
قرابت ژنتیکی زیادي دارند.  roteri.L این دو باکتري 

و  fermentum  .Lالبته در گذشته تصور می شد که 
roteri .L  متعلق به یک گونه هستند اماKelin  در سال
هرکدام  roteri .Lو  fermentum .Lنشان داد که  1998

گونه مستقلی می باشند. طبق آنالیز هاي انجام شده دو 
و همچنین به  jansonii .Lبه IL121 ,KR43 سویه 

acidophilus .L  وhelveticus .L  نیز  قرابت ژنتیکی
   ).3دارند( شکل 

مونه ماست ) از نIL )PTCC1754 125سویه 
گوسفندي از روستاي جعفرآباد واقع در بخش میش 
خاص در استان ایلام جدا شد. در مقایسه نتایج حاصل 

ین سویه با جدول برجی مشاهده از تخمیر قند ها ي ا
مندرج  لاکتوباسیل هايشد که این سویه با هیچ کدام از 

در این کتاب شباهت ندارد. از مقایسه ارتباط 
دیگر سویه هاي  با 16S rDNAاساس فیلوژنتیکی بر

نشان داد که سویه  NCBIموجود در پایگاه اطلاعاتی 
IL125  باcrustorum .L یرند. در یک مجموعه قرار می گ
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با بررسی هاي انجام شده مشخص شد که این گونه 
باکتري در مجله سیستماتیک میکروبیولوژي به عنوان 
باکتري جدید گزارش شده اما هنوز این گزارش در کتاب 

از  .)Scheirlinck et al., 2007( برجی وارد نشده است
که  )IL  )PTCC1754 125هاي بسیار مهم سویه ویژگی 

خاصیت پروبیوتیکی به آن میدهد توانایی تولید  فولیک 
 ,Ghobadi Dana(است  µg/l 1.76±66.6اسید به میزان 

لاکتوباسیل ها به عنوان مصرف کننده اسید  .)2010
فولیک مطرح بودند اما داده هاي جدید تر توانایی تولید 
اسید فولیک را در این باکتري ها اثبات کرد. گر چه 
سطح تولید در این باکتري ها محدود می باشد اما این 
میزان توانایی در تولید اسید فولیک ارزش تجاري این 

  ز مطرح میسازد.سویه ها را نی
از نمونه دوغ گاوي از  )LO90 )PTCC1752 سویه

خانواده اي از روستاي چشمک واقع در بخش ویسیان در 
استان لرستان جدا شد. این باکتري توانایی تولید فولیک 

 باشدرا دارا می µg/l 1.69±55.6اسید به میزان 
)Ghobadi, 2010(.  در مقایسه نتایج حاصل از تخمیر

قند ها ي این سویه با جدول برجی مشاهده شد که این 
مندرج در  لاکتوباسیل هايسویه نیز مانند هیچ کدام 

 این کتاب نیست. از مقایسه ارتباط فیلوژنتیکی براساس
DNA 16Sr  با دیگر سویه هاي موجود در پایگاه

 LO90 مشخص شد که سویه NCBIاطلاعاتی 
 ,.Scheirlinck et al( استلاکتوباسیلوس کروستوروم 

توانایی تجزیه ي اسکولین  L. crustorum . البته)2007
  انایی را ندارند. را دارد اما این سویه این تو

از محل هایی با فاصله مکانی  IL125, LO90دو سویه 
نسبتا دور از هم (یکی از آنها از استان ایلام و دیگري از 
استان لرستان) نمونه برداري شده اند. شرایط محیطی 
حاکم بر محیط رشد این ارگانیسمهاد کاملا متفاوت 

به است و حتی هرکدام خصوصیات بیوشیمیایی منحصر 
فردي از نظر تخمیر قند ها دارند ، ولی قرابت ژنتیکی 
آنها به همراه شباهت در توانایی در تولید فولیک اسید 
بسیار جالب توجه است. این مسئله می تواند اثرات سایر 
عوامل و به ویژه میانکنش بین میکرو ارگانیم ها را مطرح 

 .L. farcimis, Lکند. این دو باکتري قرابت زیادي با
kimchi, L. brevis, L. Plantarum  و به ویژهL. 

rhamnosus و L. casei قبلا نیز وارد و همکاران دارند .
 و L. rhamnosusگزارش کرده بودند که  1999در سال 

L. casei با هم قرابت ژنتیکی زیادي دارند )Ward and 

Timmins, 1999( .  
اختلاف این باکتري ها در مصرف قند و عدم انطباق 

ر یک با جداول ارئه شده ممکن است ناشی از جهش د
یا تعدادي از ژن هاي مربوط به آنزیم هاي حد واسط در 

طول تکامل و با توجه به  تخمیر قندها باشد. شاید در
شرایط محیطی این باکتري نیاز به تخمیر این قند 
نداشته است، بنابراین ژن مربوط به آن دچار جهش یا 
حذف شده باشد. به نظر می رسد که ثبات شرایط 

ها که ناشی از باورهاي افراد و محیطی این باکتري 
خانواده ها است (حفظ سویه ها در درون یک خانواده و 
عدم تداخل با نمونه هاي سایر خانواده ها) موجب 
گردیده که باکتري نیاز به جبران یا اصلاح مسیر 
بیوشیمیایی نداشته باشد. اما مسئله مهم که در این 

لکولی و تحقیق نیز ثابت شد این است که مطالعات مو
 16S در مکانهاي خاص مانند DNAمقایسه توالی 

rDNA  می تواند بسیار دقیق تر از خصوصیات
  بیوشیمیایی در تشخیص گونه ها عمل کند.

به نظر می رسد که جمع آوري مشخصات سویه هاي 
بومی هر ناحیه از کشور می تواند منشا باکتري هاي 

ر و علاوه بر حفظ ذخای اسید لاکتیک جدید بوده
میکروبی و ژنتیکی، اطلاعات مفید براي کاربردهاي 
علمی و تجاري بخصوص در زمینه صنایع لبنی ارائه 
نماید. همچنان که در جهان مراکز بسیار پیشرفته اي 
نیز وجود دارند که در زمینه باکتري هاي اسید لاکتیک 
با بهره گیري از ژنومیکس و پروتئومیکس باکتري ها 

براي کاربردي کردن  تحقیقات هدفداري را
میکروارگانیسم هاي مورد مصرف در فرآیندهاي تخمیر 
صنعتی انجام می دهند، شایسته است که ساختاري 

کاربردي کردن  حفظ و منسجم براي جمع آوري،
  باکتري هاي اسید لاکتیک در کشور ایجاد گردد.

  
 تشکر و قدردانی

از اداره کل استاندارد و تحقیقات صنعتی استان هاي 
 که درایلام، کردستان، کرمانشاه، لرستان و مرکزي 

نمونه برداري از مناطق مختلف ما را یاري کردند و از 
پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري که 

با مساعدت آنها انجام پذیرفت، تشکر تحقیق  این اجراي
  شود.می قدردانی  و
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 Abstract 

One hundred and twelve traditional dairy samples including yoghurt, doogh and raw milk were 
collected from Kermanshah, Kurdistan, Lorestan, Ilam and Markazi provinces in Iran. The bacteria 
were isolated based on standard procedure. The samples were sub-cultured on selective media, 
typical colonies were examined microscopically and finally ninety three bacteria were selected for 
further analyses. The isolated bacteria were characterized by fermentation of 19 sugars and 
growing in 15 and 45 ºC, nitrate reduction, gelatin solidification and esculin degradation. In order 
to confirm the biochemical results, molecular analysis such as amplification of lactobacillus genus 
specific fragment with specific primer was carried out. The results showed that all isolates belong 
to lactobacillus. Four lactobacillus with specific properties were further identified by amplification 
and sequencing of 16S rDNA gene. These genes were submitted to gene bank in NCBI. The 
phylogenetic tree was constructed after comparing with other 16S rDNA genes. Results showed 
that two strains were similar to Lactobacillus crustorum which was recorded recently.  
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