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  چكيده
توانند تعادل ميكروبي را در كه با قرار گرفتن در محيط روده مي هستند ايهاي زندهميكروارگانيسم از غذايي هايلمكم هاپروبيوتيك   

از ميـان  . ا شـوند ز يهاي غير مفيـد و بيمـار  ها اصلاح كنند و با فعاليت خود مانع از فعاليت ميكروارگانيسمجهت افزايش سودمندي آن
هـا در  ايـن بـاكتري   انـد. هايي هستند كه به عنوان پروبيوتيك معرفي شـده ترين نوع باكتريهاي اسيدلاكتيك، متداولها، باكتريكتريبا

كننـد. هـدف از ايـن تحقيـق، جداسـازي و شناسـايي       مـي محصولات لبني وجود داشته و در طول مراحل تخمير، اسيد لاكتيك توليد 
، جهت انجـام ايـن مطالعـه   باشد. مناطق كليبر، هريس و ورزقان ميو دوغ سنتي ماست  ،ر موجود در شيرهاي پروبيوتيك از فلو باكتري
شدند و مقاومت به اسيد معده و متداول كشت و شناسايي بر اساس خواص بيوشيميايي شناسايي هاي توسط روش يهاي لاكتيكباكتري
هـا  بـاكتري  16S rRNAتر با جفت آغازگرهاي اختصاصي، ژن ايي دقيقگرفت. سپس براي شناس هاي صفراوي مورد ارزيابي قرارنمك

سـويه لاكتوباسـيلوس    17، نتيجه اين بررسي. در تعيين توالي گرديد، ژن مورد نظر PCRسازي محصول تكثير داده شد و بعد از خالص
هـاي بيشـتر بـه عنـوان     د مناسبي براي بررسيتوانند كانديمي كه اندجدا شدهمناطق كليبر، هريس و ورزقان از سويه انتروكوكوس  6و 

    پروبيوتيك باشند.
  

  يلاكتوباسيل ،16S rRNAژن  هاي پروبيوتيك،باكتري سي،: انتروكوكهاي كليدي واژه

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  



  ارانكطاهره نريماني و هم                                                                                                    جداسازي و شناسايي باكتريهاي لاكتيكي از محصولات لبني سنتي كليبر ...      
        

24 

  مقدمه
 اجـرام  از مفهوم امروزي پروبيوتيـك عبـارت اسـت       
توانند تعادل اي كه با قرار گرفتن در محيط روده ميزنده

هـا اصـلاح   بي را در جهت افزايش سـودمندي آن ميكرو
كننــــد و بــــا فعاليــــت خــــود مــــانع از فعاليــــت 

 ا شـــوندز يهـــاي غيرمفيـــد و بيمـــار ميكروارگانيســـم
)Klaenhammer, 2000.( هاي باليني اثرات آزمون اًاخير

هاي پروبيوتيك از قبيل پيشگيري از اسهال، مفيد باكتري
سيسـتم ايمنـي،   متعادل كردن ميكروفلور روده، تحريك 

تعديل هموستازي ايمني سيستميك، خصوصـيات ضـد   
انـد.  توموري و اصلاح عدم تحمل لاكتـوز را نشـان داده  

هاي پروبيوتيك  باكتري اند كههمچنين محققان نشان داده
ها را ها و اسيدهاي آلي، رشد پاتوژنبا توليد باكتريوسين

). (Schrezenmeir and Vrese, 2001 كننــدمهــار مــي
هاي معينـي بـه   دهند كه ميكروارگانيسمواهد نشان ميش

هاي توليدكننده اسيد لاكتيك كـه سـاكنان   ويژه ارگانيسم
اي هسـتند، بـه بازسـازي    روده -ايمجراي معـده  طبيعي

سـازي   بهينه د.كننتعادل ميكرواكولوژيكي روده كمك مي
ميكروبيوتاي همزيست با دسـتگاه گوارشـي بـه وسـيله     

صي از ميكروبيوتاي روده سالم، اساس هاي اختصاسويه
 ,.Saarela et al( دهـد درمان پروبيوتيكي را تشكيل مـي 

هـــاي پروبيوتيـــك، از ميـــان ميكروارگانيســـم ).2002
تـرين گـروه   هاي اسيد لاكتيـك بـه عنـوان مهـم     باكتري

اند كه در اين ميان دو جنس لاكتوباسيلوس شناخته شده
اه گـوارش و  و انتروكوكوس جـزء فلـور طبيعـي دسـتگ    
ــوب     ــده محسـ ــر شـ ــذاهاي تخميـ ــيغـ ــوند مـ  شـ

)Klaenhammer, 2000(. بار جنس لاكتوباسيلوس اولين
توصيف شده است كـه شـامل    Birjing رجينگتوسط بي

 ).Ayele et al., 2001( باشـد  گونـه و زيرگونـه مـي    60

شـان در تخميـر و نيـز    به دليل توانـايي  هالاكتوباسيلوس
هـا  ان بـه عنـوان پروبيوتيـك   شان در سلامتي انساهميت

هـا تركيبـاتي ماننـد    اند. آنمورد توجه زيادي قرار گرفته
اســيدهاي آلــي، دي اســتيل، پراكســيد هيــدروژن و نيــز 

كنند كه ها را در طي تخمير لاكتيك توليد ميباكتريوسين
اي اثر حفـاظتي آنهـا در مـواد غـذايي از اهميـت ويـژه      

ــد ــتاني،  برخوردارنــ ــادي و تنگســ ). 1390 (ميردامــ
توصـيف    Thiercelinيرسـلين تبـه وسـيله    ها انتروكوك

ها در طبيعـت احتمـالاٌ بوسـيله    و توزيع وسيع آن ندشد
مانــدگاري و مقاومــت بــه فاكتورهــاي بازدارنــده رشــد 

تحمل  .)Holzapfel et al., 2002( شوندتوضيح داده مي
هاي صـفراوي از جملـه   اسيديته بالا و مقاومت به نمك

ليه و ضروري است كـه در ايـن تحقيـق    خصوصيات او
هاي با پتانسيل پروبيوتيكي در نظر براي غربالگري سويه

براي شناسايي  .)Durme et al., 2001( گرفته شده است
ها، علاوه بـر شناسـايي بيوشـيميايي،    تر پروبيوتيكدقيق

يــابي در شناســايي  و تــوالي 16S rRNAاســتفاده از ژن 
 ,Cakir(جام شده است ان PCRمولكولي توسط واكنش 

در زمينـــه جداســـازي و  يدر ايـــران مطالعـــات ).2003
 هاي پروبيوتيك صـورت گرفتـه اسـت.    شناسايي باكتري

) از محصولات لبنـي سـنتي   2011ابراهيمي و همكاران (
ماســت و پنيــر موفــق بــه جداســازي و شناســايي      

و  لاكتوباســيلوس كــازئي ، لاكتوباســيلوس پلانتــاروم 
آبـادي و همكـاران   شـدند. تـاج   يسلاكتوباسيلوس بـرو 

لاكتوباســيلوس از محصــول ســنتي  ايزولــه 42 ،)2011(
خــواص پروبيــوتيكي  جداســازي و  ،ترخينــه و دوغ آن

با بـالاترين درصـد    ايزولهها را بررسي نموده و چهار  آن
 زا را بـه دسـت آوردنـد    هـاي بيمـاري  مهار رشد باكتري

)Tajabady et al., 2011 .(زي، شناسـايي  جداسا بنابراين
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هـاي پروبيوتيـك از محصـولات لبنـي     و كاربرد باكتري
ــي ــه  ســنتي م ــد راهكــاري مناســب در جهــت ارائ توان

ــويه   ــران و س ــنتي اي ــك س ــولات پروبيوتي ــاي محص ه
  د.پروبيوتيك بومي با خصوصيات عملكردي ويژه باش

  
  هامواد و روش

  بردارينمونه
هـاي   شهرستاناز  سنتيماست و دوغ  شير،هاي نمونه   

هـاي   آوري و در فـالكون جمـع  كليبر، هريس و ورزقـان 
هـاي يخـي بـه آزمايشـگاه     بسـته  مجاورتاستريل و در 

منتقل گرديدند و تا شـروع آزمـايش در دمـاي يخچـال     
  داري شدند. نگه
  باكتريايي و كشت اوليه تعليق هتهي
و  ماسـت شـير و  هـاي  باكتريايي از نمونـه  تعليق هتهي   

محلـول پپتـون فيزيولـوژيكي اسـتريل      با استفاده ازدوغ 
گـرم بـر ليتـر پپتـون      1گرم بر ليتر كلريد سديم و  5/8(

گــرم از  10حــدود ابتــدا  .شــدبــاكتريولوژيكي) انجــام 
 10و  هاي ماست با استفاده از يك قاشقك استريل نمونه
هاي شير و دوغ هر كـدام بـه صـورت    ليتر از نمونه ميلي

ــه ــه  جداگان ــيم 100ب ــر يل  PPS )Physiologicalليت

Peptone Solution( ــتريل ــل اس ــد منتق ــس از گردي . پ
نـيم   يكنواخت نمودن بـه وسـيله تكـان دادن بـه مـدت     

بـه صـورت    تهيه شدههاي تعليقليتر از ميلي 10ساعت 
 ,MRS )Manليتر از محيط كشت ميلي 200به  جداگانه،

Rogosa & Sharp (شــركت ســيگما مــايع)  -  آلــدريچ
ها به حداكثر مقدار خـود  تا باكتري يافت انتقال آمريكا)
و در شرايط كم هوازي (شرايط اتمسفري با فشار  برسند

 ساعت 24درجه به مدت  37دماي  اكسيژن پائين) و در
ــه ــد) B34آلمــان، مــدل  Binder(شــركت  انكوب . گردي

لامينار و شـرايط اسـتريل   تمامي اين مراحل در زير هود 
   ).Calicchia et al., 1993انجام شد (

 هـاي  ايزولـه غربال جمعيت باكتريايي اوليـه و انتخـاب   
  مقاوم به اسيد

هـاي  ساعته از نمونـه  24بعد از كشت مرحله در اين     
 10، لسـيوس س هدرج 37در دماي شير و ماست و دوغ 

ــي ــت ميل ــر از كش ــه  ليت ــايي ب ــاي باكتري ــافر ه  PBSب

)Phosphate Buffered Saline ( 3با pH= تلقيح شـدند .
. شـدند انكوبـه   درجه 37ساعت در  5/2به مدت سپس 
هاي مقاوم بـه اسـيد) در   هاي زنده مانده (باكتريباكتري

ــانتريفيوژ   ــتفاده از س ــا اس ــيدي ب ــرايط اس ــركت  ش (ش
Heraeus  ــدل ــه  )megafuge1.0آلمــان، م ترســيب و ب

سـازي انتقـال   مايع، به منظـور غنـي   MRSمحيط كشت 
درجــة  37مــاي ســاعت و در د 24مــدت  بــه و يافتنــد

هـا بـا   ساعت، سـلول  24بعد از  .شدندانكوبه  لسيوسس
 5/8استفاده از سرم فيزيولوژيكي استريل (كلريد سديم: 

 يـك بر رقيق شدند و از هـر رقـت   گرم بر ليتر) تا ده برا
در محـيط كشـت    كشـت آميختـه  ليتر و به صورت ميلي

MRS كشت داده  آلدريچ آمريكا) - (شركت سيگما آگار
 37هـا در شـرايط كـم هـوازي و در دمـاي      پليتشدند. 

ــة س ــيوسدرج ــدت  لس ــه م ــاعت 72-48ب ــه  س انكوب
هاي قابـل شـمارش،   پرگنههاي داراي گرديدند. از پليت

هـا بـا مورفولـوژي متفـاوت     پرگنـه از  درصد 10حدود 
سازي آگار خالص MRSجداسازي و روي محيط كشت 

پ، با اسـتفاده از ميكروسـكو   هاه سويههمسپس  .شدند
ــالاز بررســي شــدند.   رنــگ آميــزي گــرم و واكــنش كات
هاي گرم مثبت و كاتالاز منفي در محـيط كشـت    باكتري
MRS  شـير پـس   %  25% گليسرول استريل و 25مايع با
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درجــة  -80در دمــاي  آلمــان) Merck(شــركت  چــرخ
  ).Erkkila et al., 2000د (داري شدن نگه لسيوسس

  هاي ميكروبيآزمايش
در شـرايط اسـيدي معـادل بـا      هـا ايزوله يتعيين درصد بقا

  شرايط اسيدي معده
مـايع و در   MRSدر محـيط  جـدا شـده،    هايايزوله    

ساعت رشد داده  24به مدت  سلسيوس هدرج 37دماي 
ليتر ميلي 9ر از هر كشت باكتريايي در ليتيك ميلي شدند.
PBS با pH  ها به مدت تلقيح شدند و نمونه 5/2برابر با

گرديدند. بـراي  انكوبه  سلسيوس هدرج 37ر ساعت د 3
در  )CFU )Colony Forming Unitتعيين درصد بقـاء،  

،  PBSساعته در  3تلقيح و در انتهاي انكوباسيون  هلحظ
با اسـتفاده از كشـت   به صورت جداگانه  ايزولهبراي هر 

  تعيين گرديد.  MRSهاي سريالي در محيط آگار رقت
  هاي صفراوينمكبه ها ايزولهتعيين مقاومت 

 MRS مايع بـه عنـوان كنتـرل و    MRSمحيط كشت     

 Merck(شـركت   املاح صفراويدرصد  3/0مايع داراي 
به عنوان كشت مورد آزمـايش (تيمـار) بـه طـور      آلمان)

 24از كشـت باكتريـايي فعـال    يـك  درصـد    همزمان با
بـه   سلسـيوس  هدرج ـ 37ساعته تلقيح شـد و در دمـاي   

بر اساس  هاي رشد. منحنيدندشساعت انكوبه  7مدت 
رسم و بر اسـاس اخـتلاف    ايزولهبراي هر  جذب نوري

هـاي كنتـرل و   هاي نوري متـوالي بـين كشـت   در جذب
خير در رشد در نتيجة اثـر بازدارنـدگي   أتيمار به عنوان ت

 et al., 1984( در نظـر گرفتـه شـد    هاي صـفراوي نمك
Gilliland( .  

  آزمايشات بيوشيميايي
ها با اسـتفاده از تسـت   ايزولهمورفولوژيكي  شناسايي    

 45و  15، 10آميزي گرم، رشد در دماهـاي  كاتالاز، رنگ
هـاي مختلـف نمـك     و رشد در غلظت سلسيوسدرجه 

وزني كلريد سديم در محـيط   -درصد حجمي 4و  5/6(
 ,Wood and Holzapfel) انجام شد (مايع MRSكشت 

1995; Garrity et al., 2004.(  
  

  هالگوي تخمير كربوهيدراتتعيين ا
 Merck(شـركت   هـا الگوهاي تخمير كربوهيـدرات      

آرابينـوز، اينوزيتـول، ترهـالوز، رافينـوز،     شامل ( ،آلمان)
رامنــوز، ريبــوز، زايلــوز، ســاكارز، ســلوبيوز، فروكتــوز، 
گــالاكتوز، گلــوكز، لاكتــوز، مــانوز، مــانيتول، ملوبيــوز،  

 MRSحـيط كشـت   هـا در م ايزولهه ، براي همملوزيتوز)

گرم بـر ليتـر    5/0به ميزان  مايع داراي معرف فنل قرمز 
تعيين گرديد. محيط كشت پايه بـراي انجـام واكـنش از    

اصلي و با حذف گلوگز و عصارة گوشـت و بـا    ياجزا
افزودن فنل قرمز تهيه گرديد. همـة قنـدها بـه صـورت     

 2/0% تهيه و بوسيلة يك فيلتر غشـايي  5محلول استوك 
ليتر از محلـول   ميلي 5/0استريل گرديد. سپس  ميكرومتر

ليتر محيط كشت پايه افزوده  ميلي 5/4قندهاي استريل به 
و  سلسيوس هدرج 37شده در دماي  جداهاي شد. نمونه
كشـت داده   MRSدر محـيط مـايع    سـاعت  24به مدت 
ميكروليتر از كشت فعـال بـه محـيط داراي     50شدند و 

ــه من    ــيح و ب ــي تلق ــدهاي اختصاص ــاهدة  قن ــور مش ظ
 ـ واكنش روز در دمـاي   7الـي   5خيري بـه مـدت   أهاي ت

گرديدنـد. در  انكوبـه   سلسيوس) هدرج 37( ايزولاسيون
پايان مدت انكوباسـيون، نتـايج بـر اسـاس تغييـر رنـگ       

 Harrigan( معرف فنل از قرمز به زرد ارزيـابي گرديـد  

and Mc Cance, 1976(. 
  آزمايشات مولكولي

  DNA استخراج
انجـام   CTABبـا اسـتفاده از روش    DNAج استخرا    

شـامل   آلمـان)  Merck(شـركت   شد. تركيبات ليز بـافر 
 مـولار،  5، كلريـد سـديم   =pH 5/7مـولار بـا    1تريس 
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EDTA  5/0  مــولار وSDS 2   درصــد و آب مقطــر
اسـتخراج شـده از    DNAباشد. براي بررسي كيفيـت   مي

  . درصد در الكتروفورز به كار گرفته شد 8/0ژل آگارز 
 16Sژن  مـراز و تكثيـر قطعـه   اي پليانجام واكنش زنجيـره 

rRNA )16S ribosomal RNA(  
بـراي تكثيـر    )(شركت سـيناژن  پرايمرهاي اختصاصي   

هـاي لاكتوباسـيلوس بـا    ايزولـه براي  16S rRNAقطعه 
 16Sهـاي  و با كمك تـوالي  Oligo5افزار استفاده از نرم

rRNA   موجود در سايت بانك ژنـيNCBI )National 

Center for Biotechnology Information ( طراحــي
پرايمرهـــــاي بـــــا  PCRگرديـــــد و واكـــــنش  

)5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3'( LF  و 
)5'AAGGTTACCTCACCGACTTC3'(LR 

لاكتوباسيلوس انجام شد. واكـنش   هايايزوله اختصاصي
ــره ــه زنجيـ ــا چرخـ ــراز بـ ــته اي پليمـ ــاي واسرشـ   هـ

دقيقـه،   4بـه مـدت    سيوسسلدرجه  95سازي اوليه در 
ــه واسرشــته  30 ــا مرحل درجــه  94ســازي در چرخــه ب

 57دقيقه، مرحله اتصال پرايمـر در   1به مدت  سلسيوس
درجـه   72دقيقه و بسـط در   1به مدت  سلسيوسدرجه 

دقيقه و سرانجام يك چرخه بسـط   2به مدت  سلسيوس
دقيقـه انجـام    10به مدت  سلسيوسدرجه  72نهايي در 

بـا   )PCR )Polymerase Chain Reactoin شد. واكنش
)µl 5/12 (Master mix (شركت سيناژن)  پرايمر رفـت ،

و  ng/µl 50 (DNA) و (µM 4/0و برگشت هـر كـدام (  
رساندن حجم نهايي واكـنش بـا آب مقطـر اسـتريل بـه      

  ميكروليتر انجام شد. 25حجم 
  تفكيك قطعات تكثير يافته

 5/1ل آگـارز  براي تفكيك قطعات تكثيـر يافتـه از ژ      
هـاي تكثيـر   درصد استفاده شد. بدين ترتيب كـه نمونـه  

بـا بـافر بارگـذاري مخلـوط و در      1به  6يافته به نسبت 

ــك ــام    چاه ــس از اتم ــدند. پ ــذاري ش ــاي ژل بارگ ه
ــورز ــركت الكتروفــ ــدل VWR Scientific (شــ ، مــ

VWR105(  ژل مورد 100به مدت يك ساعت با ولتاژ ،
و بـا اسـتفاده از   آميـزي  گنظر توسط اتيديوم برومايد رن

 Biometra(شـركت   بـرداري مشاهده و عكـس  UVنور 

  انجام گرفت. )BioDocAnalyzeآلمان، مدل 
  PCRسازي محصول خالص

(شـركت   سـازي با توجه به دستورالعمل كيت خالص   
 PCRاز ژل آگـارز، محصـول    آلدريچ آمريكـا)  -سيگما

  تخليص گرديد.
  يابيارسال جهت توالي

 5/1هـاي   در تيوپ، PCR سازي شدهخالص محصول   
 ميكروليتـر بـه همـراه دو    50هـاي  ليتري در حجـم ميلي

پيكومـول بـر    50هاي (با غلظت رفت و برگشت پرايمر
يـابي  ميكروليتر، براي توالي 50هاي ميكروليتر) در حجم

  ارسال شدند. كت ماكروژن كره جنوبيبه شر
  افزارآماري و بيوانفورماتيكينرم
 SPSSافزار آمـاري نرمتايج بدست آمده با استفاده ازن    

ــيلوس  13 ــراي لاكتوباســ ــوس بــ ــا و انتروكوكــ   هــ
هـم   گرديـد. بنـدي  مورد تجزيه قرار گرفتـه و گـروه   ها

 16S rRNAيــابي ژن مربــوط بــه تــوالي رديــف كــردن

 BLASTها با اسـتفاده از برنامـه بيوانفورمـاتيكي    ايزوله

)Basic Local Alignment Search Tool( در  NCBI 

  صورت گرفت.
  

  ها يافته
محصــول شــير و ماســت و دوغ منــاطق كليبــر،   4از    

بـاكتري بـا پتانسـيل     ايزوله 23ورزقان و هريس، در كل 
ــه شــامل   ــد ك ــه  17پروبيوتيــك جداســازي گردي ايزول

باشد. تفكيك ايزوله انتروكوكوس مي 6لاكتوباسيلوس و 
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  است.آورده شـده   1 هـا در جـدول  و نامگـذاري آن  هـا ايزوله
  

  هاي جداسازي شده از محصولات لبني سنتيايزوله  -1جدول 
  نمونه لبني  هاي لاكتوباسيلوسايزوله  هاي انتروكوكوسايزوله

  
  
  
  
  
  
  

 -  
  

 
LA1, LA2, LA3, LA4, LA5, LA6, LA7 

  شير كليبر

  
EB1, EB2, EB3  

 

  
LB1, LB2, LB3, LB4  

  
  ماست كليبر

  
ED1, ED2, ED3  

 

  
LD1, LD2, LD3  

 
  ماست ورزقان

  

-  

  
LC1, LC2, LC3  

 
  دوغ هريس

  هاكل نمونه  17  6

*E  انتروكوكوس و  هايايزولهنشان دهندهL  باشد.لاكتوباسيلوس مي هايايزولهنشان دهنده  
 ، در بافر ايزوله 23تعيين تحمل به اسيديته براي تمام    

PBS باpH    37به طول سه ساعت در  5/2برابر با   
گزارش  2شد كه نتايج در جدول  انجام سلسيوسدرجه 

  شده است.
  

  
  ساعت 3به مدت  pH=5/2ها در ايزولهتعيين درصد بقاي  -2جدول 

 محصولات درصد بقاء % 80بيشتراز %60% و  80بين  %10% و 60بين %10كمتراز 

- LA7, LA5  
  LA1, LA2, LA3, LA4  LA6 شير گاو كليبر 

- LB1, EB1, EB2, EB3  LB2, LB3 LB4  ماست گاو كليبر 

ED2  LD3  LD1, LD2, ED1, ED3  - ماست ورزقان 

- -  LC2, LC3  LC1 
 

 دوغ هريس

  

    
گـروه حسـاس،    4ها بـه  ايزولهبر اساس درصد بقاء،     

مقاومت متوسط، مقاومت خوب و مقاومت بسيار خوب 
كمتـرين   ED2 ايزولـه تقسيم شدند. بر اساس اين نتايج، 

كوكسـي   ايزولـه  3 باسيلي شـكل و  ايزوله 4مقاومت و 
 2باسـيلي شـكل و    ايزولـه  10شكل مقاومت متوسط و 

 ،LA6هاي ايزولهكوكسي شكل مقاومت خوب و  ايزوله
LB4  وLC1 مقاومت بسيار خوبي را دارا بودند.  

در مـدت زمـان مـورد نيـاز بـراي       بر اساس اختلاف    
بـين محـيط كشـت شـاهد     اينكه ميـزان جـذب نـوري    

)MRS( و محــيط كشــت تيمــار )MRS+ bill(  3/0بــه 
محاسـبه   هـاي صـفراوي  ، تحمـل بـه نمـك   واحد برسد

هـاي  هـا بـا نمـك   ايزولـه در رشـد   ايجاد تأخيرگرديد. 
صفراوي، در نتايج بر اساس پيشنهاد ارائه شـده توسـط   

، كه چهار گروه متمـايز را بـر   )1994(و همكاران  چاتيو
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هـاي   ي نمـك رشد ايجاد شـده بـه وسـيله    اساس تأخير
 )،Chateau et al., 1994( صفراوي تشخيص داده بودند

  تحليل گرديدند:
هاي مقاوم (داراي تـأخير رشـدي مسـاوي يـا     يزولها -1

  دقيقه) 15كمتر از 
 45و  15هايي با تحمل بالا (تأخير رشدي بين يزولها -2

 دقيقه)

تـأخير رشـدي   هايي با تحمل ضـعيف (داراي  يزولها -3
 دقيقه) 60و  40بين 

 60هــاي حســاس (تــأخير رشــدي بيشــتر از يزولــها -4
  دقيقه)

بنـدي  منتخب، بر اسـاس تـأخير رشـد گـروه     ايزوله 23
  .آورده شده است 3شدند كه نتايج در جدول 

  
  هاي صفراويتعيين مقاومت به نمك  -3 جدول

 d15  15d40  40d60 d60 تأخير رشد برحسب دقيقه

حساس ضعيف تحمل بالا مقاوم هايزولها

LA3, LB4, LB1 
  
  
  

+  
   

LA1, LA2, LA4, LA6, LB2, 
LB3, EB2, EB3, LD1, LD3 

LC3, LC1 

 
 

  
  
+  

  

 
  

LA5, EB1, LD2, ED1, ED3, 
ED2, LC2,   

  
+  
  

LA7 
   + 

  دهنده اعضاي گروه است. علامت + نشان *
*A  ،(شير گاو كليبر)B ماست گاو كليبر) ،(C  ،(دوغ هريس)D (ماست ورزقان)  

  
هاي مقـاوم بـه اسـيد و تعيـين     بعد از انتخاب باكتري   

هــاي هــا بــه شــرايط اســيدي و نمــكميــزان تحمــل آن
هاي ها با استفاده از تستصفراوي، شناسايي مقدماتي آن

بيوشيميايي انجام شد. با توجه بـه مشخصـات فنـوتيپي،    
هــاي ايزولــه بيوشــيميايي و الگــوي تخميــر قنــدي   

و رســم  )4(جــدول لاكتوباســيلوس و انتروكوكــوس 

 14ها با ضريب تشابه دندروگرام مربوطه، لاكتوباسيلوس
ها با ضـريب تشـابه   وسدرصد در پنج گروه و انتروكوك

دندروگرام  1. شكل گرفتنددرصد در سه گروه، قرار  15
 2لاكتوباسـيلوس و شـكل    هـاي ايزولـه  حاصل را براي

هاي انتروكوكوس را بـر اسـاس نتـايج    زولهايدندروگرام 
دهــــد.هــــاي بيوشــــيميايي نشــــان مــــي تســــت
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  جدا شده با پتانسيل پروبيوتيكيهاي سويههاي لاكتوباسيلوس و انتروكوكوس استاندارد و مشخصات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي سويه - 4جدول

وز
زيت

ملو
وز  

وبي
مل

ل   و
انيت

م
  
نوز

ما
وز  

لاكت
كز  

گلو
وز  

لاكت
گا

ز   و
وكت

فر
وز  

وبي
سل

ارز  
ساك

ز   و
زايل

ز   و
ريب

ز   و
رامن

ز   و
افين

ر
ز   و

هال
تر

ل   و
زيت

ينو
ا

ز   و
ابين

آر
  

در 
شد 

ر
ك 

نم
5/6%

در 
شد 

ر
ك 

نم
4%  

 در
شد

ر
 C 0  

45  
 در

شد
ر

 C 0  
15  

 در
شد

ر
 C 0  

10  
لاز
اتا ك

رم  
گ

 ها  
ويه

س
  

-  +  -  -  +  +  +  +  -  +  +  +  -  +  -  -  +
 -  +  -  +  -  -  +  

س
يلو

باس
كتو

لا
  

س
روي

ب
  

  

+  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  

س 
يلو

باس
كتو

لا
روم

لانتا
پ

  

-  -  -  +  -  +  +  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  

س
يلو

باس
كتو

لا
  

س
رجن

دايو
  

-  +  -  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  

س 
يلو

باس
كتو

لا
توم

رمن
ف

  

-  -  -  +  -  +  +  +  +  +  +  +  -  -  -  -  -  -  +  -  +  -  -  +  

س 
يلو

باس
كتو

لا
س

سو
فيو

كون
  

-  -  -  -  -  +  +  -  +  -  +  +  -  -  -  -  +  -  +  -  +  -  -  +  

س 
يلو

باس
كتو

لا
س

ركو
وست

سين
وا

 

-  -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  -  +  +  +  +  +  -  +  

س 
وكو

روك
انت

س
وران

د
  

-  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  -  +  

س
وكو

روك
انت

 
دتي

مون
  

- -  +  -  _  +  -  +  +  -  +  +  -  -  -  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LA1  

- -  +  -  -  +  -  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  -  +  +  +  -  -  +  LA2 

- -  -  +  -  +  +  +  +  +  +  +  -  -  -  -  -  -  +  +  +  -  -  +  LA3 

- -  -  -  -  +  +  +  -  -  +  +  -  -  -  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LA4 

- -  -  +  -  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  +  -  +  +  +  -  -  +  LA5 
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 4ادامه جدول 

وز
زيت

ملو
وز  

وبي
مل

ل   و
انيت

م
  
نوز

ما
وز  

لاكت
كز  

گلو
وز  

لاكت
گا

ز   و
وكت

فر
وز  

وبي
سل

ارز  
ساك

ز   و
زايل

ز   و
ريب

ز   و
رامن

ز   و
افين

ر
ز   و

هال
تر

ل   و
زيت

ينو
ا

ز   و
ابين

آر
ك   

ر نم
د د

ش ر
5/6%  
ك 

ر نم
د د

ش ر
4%  

 در
شد

ر
 C 0  

45  
 در

شد
ر

 C 0  
15  

 در
شد

ر
 C 0  

10  
لاز
اتا ك

رم  
گ

 ها  
ويه

س
  

- -  -  +  +  +  -  +  -  -  +  +  -  -  +  -  +  -  +  +  +  -  -  +  LA6 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  +  -  +  -  -  -  +  -  +  -  -  +  LA7 

+ -  -  +  -  +  +  +  +  -  +  +  +  -  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LB1 

- -  -  +  -  +  +  +  +  -  +  +  -  -  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LB2 

_  -  -  +  -  +  +  +  +  -  +  +  -  -  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LB3 

- +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  -  -  -  +  -  +  -  -  +  LB4 

+ +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LC1 

- +  -  -  +  +  -  +  +  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LC2 

+ +  -  -  +  +  -  +  +  +  +  +  -  +  -  -  +  -  +  -  +  -  -  +  LC3 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  -  -  +  -  +  -  -  +  LD1 

- -  -  +  +  +  +  +  +  +  -  +  -  -  +  -  -  -  +  -  +  -  -  +  LD2 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  -  -  +  -  +  -  -  +  LD3 

- +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  -  +  EB1 

- +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  -  +  -  +  +  -  +  EB2 

+ -  -  +  +  +  +  +  +  -  +  +  +  -  +  -  +  -  +  -  +  +  -  +  EB3 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  -  +  +  +  +  +  -  +  ED1 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  +  +  +  -  +  -  +  +  +  +  +  +  -  +  ED2 

- -  -  +  +  +  +  +  +  -  -  +  -  -  +  -  -  +  +  +  +  +  -  +  ED3 
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  هاي لاكتوباسيلوسايزولهدندروگرام مربوط به  -1شكل

  
  هاي انتروكوكوسدندروگرام مربوط به ايزوله -2شكل                                                            

  
هـاي لاكتوباسـيلوس بـا    ايزولـه با رسـم دنـدروگرام،      

 Eو  A, B, C, Dدرصد به پنج گـروه   14ضريب تشابه 
الگـوي رشـدي و الگـوي     Aبندي شـدند. گـروه    تقسيم

 لاكتوباسيلوس پلانتـاروم تخمير كربوهيدراتي نزديكي با 
نشان   لاكتوباسيلوس برويسو  لاكتوباسياوس فرمنتومو 

 LB3 ايزولهو  لاكتوباسيلوس پلانتاروممشابه  LC1دادند.

را نشـان   لاكتوباسـيلوس فرمنتـوم  مشابه با  الگوي كاملاً
شـبيه هـم و    LC3و  LC2 ايزولهدادند. در اين گروه دو 

جـدا   لاكتوباسيلوس برويس درصد از 7با ضريب تشابه 
ــدند. در  ــروه ش ــهدو  Bگ ــوي  LB2و   LB1ايزول الگ
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نشـان دادنـد.    لاكتوباسيلوس واسينوستركوسنزديكي با 
شامل پـنج   Dقرار گرفتند. گروه  Cدر گروه  ايزولهچهار 
باشد كه الگوي تخمير قندي تقريبا مشابهي بـا  مي ايزوله

و  لاكتوباســـيلوس دايـــورجنسدو ســـويه اســـتاندارد 
بـه   LA3 ايزولهدند. نشان دا لاكتوباسيلوس كونفيوسوس

تر قرار گرفت و جهت شناسايي دقيق  Eتنهايي در گروه
هاي يابي ارسال گرديد. با رسم دندروگرام سويهبه توالي

درصـد بـه سـه گـروه      15انتروكوكوس با ضريب تشابه 
و  ED1هـاي  ايزولـه بندي شـدند. الگـوي قنـدي    تقسيم
ED3  در گروهA    مشابه انتروكوكوس دورانـس بـود. در
مشابه هم و مربوط به  EB3 و   ED2ايزولهدو   Bگروه 

با ضريب EB2  و EB1هاي ايزولهباشند و يك سويه مي
  جدا شدند. انتروكوكوس موندتي درصد از 8تشابه 

بـراي   PCR هاي شناسايي مولكولي و انجامدر روش    
نواربندي تكثير يافته  ،هاي جدا شده، نتايج حاصلايزوله
دهـد  نوكلئوتيد در دو تكرار نشان مي جفت 1500را در 

   آورده شده است. 3كه در شكل 

  
  

  
براي   16S rRNA هاي ژنتواليالكتروفورز محصولات تكثيري ‐ 3شكل

       سهاي جدا شده لاكتوباسيلوايزوله

هـاي جداسـازي شـده از    ايزولـه كـه  با توجـه بـه ايـن     
هـا  باشند و گونه و زيرگونه آنمحصولات لبني بومي مي

ابتـدا بـه تشـخيص جـنس      ،به طور دقيق مشخص نبود
بــاكتري اقــدام گرديــد. بــه ايــن ترتيــب بــا اســتفاده از  

ها مـورد  ايزولهپرايمرهاي اختصاصي و با اطمينان بيشتر 
و  LA3 ايزولهييد قرار گرفتند كه جهت تشخيص، دو تأ

LB4 يابي ارسال گرديـد.  ها براي توالياز لاكتوباسيلوس
يـابي بـراي   نتـايج تـوالي  دهـد كـه   مـي  مقايسات نشـان 

نوكلئوتيد  1460درصد  100حاكي از تشابه   LA3ايزوله
ثبت شده در بانك اطلاعاتي بـراي   16S rRNAبا توالي 

بلاسـت تـوالي    .بود 060زيرگونه  لاكتوباسيلوس كازئي
16S rRNA  ايزولـهLB4       بـا تـوالي موجـود در بانـك

لاكتوباسيلوس به  اطلاعاتي نشان داد كه اين سويه متعلق
ــاروم ــه  پلانت ــا تشــابه KSBT 56زيرگون درصــد  99 ب

مربـوط بـه ايـن دو      16S rRNAباشد كـه تـوالي ژن   مي
  در حال ثبت هستند. NCBI در بانك ژنيايزوله 

  
  گيريبحث و نتيجه

محصولات لبني سـنتي آذربايجـان، منـابع بـا ارزشـي         
دن هاي پروبيوتيك هستند. افزوجهت جداسازي باكتري

هاي ها به عنوان استارتر به پنير و ماستاين نوع باكتري
كند كه محصـولات لبنـي   صنعتي اين امكان را فراهم مي

هاي مطلوبي به بـازار عرضـه شـود. در ضـمن     با ويژگي
يابنــد كــه راه مصــرف كننــدگان نيــز ايــن اجــازه را مــي

مندي از سلامتي بيابند. زيـرا مصـرف   جديدي براي بهره
مت دستگاه گوارش را بهبـود  تواند سلاها مياين باكتري

 ,.Prasad et alو سيستم ايمني را تقويت كند ( بخشيده

هـاي مـورد   همچنين در بازار جهاني، پروبيوتيك. )1998
هـاي پروبيوتيـك،   استفاده در صنايع غذايي مانند ماست

هاي دارويي از ارزش هاي غذايي و فرمولاسيونافزودني
 ,Acharya and Shahردار هسـتند ( بسيار بالايي برخـو 

2002.(  
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هــاي پروبيوتيــك، تحمــل هــاي بــاكترياز شــاخص    
شرايط اسيدي و مقاومت به املاح صفراوي است كه بـا  

توان اختلاف ايجاد شده در بـين  ها ميتعيين اين ويژگي
 ,.Durme et al( هاي پروبيوتيك را بررسـي كـرد  سويه

از روش جداسـازي  بـا اسـتفاده    در اين پژوهش .)2001
 مقاوم به اسـيد از محصـولات لبنـي    ايزوله 23ذكر شده 

شــير و ماســت و دوغ منــاطق كليبــر، هــريس و  ســنتي
كه تحمـل  آوري شده است. با توجه به اينورزقان جمع

ــي     ــي از ويژگ ــا يك ــده، تنه ــيدي مع ــيط اس ــاي مح ه
باشـد و در صـورت   هاي پروبيوتيك مـي ميكروارگانيسم

 ـ ه شـرايط اسـيدي و داشـتن سـاير     نداشتن تحمل بالا ب
هاي خصوصيات پروبيوتيكي مثل مقاومت در برابر نمك

يـال  لهـاي اپيت صفراوي، توانايي كلونيزاسيون بـه سـلول  
تـوان  مـي  ،اي و ساير خصوصيات بيولوژيكي مفيدروده

هــاي مــورد نظــر را بــا اســتفاده از     ميكروارگانيســم
افـزايش   ميكروكپسولاسيون با آلژينات سديم يا از طريق

دوز مصرفي به دستگاه گوارشي رساند. تحقيقات نشـان  
داده است كه ميكروكپسولاسيون با آلژينـات سـديم بـه    

ثر ميكروارگانيسم را از تيمار اسيدي و دمايي در ؤطور م
ثير منفي بـر روي عملكـرد   أموقع انتقال به روده، بدون ت

). در Kim et al., 2006كنـد ( پروبيوتيكي، حفاظت مـي 
هــاي گاه گوارشــي انســان ميــانگين غلظــت نمــكدســت

ــراي   3/0صــفراوي  درصــد وزنــي/ حجمــي اســت و ب
شود.  هاي مقاوم به صفرا، بحراني تلقي ميايزولهانتخاب 

هـاي  ثير نمكأانجام شد، ت چاتيواي كه توسط در مطالعه
ــر روي   ــفراوي ب ــه 38ص ــورد   ايزول ــيلوس م لاكتوباس

اي مـورد آزمـايش   هايزولهآزمايش قرار گرفت. نيمي از 
درصـد قـرار    3/0ثير امـلاح صـفراوي   أبه آرامي تحت ت

خير رشد زير يك سـاعت را تـا رسـيدن بـه     أگرفتند و ت

نـانومتر در محـيط    600در طول موج  3/0جذب نوري 
مـايع در مقايسـه بـا كشـت كنتـرل بـدون        MRSكشت 
 ,.Chateau et al( هـاي صـفراوي نشـان دادنـد    نمـك 

از املاح صـفراوي نيـز در    درصدي 3/0. غلظت )1994
انتخـاب   ايزوله 23اين مطالعه براي ارزيابي قابليت رشد 

ها با سطوح مختلفي از مقاومت قادر به ايزولهگرديد كه 
هـاي مـا در ايـن    رشد در اين محيط كشت بودند. يافتـه 

هاي موجود در مطالعات قبلـي مطابقـت   آزمايش با يافته
 ـهاي آزمايداشت. در مورد همه سويه خير در أش شده ت

هاي تيمار داده شده با املاح صفراوي نسبت رشد سويه
به كشت كنترل مشهود بود. همچنـين نوسـان در ميـزان    

در  .هـاي مختلـف مشـاهده شـد    مقاومت در بـين گونـه  
هاي ايزولهبررسي تنوع موجود در دندروگرام مربوط به 

بندي به دست آمـد كـه بيشـترين    لاكتوباسيلي پنج گروه
ــوع  ــه گــروه تن ــوط ب ــوان  مــي Aمرب ــه عن ــه ب باشــد ك

ــاروم  ــيلوس پلانت ــوم ، لاكتوباس ــيلوس فرمنت و  لاكتوباس
تشـخيص داده شـدند. بـه دليـل      لاكتوباسيلوس برويس

جهــت انجــام  LB4 ايزولــهتنــوع بيشــتر در ايــن گــروه 
بـا   LA3 ايزولهشناسايي مولكولي انتخاب شد. همچنين 

قـرار   Eگروه اختلاف تنوع بيشتري به طور جداگانه در 
گرفت و براي شناسايي مورد آزمايش مولكـولي جهـت   
تعيين تـوالي نوكلئوتيـدي قـرار گرفـت. در دنـدروگرم      

  ايزولـــههـــاي بيوشـــيميايي  مربـــوط بـــه تســـت  
بندي حاصل شـد. گـروه   هاي انتروكوكسي نيز سه گروه

A  نشان دادنـد.   انتروكوكوس دورانسالگوي نزديكي با
 انتروكوكوس مونـدتي با  نيز خصوصيات مشابه Cگروه 

 17بـا ضـريب تشـابه     Bهاي گروه ايزولهرا نشان داد و 
  جدا شدند. Cدرصد از گروه 
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بيشـتر   اسـيد لاكتيـك  هاي شناسايي فنوتيپي باكتري     
اي براساس مورفولوژي سلولي و تفـاوت در سوبسـتراه  

هـاي شناسـايي   شود، اما در روشكربوهيدراتي انجام مي
هـا  رپذيري نتـايج در همـه آزمايشـگاه   فنوتيپي عدم تكرا

باشد. زيرا علاوه بر متفاوت بودن شـرايط  ساز ميمشكل
 باشـد ها نيز زياد مـي كشت در هر آزمايشگاه، تنوع گونه

)Ayele et al. 2001.( تر توسـط  بنابراين شناسايي دقيق
هاي مولكولي انجام گرفته است كه قدرتمنـدترين  روش

 Coeuret etها است (ويهترين روش، تفريق سو صحيح

al., 2003.(  تحقيقـــات متعـــددي جهـــت شناســـايي
يـابي ژن  هاي لاكتوباسيلوس با اسـتفاده از تـوالي   باكتري

16S rRNA اي بـر روي  در مطالعه .صورت گرفته است
جداسـازي شـد و    ايزولـه  17محصولات لبني كلومبيـا،  
يابي ژن هاي بيوشيميايي و تواليشناسايي براساس تست

16S rRNA  كــه  و نشــان داده شــد  انجــام گرديــد
هــاي پروبيوتيــك شناســايي شــده تــرين بــاكتري فــراوان

 اسـترپتوكوكوس ترموفيلـوس  و  لاكتوباسيلوس دلبروكي
  ).Perea et al., 2007بودند (

 16Sيــابي ژن بــا اســتفاده از تــوالي در ايــن تحقيــق   

rRNA ،ايزوله LA3    جدا شده از شير سـنتي شهرسـتان
 LB4ايزوله و  060 لاكتوباسيلوس كازئيه عنوان كليبر ب

بـه عنـوان   جدا شده از ماست سنتي شهرسـتان ورزقـان   
شناسايي شـدند كـه    KSBT 56 لاكتوباسيلوس پلانتاروم

 هـاي بيوشـيميايي كـاملاً   با نتايج به دست آمده از تست
ــه  .مطابقــت داشــتند ــاي گون جــنس لاكتوباســيلوس ه

شـده در دنيـا    مطـرح  هـاي پروبيوتيـك   ميكروارگانيسم
هستند كه به عنوان استارتر در صنعت غذا مورد استفاده 

 ,.Cakir, 2003;  Aquilanti et al( گيرنـد قـرار مـي  

2007(.   
ــائول ــاران ( ن ــنتي  2011و همك ــي س ــول لبن ) از محص

لاكتوباسـيلوس  هـاي  ايزوله مربوط به سويه 18موراكان، 
ــاروم ــرويس ، پلانت ــيلوس ب ــو  لاكتوباس يلوس لاكتوباس
شناسايي كردند كه همگي مقاوم به اسيد معده  پاراكازئي
هاي صفراوي بوده و فعاليت آنتاگونيسـتي قـوي   و نمك

   زا نشان دادند. هاي بيمارينسبت به باكتري

Dorrit   ) لاكتوباسيلوس پلانتاروماز ) 2013و همكاران 
IMDO 788      به عنـوان كشـت اسـتارتر در محصـولات

فاده كردند و نشان دادند كه ايـن  تخميري سبزيجات است
سويه باعث تسريع فراينـد تخميـر و افـزايش غلظـت و     
كيفيت محصولات نهايي شده و براي اجتنـاب از رشـد   

  باشد.  مخمر ضروري مي
 لاكتوباسيلوس پلانتـاروم ي هااينكه سويه توجه بهبا      

 شناسايي شده در ايـن پـژوهش   لاكتوباسيلوس كازئيو 
بيوتيكي از جمله مقاومت بـه شـرايط   پرو خواصداراي 

به توانند مي ،باشندهاي صفراوي مياسيدي معده و نمك
هاي عنوان كانديد پروبيوتيك معرفي گردند تا بقيه تست

ايمني را گذرانده و در صورت تأييد به عنـوان اسـتارتر   
  در محصولات لبني صنعتي مورد استفاده قرار گيرند.

  
  سپاسگزاري

محتـرم پژوهشـي دانشـگاه شـهيد مـدني      از معاونت     
آذربايجان و نيز رياست محترم پژوهشكده بيوتكنولوژي 
كشاورزي شمالغرب و غرب كشـور بخـاطر در اختيـار    
قراردادن امكانات پژوهشي اين تحقيـق تقـدير و تشـكر    

  گردد. مي
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Abstract 
   Probiotics are dietary supplements of live microorganisms which when consumed in adequate 
amounts, can have a beneficial effect on the host. Among all bacteria, lactic acid bacteria are the most 
common type that has been introduced as probiotics. These bacteria are present in dairy products and 
produce lactic acid during the fermentation process. The aim of this study was to isolate and identify 
the probiotics from microbial flora of milk and traditional yogurt in Kaleibar, Heris and Varzaghan 
areas. In this study, lactic acid bacteria were isolated by culture and identified based on biochemical 
properties and resistant to stomach acid and bile salts were evaluated. Then, for more accurate 
identification of the isolates, the 16S rRNA genes of Lactobacilli were amplified with specific primers 
and the purified PCR product was sent for sequencing. According to our results, 17 strains of 
Lactobacilli and 6 strains of Enterococci were reported in Kaleibar, Heris and Varzaghan areas which 
could be a good candidate for further investigation as probiotic. 
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