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 دهیچك

ه گوارش تجویز های زنده غیر بیماری زا هستند که برای بهبود تعادل میکروبی به ویژه در دستگا ها میکروارگانیسم پروبیوتیک مقدمه:

های پروبیوتیک است که به دلیل فواید افزایش دهنده سلامتی، به طور گسترده در صنایع  بیفیدوباکتریوم، یکی از مهم ترین گروه شوند. می
عات کافی در و پنیر از اجزای مهم رژیم غذایی هستند. با وجود این، بررسی متون نشان داد که مطال  گیرد. ماست غذایی مورد استفاده قرار می

سنتی تولید شده در شهرهای خاص خراسان   و پنیر پروبیوتیک صنعتی و  ویژه بیفیدوباکتریوم از ماست  ها به خصوص جداسازی پروبیوتیک
 PCRهای کشت و  رضوی وجود ندارد. لذا مطالعه حاضر با هدف جداسازی و شناسایی بیفیدوباکتریوم در این محصولات با استفاده از روش

 ام شد.انج

از شهرهای مشهد، نیشابور و گناباد در آوری شد. محصولات سنتی  نمونه پنیر جمع 16نمونه ماست و  06در مجموع  ها: مواد و روش

قرار گرفت. شناسایی  TOSاختصاصی   کشت استان خراسان رضوی جمع آوری شدند. هر نمونه تحت رقت، همگن سازی و کشت در محیط
که بر اساس  ISO  0609 ( :006 IDF )04491المللی  فاده از تکنیک شمارش کلونی بر اساس روش استاندارد بینها با است بیفیدوباکتری

( برای تایید PCRای پلیمراز ) های واکنش زنجیره های شاخص بود، انجام شد. سپس از روش آمیزی گرم کلنی مورفولوژی سلولی و رنگ
 ها استفاده شد.  نهایی این جدایه

ای یا  هایی با مورفولوژی نامنظم، میله ، بیفیدوباکتریTOSها بر روی محیط کشت اختصاصی  هوازی نمونه پس از کشت بی ها: يافته

برای ماست و پنیر صنعتی پروبیوتیک به  TOSهای سنتی و صنعتی مشاهده شد. فراوانی بیفیدوباکتریوم در محیط  دار در اکثر نمونه شاخه
 بود.  7/98و % 4/46ست و پنیر سنتی، %و در ما 166و % 9/99ترتیب %

های  ای از سویه جداسازی بیفیدوباکتریوم از ماست و پنیر سنتی نشان داد که این محصولات سنتی منبع امیدوارکننده گیری: نتیجه

رو فلور گوارشی ای شود که با میک های بومی ممکن است منجر به معرفی استارترهای منطقه پروبیوتیک هستند. در آینده، بررسی سویه
 جمعیت محلی سازگارتر است. با این حال، تعیین گونه نیاز به توالی و بررسی بیشتر دارد.

 

 PCR ،ماست ،ریپن، ومیدوباکتریفیب کلیدی: های واژه

 
 email: sabetis1994@gmail.com, Davoud.salarbashi3@gmail.com                                                    مکاتبات مسئول سندهینو *
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 مقدمه
ها توسط سازمان بهداشت جهانی و سازمان غذا  پروبیوتیک

های  میکروارگانیسم»عنوان  به 1و کشاورزی ملل متحد
مقدار کافی برای سلامتی  ها، به ای که مصرف آن زنده

تعریف شدند. واژه پروبیوتیک از زبان « میزبان مفید است
 Hotel)است  "برای زندگی"نای یونانی گرفته شده و به مع

and Cordoba, 2001) غذای پروبیوتیک به عنوان یک .
شود که حاوی  محصول فرآوری شده تعریف می

های پروبیوتیک زنده در زمینه مناسب و در  میکروارگانیسم
 ماست و پنیر. (Saxelin et al., 2003)غلظت کافی باشد 

 میزان دلیل به تخمیری محصولات مهمترینعنوان  به
لبنی  های فرآورده ترین محبوب از بالا، فسفر و کلسیم

 همو باکتری دو زیستی هم از باشند. ماست می تخمیری
0فرمنتاتیو

1
لاکتوباسیلوس  و 3استرپتوکوکوس ترموفیلوس 

9بولگاریکوسزیرگونه  دلبروکی
0

ای در  ت ویژهو اهمی تولید 
 .(Tesfaye et al., 2019)رژیم غذایی افـراد دارند 

های  هوازی ها به طور کلی به عنوان بی بیفیدوباکتری
ساز، غیر متحرک و کاتالاز منفی گرم مثبت، غیر اسپور

شوند که گلوکز را به طور انحصاری و از مسیر  شناخته می
های کمی  شکنند. همچنین جزو گونه فسفات می 0فروکتوز 

 CO2% 16هستند که قادر به سازگاری در اتمسفر حاوی 
. جنس (Perry and Staley, 1997)باشند  می

Bifidobacterium  متعلق به شاخهActinobacteria 
ها دارای مورفولوژی نامنظم هستند و  گونه ،است که در آن

ای  ای کوتاه و میله (، میلهclub-shaped) حنیبه صورت من
Y شوند ) شکل دو شاخه یا منشعب ظاهر میMadigan et 

al., 2004 ،تا  37℃(. دمای رشد بهینه این میکروارگانیسم

گونه در جنس  36باشد. در حال حاضر  می 91℃
گونه از منابع انسانی  16بیفیدوباکتریوم وجود دارند که 

گونه از روده یا  17وع و واژن(، )پوسیدگی دندان، مدف
شکمبه حیوانات، دو گونه از فاضلاب و یکی از شیر تخمیر 

. چندین گونه از (Kim et al., 2020)جدا شده است  شده،
های پروبیوتیک  های اصلی باکتری یکی از گروه ،این جنس

  .(Fontana et al., 2013)دهند  را تشکیل می

                                                   
(FAO)                                  2 Homofermentative 

4 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

های سنتی مبتنی بر کشت با عوامل انتخابی  روش
ها برای جداسازی پروبیوتیک  ترین روش همچنان محبوب

پژوهشگران در طول تاریخ بر . (Ho et al., 2022)هستند 
های کشت و  رویکردهای فنوتیپی کلاسیک )آزمایش

ها  بیوشیمیایی( برای تشخیص و شناسایی بیفیدوباکتری
هایی برای  اند. این رویکردها هنوز دارای ارزش تکیه کرده

های بیفیدوباکتری هستند،  و تشخیص برخی گونه شناسایی
توانند در تمایز  اما آنها اغلب، فشرده و زمان بر هستند و می

های  های نزدیک به هم مشکل ساز باشند. روش گونه
سریع، دقیق و قابل اعتماد برای تشخیص و شناسایی 

ها در یک جمعیت باکتریایی مخلوط به یک  بیفیدوباکتری
 ,Mianzhi and Shah)است  ل شدهچالش بزرگ تبدی

 یقرطشناسایی خصوصیات بیفیدوباکتریوم از  .(2017
رویکردهای ژنوتیپی مبتنی بر  ازهای مولکولی، عمدتاً  روش

 3 .(Satokari et al., 2003)اسید نوکلئیک بهره برده است 
و پنیر از این نظر منحصر به فرد هستند که   ماست

توانند حاوی هر دو کشت استارتر و پروبیوتیک باشند.  می
تفاوت عمده بین ماست و پنیر استاندارد و پروبیوتیک اضافه 

 بیفیدوباکتریوم بیفیدومپروبیوتیک مانند  های باکتریکردن 
های   یسمها میکروارگان  پروبیوتیک .(Ebojie, 2016) است

غیر پاتوژن و مفیدی هستند که شناسایی آنها در 
تواند منجر به جداسازی  محصولات لبنی سنتی نه تنها می

های پروبیوتیکی با خصوصیات ویژه شود، بلکه  باکتری
تواند دیدگاه مناسبی برای تولید انبوه محصولات لبنی  می

های پروبیوتیکی  سنتی که به طور طبیعی حاوی باکتری
 .(Koushki et al., 2014)ند به ما عرضه کند هست

های بالقوه  بنابراین، جداسازی و شناسایی انواع باکتری
تواند به  پروبیوتیک از محصولات لبنی مختلف سنتی می

ها برای استفاده در محصولات غذایی  حفظ این باکتری
 9. (Abiri et al., 2021)تخمیری و کاربردی کمک کند 

های  در مطالعات گذشته، در محصولات لبنی، باکتری
لاکتیک اسید به ویژه لاکتوباسیلوس با پتانسیل پروبیوتیکی 
شناسایی شدند و تاکنون جداسازی و شناسایی مولکولی 

ها از انواع ماست و پنیر سنتی در سه شهر  بیفیدوباکتریوم
مشهد، گناباد و نیشابور انجام نشده است. همچنین در 

ها بین  عات گذشته مقایسه مولکولی بیفیدوباکتریوممطال

                                                   
1 Food and Agriculture Organization of the United Nations  
3 Streptococcus thermophilus 
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انواع ماست و پنیر سنتی و صنعتی صورت نگرفته است. 
درحال حاضر فقط محصولات پروبیوتیک در سطح محدود 

های محدودی مانند  در برخی واحدهای لبنی و در فرآورده
شود. این مطالعه، با  انواع ماست و پنیر تولید و مصرف می

های  دیدگاه علمی از وضعیت وجود باکتریایجاد این 
های سنتی طبیعی، منجر به ترویج  پروبیوتیک در فرآورده

شود. بنابراین،  های سنتی می فرهنگ استفاده از فرآورده
هدف از انجام این مطالعه، جداسازی و شناسایی مولکولی 

ها از انواع ماست و پنیر صنعتی و سنتی است  بیفیدوباکتریوم
ها در  اساس الگوی مناسب برای تولید انبوه آنو بر این 

سطح صنعتی ایجاد خواهد شد که منجر به افرایش تولید و 
ها در دراز مدت خواهد شد؛ که این  مصرف این فرآورده

شود و منجر به  باعث خودکفایی در واردات استارتر می
 کاهش هزینه در تولید محصولات پروبیوتیک خواهد شد. 

 

 ها روشمواد و 
 شناسايی میكروبی بیفیدوباکتريوم -

ها بر اساس  شناسایی، شمارش و جداسازی بیفیدوباکتریوم
04491ISO 0609( :006 IDF )المللی  روش استاندارد بین

 bifidobacteria colony count technique روش
های  براساس مورفولوژی سلولی، رنگ آمیزی گرم کلنی

 .(ISO, 2024)شاخص انجام شد 
TOS-agar

های مورد  باعث رشد بیفیدوباکتریوم 1
شود، که توسط سایر  های لبنی می استفاده در فرآورده

 در این های اسید لاکتیک قابل استفاده نیستند. باکتری
استفاده  TOS-MUPمطالعه از محیط کشت اختصاصی 

های غیر هدف  شد. موپیروسین برای مهار رشد باکتری
 دهد پذیری محیط را افزایش می شود و گزینش اضافه می

(Roy, 2001) . 
های مشهد خریداری  های صنعتی از سوپرمارکت نمونه

های سنتی به طور تصادفی از  شدند، در حالی که نمونه
های لبنیات محلی در همان سه شهر تهیه شدند. تمام  مغازه
م انجا 1963ها، تحت نظارت بهداشت، در پاییز  آوری جمع

ها برای تجزیه و تحلیل بیشتر به  شد. سپس نمونه
 آزمایشگاه میکروبی غذا و داروی مشهد منتقل شدند. 

                                                   
2 Maximum Recovery Diluent 

آوری  نمونه پنیر جمع 16نمونه ماست و  06در مجموع 
 A ،B ،C ،Dنوع برند  8نمونه ماست پروبیوتیک از  4شد. 

ماست  11؛ Hو  F ،Gبرند  3نوع پنیر پروبیوتیک از  3؛ Eو 
( و G(، گناباد)Mشهر مشهد) 3پنیر سنتی از  7سنتی و 
از هر آوری شد.  ( استان خراسان رضوی جمعNنیشابور)
گرم وزن شد و با استفاده از  68/6گرم با دقت  16نمونه، 

MRDکننده پپتون نمکی ) رقیق
( به صورت سریالی رقیق 0

به  661/6لیتر از رقت  میلی 1برسد.  661/6شد تا به رقت 
لیتر از محیط  میلی 18تا  10ی منتقل و با یک پلیت خال

کشت مربوطه مخلوط شد. برای دقت بیشتر، هر آزمایش، 
انجام شد.  661/6بار تکرار با رقت  3با برای هر نمونه 

درجه  37ساعت در دمای  70تا  99ها به مدت  پلیت
هوازی انکوبه شدند و از جارهای  گراد تحت شرایط بی سانتی

محیط مناسب استفاده شد. پس از  هوازی برای حفظ بی
های  های بیفیدوباکتریوم بر اساس ویژگی انکوباسیون، کلنی

در مورفولوژیکی آنها، از جمله مورفولوژی کلنی و سلولی 
جداسازی شدند. فقط مشاهده و های انتخابی،  محیط
( یا CFUواحد تشکیل کلنی ) 366هایی که حاوی  پلیت

رنگ داشتند، برای بررسی  های سفید کمتر بودند و کلنی
 .(ISO, 2024)میکروسکوپی و مورفولوژیکی انتخاب شدند 

 
 PCRها به روش  تايید بیفیدوباکتريوم  -

، ابتدا استخراج PCRها به روش  برای شناسایی باکتری
DNA های گرم مثبت  به روش عمومی استخراج باکتری

از کیت  DNAبرای استخراج  صورت گرفت.
blackPREP Food DNA I Kit  شد. پس از  استفاده

کون، ، با استفاده از مستر میکس قرمز امپلیDNAاستخراج 
 S rRNA10ژن انجام شد و   PCRبرنامه دمایی و زمانی

با استفاده از  PCRتکثیر شد. در نهایت محصولات 
 Safeآمیزی با  ، با رنگw/v% 1الکتروفورز روی ژل آگارز 

Stain  شدند  ، مشاهده آبی مرئیو نمودار شدن در زیر نور
(Mashak, 2016).  ازS rRNA10یک قطعه ژن ، 

 یک کیلوبایتی با استفاده از آغازگرهای
7-f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')-5' و )

(5'AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') 261-r 
 شد.  تکثیر 
 

                                                   
1 Trans-galactosylated Oligosaccharide Agar  
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 ریتجزيه و تحلیل آما -

انجام  08نسخه  SPSS افزار آنالیزهای آماری توسط نرم
های حاصل توسط آزمون آماری  شد. مقایسه میانگین داده

chi-square  و تجزیه و تحلیل آماری با استفاده از
Crosstabs  68/6انجام شد. در نهایت مقادیر>p  دار  معنی

 تلقی شد.
 

  ها يافته
 بررسی ماکروسكوپی بیفیدوباکتريوم -

های مربوط به گونه بیفیدوباکتریوم بر روی محیط  لنیک
سفید مدور یا دوکی  ، متمایل به TOS-MUPکشت
ای شکل و یا برگ شبدری به قطر  ، تا حدودی ستاره1شکل
mm 1  تاmm 9   .مشاهده شدند ، 

 

 
Figure 1- Colonies of Bifidobacteria after incubation 

at 37 °C under anaerobic conditions for 48–72 h on 

TOS culture medium 

پس از انكوباسیون در  بیفیدوباکتريومهای  کلنی -1شكل 

هوازی به  گراد تحت شرايط بی درجه سانتی ۷۳دمای 

 TOSساعت در محیط کشت  ۳2تا  4۴مدت 

 

 بررسی حضور بیفیدوباکتريوم در انواع ماست و پنیر -

، Aنوع برند  8ماست پروبیوتیک از  4در این مطالعه 
B ،C ،D ،E  که از برند(A  وE ،0  تاریخ تولید متفاوت و از

ماست سنتی  11و  تاریخ تولید متفاوت تهیه شد.( D ،3برند 
نمونه  9آوری شد؛ که  شهر استان خراسان رضوی جمع 3از 

نمونه از  3و  (G) نمونه از شهر گناباد 9، (M) از شهر مشهد
باکتری بیفیدوباکتریوم در  از نظر وجود (N) شهر نیشابور
مورد  661/6بار تکرار با رقت  3با  TOS  محیط کشت

های  بررسی قرار گرفت؛ که وجود و عدم حضور کلنی
باشد. با  می 1مشاهده شده به صورت کمی به شرح جدول 

های صنعتی  ، بیفیدوباکتریوم در ماست1توجه به جدول 
                                                   
1 Lenticular 

های سنتی  ی ماست و در همه 0Eو  A2 ،B ،Cپروبیوتیک 
 (، مشاهده شد. M1) های سنتی مشهد به جز یکی از ماست

، Fبرند  3پنیر پروبیوتیک از  3همچنین در این مطالعه 
G ،H  شهر استان خراسان رضوی  3پنیر سنتی از  7و

نمونه از  0، (M) نمونه از شهر مشهد 3آوری شد؛ که  جمع
ظر وجود از ن (N) نمونه از شهر نیشابور 0و  (G) شهر گناباد

بار تکرار  3با  TOSباکتری بیفیدوباکتریوم در محیط کشت 
مورد بررسی قرار گرفت؛ که وجود و عدم  661/6با رقت 

های مشاهده شده به صورت کمی به شرح  حضور کلنی
ذکر شده است،  0باشد. همانطور که در جدول  می 0جدول 

ی  های پنیر صنعتی پروبیوتیک و همه در تمام نمونه
های پنیر سنتی، به جز در یکی از پنیرهای سنتی  نمونه
 (، بیفیدوباکتریوم مشاهده شد.G2) گناباد

، از نظر وجود بیفیدوباکتریوم تفاوت 3با توجه به جدول 
معناداری بین انواع ماست سنتی و صنعتی پروبیوتیک وجود 

انواع ماست، بیفیدوباکتریوم  76دارد و به صورت کلی، در %
به تفکیک صنعتی و سنتی به ترتیب مشاهده شد؛ که 

 0 باشد. می 4/46و % %9/99
شود، از نظر وجود  مشاهده می 9همانطور که در جدول 

بیفیدوباکتریوم تفاوت معناداری بین انواع پنیر سنتی و 
 46صنعتی پروبیوتیک وجود ندارد و به صورت کلی، در %

انواع پنیر، بیفیدوباکتریوم مشاهده شد؛ که به تفکیک 
 باشد. می 7/98 % و 166نعتی و سنتی به ترتیب %ص

ی مشاهده و عدم مشاهده بیفیدوباکتریوم در  مقایسه
و  1های  کلشدر انواع ماست و پنیر در  TOSمحیط کشت 

 است. نشان داده شده  0
 

 بیفیدوباکتريوم بررسی میكروسكوپی -

 .است آمده 0شکل  در ها باکتری آمیزی رنگ تصاویر
کوتاه و  یا لهیمبا مورفولوژی ها گرم مثبت  یومدوباکتریفیب

مشاهده شکل دوشاخه  Y یا لهیو م (club-shapedی )منحن
 .شدند

، تقریبا ادعای بیشتر محصولات با 8با توجه به جدول 
، انواع 0Aنتایج مشاهده شده تطابق دارد؛ به جز ماست 

که نتایج مشاهده شده برخلاف  1Eو ماست  Dماست برند 
مشاهده  8همانطور که در جدول  باشد. صول میادعای مح

 0صنعتی پروبیوتیک، ادعای   برند ماست 8از بین شود،  می

                                                   
1 Lenticular 
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ها  برند پنیر پروبیوتیک، ادعای تمام آن 3برند و از بین 
کاملا با نتایج آزمایشات میکروبی تطابق داشت. بنابراین، 

به  PCRبرای تایید صحت نتایج آزمون میکروبی از روش 
 تست نهایی استفاده کردیم. عنوان

 

 
Figure 2- Microscopic morphology of Bifidobacteria isolated from yoghurt and cheese samples. 

 های ماست و پنیر. های جدا شده از نمونه بیفیدوباکتريومشناسی میكروسكوپی  ريخت -2شكل 
    

شهر خراسان  ۷های صنعتی پروبیوتیک و سنتی  در ماست TOSهای مشاهده شده در محیط کشت  تعداد کلنی -1 جدول

 رضوی

Table 1- Number of colonies observed in TOS culture medium in industrial probiotic and traditional yogurts in 3 

cities of Khorasan Razavi 

Sample TOS (cfu/g) 
Yogurt A1 <1000 

Yogurt A2 1.8×107 

Yogurt B 4.32×106 

Yogurt C 2.88×106 

Yogurt D1 <1000 

Yogurt D2 <1000 

Yogurt D3 <1000 

Yogurt E1 <1000 
Yogurt E2 5×105 

Traditional yogurt M1 <1000 
Traditional yogurt M2 6×105 
Traditional yogurt M3 105 
Traditional yogurt M4 1.8×107 
Traditional yogurt G1 1.4×105 
Traditional yogurt G2 8×104 
Traditional yogurt G3 5.4×106 
Traditional yogurt G4 7×105 
Traditional yogurt N1 2.16×106 
Traditional yogurt N2 2.16×107 
Traditional yogurt N3 2.88×107 

 

 شهر خراسان رضوی ۷های صنعتی پروبیوتیک و سنتی  در پنیر TOSهای مشاهده شده در محیط کشت  تعداد کلنی -2 جدول

Table 2- Number of colonies observed in TOS culture medium in probiotic industrial and traditional cheeses in 3 

cities of Khorasan Razavi 

Sample TOS (cfu/g) 

Cheese F 5×105 

Cheese G 3.6×106 

Cheese H 2.04×106 

Traditional cheese M1 5×105 

Traditional cheese M2 105 

Traditional cheese M3 1.8×107 

Traditional cheese G1 1.8×107 

Traditional cheese G2 <1000 

Traditional cheese N1 3.6×106 

Traditional cheese N2 3.6×106 
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و در  یو سنت یماست صنعت یها در نمونه TOSکشت  طیدر مح وميدوباکتریفیبو درصد حضور و عدم حضور  یفراوان -۷ جدول

 مجموع
Table 3- Frequency and percentage of the presence and absence of Bifidobacteria on TOS culture medium in 

industrial and traditional yogurt samples, and in total. 

Yogurt type Bifidobacteria absent (N, %) Bifidobacteria present (N, %) Total (N, %) Fisher's exact test result 

Industrial 5 (55.6%) 4 (44.4%) 9 (100%) 

P-Value= 0/49 Traditional 1 (9.1%) 10 (90.9%) 11 (100%) 

Total 6 (30%) 14 (70%) 20 (100%) 

 

 و در مجموع یو سنت یصنعت ریپن یها در نمونه TOSکشت  طیدر مح وميدوباکتریفیبو درصد حضور و عدم حضور  یفراوان- 4 جدول

Table 4- Frequency and percentage of the presence and absence of Bifidobacteria on TOS culture medium in 

industrial and traditional cheese samples, and in total 

Cheese type Bifidobacteria absent (N, %) Bifidobacteria present (N, %) Total (N, %) Fisher's exact test result 

Industrial 0 (0%) 3 (100%) 3 (100%) 

P-Value = 1 Traditional 1 (14.3%) 6 (85.7%) 7 (100%) 

Total 1 (10%) 9 (90%) 10 (100%) 

 

 
 

Figure 3- Presence and absence of Bifidobacteria in TOS culture medium among industrial and traditional yogurt 

samples 

 یو سنت یماست صنعت یها در نمونه TOSکشت  طیدر مح مويدوباکتریفیبحضور و عدم حضور  -۷ نمودار

 

 
 

Figure 4- Presence and absence of Bifidobacteria in TOS culture medium among industrial and traditional cheese 

samples 

 ینتو س یصنعت پنیر یها در نمونه TOSکشت  طیدر مح وميدوباکتریفیب حضور و عدم حضور -4 نمودار
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ها به روش  نتايج شناسايی بیفیدوباکتريوم -
PCR 

ها  نمونه مشکوک از بین تمام نمونه 4برای تایید نهایی، 
 PCR، نتایج 8انجام شد. با توجه به شکل  PCRانتخاب و 

 باشد. می 0به شرح جدول 
 A2  ،D1 های ماست ، به جز نمونه0با توجه به جدول 

 

ها کاملا با هم  ونهسایر نم PCR، نتایج میکروبی و E1 و
، با در نظر 0مطابقت دارند. بنابراین با توجه به جدول 

برند  3، به عنوان تست تاییدی، ادعای PCRگرفتن نتیجه 
 )مشاهده میکروسکوپی( برخلاف آنچه E1و  A2  ،D1ماست

 باشد. ذکر شد، صحیح می 8که در جدول 

 مقایسه ادعای محصولات صنعتی پروبیوتیک با نتایج مشاهده شده -5جدول 

Table 5- Comparison of claims of industrial probiotic products with observed results 

Compliance or non-

compliance with 

product claims 
Observed result Product Claim Product 

type 

It complies with the 

product claim. 
Bifidobacteria 

were not observed. Streptococcus thermophilus and Lactobacillus 
bulgaricus/Starter: Lactobacillus L. Casei 

Yogurt A1 

It does not comply with 

the product claim. 
Bifidobacteria 

were observed. 
Yogurt A2 

It complies with the 

product claim. 
Bifidobacteria 

were observed. 

Lactobacillus delbrueckii subspecies bulgaricus, 
Streptococcus thermophilus/Starter: Bifidobacterium animalis 

subspecies lactis or Lactobacillus acidophilus or 
Lactobacillus casei 

Yogurt B 

It complies with the 
product claim. 

Bifidobacteria 

were observed. 
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus/Starter: 

Lactobacillus acidophilus or Bifidobacterium bifidium Yogurt C 

It does not comply with 

the product claim. 
Bifidobacteria 

were not observed. 

Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii 
subspecies bulgaricus/Starter: Lactobacillus acidophilus and 

Bifidobacterium 

Yogurt D1 
& D2 

It does not comply with 

the product claim. 
Bifidobacteria 

were not observed. 
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium Yogurt D3 

It does not comply with 

the product claim. 
Bifidobacteria 

were not observed. 
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus/Starter: 

Bifidobacterium lactis Yogurt E1 

It complies with the 

product claim. 
Bifidobacteria 

were observed. 
Bifidobacterium lactis Yogurt E2 

It complies with the 
product claim. 

Bifidobacteria 

were observed. 
Bifidobacterium lactis or Lactobacillus acidophilus Cheese F 

It complies with the 
product claim. 

Bifidobacteria 

were observed. 
Bifidobacterium or Lactobacillus acidophilus Cheese G 

It complies with the 
product claim. 

Bifidobacteria 

were observed. 
Bifidobacterium Cheese H 

 

 
Figure 3- PCR amplification of Bifidobacteria isolates. 

M: DNA ladder; Bifido: reference Bifidobacteria strain; C⁺ : positive control; C⁻ : negative control; lanes 3, 8, 13, 16, 20, 
and 24: positive samples (~1500 bp); lanes 1, 7, and 28: negative samples. 

 .ها یدوباکتریفیب یها هياز جدا PCR ریتكث -۷شكل
 M نردبان :DNA ؛ها یدوباکتریفیمرجع ب هی: سوها یدوباکتریفیب؛ C⁺ :مثبت؛ کنترل C⁻ :یها : نمونه09و  06، 10، 13، 9، 3 یها فیرد ؛منفی کنترل 

 .یمنف یها : نمونه09و  7، 1 یها فیجفت باز(؛ رد 1866مثبت )حدود 
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 منتخب ریاست و پننمونه م 9در  TOSکشت  طیمح یرو یکیمورفولوژ دییبا تا PCR جینتا سهیمقا -6 جدول

Table 6- Comparison of PCR results with morphological confirmation on TOS in nine selected yogurt and cheese 

samples 

Sample 

No. 
Sample type 

Morphological confirmation in the TOS 

agar medium culture 

Final confirmation test result by 

PCR method 

1 Traditional yogurt M1 - - 

3 Traditional yogurt G1 + + 
7 Yogurt A2 + - 
8 Yogurt D1 - + 
13 Traditional yogurt N3 + + 
16 Yogurt E1 - + 
20 Traditional cheese M1 + + 
24 Cheese G + + 
28 Traditional cheese G2 - - 

 

 بحث

بیفیدوباکتریوم  گونه به مربوط های کلنیحاضر،  مطالعهدر 
سفید مدور  ، متمایل به TOS-MUPمحیط کشت روی بر

بدری ای شکل و یا برگ ش یا دوکی شکل، تا حدودی ستاره
به صورت . شدند ، مشاهدهmm 9تا  mm 1به قطر 

های مشاهده شده در ماست و پنیر  میانگین تعداد کلنی
و  CFU/g 160×90/0صنعتی پروبیوتیک به ترتیب 

و در ماست و پنیر سنتی به ترتیب  68/0×160
CFU/g160×68/7  بود.  00/0×160و 

 ( انجام شد،0610) Mashakای که توسط  مطالعه
 ومیدوباکتریفیب یها هیکشک زرد از نظر وجود سو یها نمونه
 یتعداد کلن ،مطالعه با این مطابققرار گرفت.  یبررس مورد

 از ومیدوباکتریفیفرض شده ب یها زولهیا یبرا
log CFU/mL 0337  هیتوص نییحد پا .بود ریمتغ 7317تا 

 تعداد ی( براIDF) اتیلبن یالملل نیب ونیشده توسط فدراس
است.  CFU/mL 160ی در محصولات لبن ها یتردوباکیفیب

 ایو گرد  دیسف یها یکلن ورتکه به ص هیپنجاه و چهار جدا
در  ومیدوباکتریفیآگار ظاهر شدند، ب mMRS یرو یدوک

به  هیجدا 10ها، تنها  هیجدا نیا نینظر گرفته شدند. از ب
 ,Mashak) شدند ییشکل شناسا یا لهیمو  +Gعنوان 

. محصول لبنی در این مطالعه با مطالعه حاضر (2016
 ،هر دو مطالعه یها افتهیحال،  نیبا اباشد؛  متفاوت می

تریوم شناسایی بیفیدوباک را در مورد یمشاهدات مشابه
 دهد. نشان می

شامل که ( 0606و همکاران ) Elobaidدر مطالعه 
 یفرآورده لبن چهاراز  ومیدوباکتریفیب ییو شناسا یجداساز
 36در مطالعه فعلی،  شد. ینمونه جمع آور 06 بود، مختلف

محصولات ی لبنی جمع آوری شد.  نوع فرآورده 0نمونه از 
( 0606)همکاران  و Elobaid مورد استفاده در مطالعه یلبن

 ریز یارهایبا دقت انتخاب شدند تا مع همانند مطالعه حاضر،
 تیجمع نیدر ب دیرا برآورده کنند: الف( محصولات با

 یمحبوب باشند و به طور منظم مصرف شوند و ب( برا
مورد استفاده، در دسترس بودن  یمحصولات تجار

 هسازند دییبه تا ازیدر محصولات ن ومیدوباکتریفیب
 نیمحصولات مورد استفاده در ا ی داشت.محصولات تجار

نوع صنعتی پروبیوتیک و سنتی  0ماست و پنیر در مطالعه 
که ( 0606)و همکاران  Elobaidبود که با محصولات 
 گاو ریش ریکف، زهیماست پاستور یدنیشامل پودر ماست، نوش

در مطالعه . ، تا حدودی متفاوت بودبود یماست خانگ و
Elobaid کیبا استفاده از  هر نمونه، ( 0606) همکاران و 

 یانتخاب طیآگار به عنوان مح  MRS صفحه کیبه  لوپ
درجه  37 یدر دما یهواز یشد. سپس به صورت ب حیتلق

ها با رنگ  هیجدا .ساعت انکوبه شد 99به مدت  گرادیسانت
اما  شدند. دییتأ نیروسیها به موپ آن تیگرم و حساس یزیآم

استفاده  -MUP  TOSضر از محیط کشت در مطالعه حا
گرم  یزیحاصل از مشاهدات رنگ آم یمورفولوژشد. 

 یدیکل یساختار یها یژگیو وم،یدوباکتریفیب یها هیجدا
 Y یا لهیرا نشان داد که شامل ساختار م ومیدوباکتریفیب

که همراستا با مشاهدات مطالعه  است یا شکل دوشاخه
شکل به طور  یا لهیختار مبا سا ومیدوباکتریفیبحاضر است. 

 یها نمونه یگرم برا یزیمشخص در مشاهده رنگ آم
 06 از. شد دهید زهیماست پاستور یدنیگرفته شده از نوش

شده به عنوان  ییشناسا زولهیشده، شش ا شینمونه آزما
 Man Rogosa Sharpeآگار یبر رو ومیدوباکتریفیب

(MRS)  یها شیو با آزما شد جدامنبع مختلف  9از 
 نیروسیآن به موپ تیگرم و تست حساس یزیآم رنگ

از  هیجدا کیو  یاز ماست خانگ هیپنج جدا. شد ییشناسا
 ,.Elobaid et al) به دست آمد زهیماست پاستور یدنینوش
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نمونه  9ی، بیفیدوباکتریوم در اساس مطالعه فعل بر. (2020
 11نمونه از  16نمونه ماست صنعتی پروبیوتیک و  4از 

 ی پنیرهای نمونه ماست سنتی و در گروه پنیرها، همه
نمونه پنیر سنتی  7نمونه از  0صنعتی پروبیوتیک و در 

 مشاهده شد.   
 یگاوها یبر رو (،0601و همکاران ) Tayeمطالعات 

 یاز محصولات لبن LAB ییو شناسا یجداساز یبرا ردهیش
و اطراف آن  یوپیات یدار، شمال غرب ریموجود در شهر باه

س بر اسایی ایباکتر هیجدا 91در مجموع  انجام شد. 
 یها شیآزما ریو سای انتخاب یها طیرشد در مح یمورفولوژ

مانند  LABتحت پنج جنس مختلف  ییایمیوشیب
%(، 49/01) لاکتوکوکس ،(%09339) لوسیلاکتوباس

استرپتوکوک  ،%(31/7) وکوکی%(، پد09/19لوکونوستوک )
و  ریخام، پن ریاز ش %(14/10) ومیدوباکتریفیو ب %(81/14)

 عیشا لوسیلاکتوباس یها شدند. گونه ییشناسا و ماست جدا
 یها نسج انیدر م ماستو  ریجدا شده از ش LAB نیتر

لاکتوکوکس و  یها حال، گونه نیشده بودند. با ا ییشناسا
 Taye) شد افتی ریدر پن یشتریبه نسبت بیوم دوباکتریفیب

et al., 2021). مطالعه حاضر 9و  3اول با توجه به جد ،
محصول لبنی ماست و  0نشان داد که به صورت کلی بین 

پنیر صرف نظر از نوع صنعتی پروبیوتیک و سنتی، در 
(، بیفیدوباکتریوم بیشتری نسبت به 46های پنیر )%    نمونه
( وجود دارد؛ که این نتیجه مشابه 76های ماست )% نمونه

 ( بود.0601و همکاران ) Tayeنتیجه 
TOS-agar  های مورد  رشد بیفیدوباکتریومباعث

و آنتی بیوتیک  دشو های لبنی می استفاده در فرآورده
(MUP)موپیروسین لیتیوم سالت 

های  ، رشد اغلب باکتری1
 های لبنی اسید لاکتیک را که به طور معمول در فرآورده

های لبنی غیر تخمیری استفاده  و فرآورده تخمیری
به دلیل انتخابی بودن آنتی  کند. یشوند، را مهار م می

های شاخص ماست  ، هیچکدام از باکتریMUPبیوتیک 
 لاکتوباسیلوس دلبروکئی، استرپتوکوکوس ترموفیلوس)

، و لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس( و نیز بولگاریکوسزیرگونه 
روی  لاکتوباسیلوس رامنوسوسو  لاکتوباسیلوس کازئی

. بنابراین، در این کنند ، رشد نمیTOS-agarکشت   محیط
استفاده  TOS-MUPمطالعه از محیط کشت اختصاصی 

Mashak (0610 ،)شد. در همین راستا، در مطالعه 
                                                   
1 mupirocin lithium salt 

 زیتما یبرا نیروسیموپ تیحساس یها شیآزما
ی ها یژگیو رایانجام شد، ز ها لیاز لاکتوباس ها یدوباکتریفیب

دارند.  یهر دو جنس همپوشان ییایمیوشیو ب کشت
که  یمقاوم هستند، در حال نیروسیها به موپ یردوباکتیفیب

 . (Mashak, 2016) ها به آن حساس هستند لیلاکتوباس
به  PCRاز همانطور که گفته شد در این مطالعه  

 ژنعنوان تست تایید نهایی استفاده شد. برای این منظور 
SrRNA10 پرایمرهای( یآغازگرها و( 

7-f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')-5' ) و
(5'AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') 261-r 

 bp 1866ند. نتیجه این تکثیر یک قطعه حدودا شد تکثیر 
نمونه پس از  0 مورد آزمایش، نمونه 4به این ترتیب از  بود.

 تشکیل باند دادند. 8تکثیر با آغازگر مطابق با شکل 
 هیو سه جدا یس(، 0609و همکاران ) Salehدر مطالعه 

 یمرهایو با استفاده از پرا یمختلف جمع آور ییایباکتر
و  یکیمورفولوژ ،ییایمیوشیاز نظر ب PCR یاختصاص

 یها هیجدا یمولکول ییشناسا شدند. ییشناسا یمولکول
انجام شد.  یاختصاص یمرهایبا استفاده از پرا ومیدوباکتریفیب

 مریپرا نیمختلف استفاده شد. اول یاز چهار آغازگر اختصاص
(g-bifid )جنس  ییشناسا یبرا یعموم مریپرا کی

Bifidobacterium شده یجمع آور هیجدا 33از بین . بود، 
در  یآغازگر واکنش داده و نوار نیبا ا هیجدا 13تنها 

کردند.  دیجفت باز تول 803جفت باز تا  894 نیب یها ازهاند
نشان داد  یو مولکول ییایمیوشیب ،یکیمورفولوژ شاتیآزما

 .شدند ییشناسا یدوباکتریفیبه عنوان ب هیجدا 13که 
ها به دست آمد که  از انواع ماست زولهیتعداد ا نیشتریب

و پس از آن انواع  دیدرصد رس 93درصد آن به حدود 
. در رتبه دیدرصد رس 36ها به  زولهیکه درصد ا ریشمختلف 

درصد و در  10ها به  هیسوم عسل قرار دارد که درصد جدا
در . (Saleh et al., 2024) دیدرصد رس 4به  ایسو تینها

ا ی بو مولکول یکیمورفولوژمطالعه حاضر هم شناسایی 
ی انجام شد که درصد اختصاص یمرهایاستفاده از پرا

و پنیر صنعتی  بیفیدوباکتریوم مشاهده شده در ماست
درصد و در ماست و پنیر  166و  9/99پروبیوتیک به ترتیب 

 0 درصد بود. 7/98و  4/46سنتی به ترتیب 
 یها نمونه Raghav (0601،) و Maliniدر مطالعه 

 یبرا هند راجستان التیدر مزرعه ا شده دیشتر تول ریش

                                                   
1 mupirocin lithium salt 
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شد.  یجمع آور LAB کیوتیپروب یها یباکتر یجداساز
کشت  طیمح یشده رو یغن مونهتوسط ن یسازجدا ندیفرآ

MRS طیجدا شده در شرا یها یشد و باکتر لیآگار تکم 
ساعت انکوبه  09گراد به مدت  یدرجه سانت 37 یهواز یب

جدا شده با استفاده از روش  ییایباکتر یها شدند. کشت
شدند. روش  ییمشخص و شناسا DNA یابی یتوال

. اردد S rRNA10 ژن یبه شباهت توال یبستگ ییشناسا
 8شتر و  رینمونه ش 11از  ،یشگاهیآزما یپس از غربالگر

و  یمنف دازیگرم مثبت، اکس هیسو 96خام،  رینمونه ش
 هیاسپورساز که به عنوان سو ریو غ یکاتالاز منف یباکتر
شدند.  یدر نظر گرفته شدند، جداساز کیلاکت دیاس یباکتر
به  یکیولوژیو ب یکیولوژمورف اتیها بر اساس خصوص هیجدا

: انتروکوک، افتندی زیتما ریبه شرح ز LABپنج جنس 
، کازئی لوسیپلانتاروم، لاکتوباس لوسیلاکتوباس
جدا DNA  .ومیدوباکتریفیو ب لوسیدوفیاس لوسیلاکتوباس

 8F)و  (rRNA   S101492Rیاختصاص مریشده با پرا
مطالعه  نی. ا(Malini and Raghav, 2021) شد ریتکث

. در مطالعه حاضر از کرد دییشتر تا ریش را در LABحضور 
یفیدوباکتریوم برای جداسازی ب TOS-MUPمحیط کشت 

در محصولات ماست و پنیر سنتی و صنعتی استفاده شد؛ 
 و Maliniبنابراین در این مطالعه، برخلاف مطالعه 

Raghav (0601 فقط بیفیدوباکتریوم شناسایی شد. ژن ،)
استفاده شده در هردو مطالعه یکسان بود، اما از پرایمرهای 

 متفاوتی استفاده شد.
بر کشت به  یمبتن یروش هااز  کی چیکه ه ییاز آنجا
 ستند،ین یها انتخاب یدوباکتریفیب ییشناسا یبرا یاندازه کاف

 ،ییکارا لیکه به دل یمولکول کیتکن کی - PCRاز  دیبا
تعلق  دییتأ یبرا -سرعت و دقت بالا شناخته شده است 

با شود. استفاده  ومیدوباکتریفیجدا شده به جنس ب یها هیسو
شده، شناسایی بیفیدوباکتریوم از  توجه به مطالعات انجام

انواع محصولات مانند: ماست، پنیر، شیر، کشک زرد، روغن 
های مختلفی  ی ژن به وسیله PCRو کره و عسل؛ با روش 

ها و انواع  و سایر ژن 16S rRNA ،tuf ،hsp60از جمله 
 یها یباکترشود. در مطالعه حاضر،  پرایمرها انجام می

و پنیر پروبیوتیک صنعتی و ماست  ماستاز بیفیدوباکتریوم، 
با استفاده از کشت و  شهر خراسان رضوی 3ی سنت و پنیر
  شدند. ییو شناسا یجداسازSrRNA10ژن  ، PCRروش 

 گیری نتیجه
 ریاز ماست و پن ها ومیدوباکتریفیب زیآم تیموفق یجداساز

محصولات ممکن است به  نیکه ا دهد ینشان م یسنت
عمل  کیوتیپروب یها هیاز سو یا دهدوارکننیعنوان منابع ام

توسعه  تواند یم یبوم یها هیسو یبررس نده،یآ در کنند.
دستگاه  کروفلوریرا که با م یا آغازگر منطقه یها کشت

 نیکند. با ا لیسازگارتر هستند، تسه یمحل تیگوارش جمع
موجود در  یها نکته مهم است که گونه نیحال، توجه به ا
 یعیطب یها متفاوت از گونه ممکن است یمحصولات لبن
مطابق با  انسان رفتار کنند. یوتایکروبیموجود در م

 یمتنوع یبوم کیوتیپروب یها هیمطالعه، سو نیا یها افتهی
ها  استان ریدر سا یسنت یممکن است از محصولات لبن زین

 توانند یم ها هیسو نیو کشت، ا یجدا شوند. پس از جداساز
مورد  ،یتجار اتیلبن دیله تولاز جم ،یصنعت یدر کاربردها

از  تواند یم نهیزم نیدر ا شتریب قاتیتحق .رندیاستفاده قرار گ
 یها روش ای PCRبر  یمبتن یاضاف یها کیکاربرد تکن

مند شود. با توجه به تعداد محدود  بهره یتوال نییتع شرفتهیپ
 ییو شناسا یجداساز نهیمطالعات انجام شده در زم

در استان  یاز محصولات لبن ومیدوباکتریفیب یها گونه
کامل  ییشناسا یبرا یتر جامع قاتیتحق ،یخراسان رضو

 یکیوتیپروب لیپتانس یابیدر سطح گونه و ارز ها هیسو نیا
 است. ازیآنها مورد ن
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Abstract 
 

Introduction: Probiotics are live, non-pathogenic microorganisms that are administered to 

improve microbial balance, especially in the gastrointestinal tract. Bifidobacterium is one of 

the most important groups of probiotics that is widely used in the food industry due to its 

health-promoting benefits. Yogurt and cheese are important components of the diet. However, 

a review of the literature showed that there are insufficient studies on the isolation of 

probiotics, especially Bifidobacterium, from industrial and traditional probiotic yogurt and 

cheese produced in specific cities of Khorasan Razavi. Therefore, the present study aimed to 

isolate and identify Bifidobacterium in these products using culture and PCR methods.  

Materials and Methods: A total of 20 yogurt samples and 10 cheese samples were collected. 

Traditional products were collected from the cities of Mashhad, Neyshabur, and Gonabad in 

Khorasan Razavi province. Each sample was diluted, homogenized, and cultured in a specific 

TOS culture medium. Bifidobacteria were identified using the colony counting technique 

according to the international standard method ISO 2024: (220 IDF) 29981, which was based 

on cell morphology and Gram staining of the indicator colonies. Then, polymerase chain 

reaction (PCR) methods were used for the final confirmation of these isolates. 

Results: After anaerobic cultivation of the samples on the TOS specific culture medium, 

bifidobacteria with irregular, rod-shaped or branched morphology were observed in most of 

the traditional and industrial samples. The abundance of Bifidobacterium in TOS medium for 

industrial probiotic yogurt and cheese was 44.4% and 100%, respectively, and in traditional 

yogurt and cheese, 90.9% and 85.7%. 

Conclusion: Isolation of Bifidobacterium from traditional yogurt and cheese showed that 

these traditional products are a promising source of probiotic strains. In the future, 

investigation of indigenous strains may lead to the introduction of regional starters that are 

more compatible with the intestinal microflora of the local population. However, species 

determination requires further sequencing and investigation. 
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