
 

 انو همكار صبا دارائی

 

65 

 
ي و تغذيه

علوم غذاي
ن

ستا
/ زم

 
1402
 

سال 
 /

ت و يکم
س

بی
 

شماره 
 /

1
                

  
      

                        
          

  
          
   

  
      

               
     

  
            

   
 

    
F

o
o

d
 T

ech
n

o
lo

g
y

 &
 N

u
tritio

n
 / W

in
ter 2

0
2
4

 / V
o

l. 2
1
 / N

o
. 1

 
 

 

های لاکتوباسیلوس از محصولات  نگاری باکتری جداسازی، شناسايي و انگشت

تعیین روابط ژنتیکي بین آنها با استفاده  لبني و تخمیری سنتي استان لرستان و

  RAPD-PCRاز تکنیک 
 

 *c، کامران سمیعیb، بهروز دوستیaصبا دارائی

 
a آباد، ایران. آباد، دانشگاه آزاد اسلامی، خرم شناسی، واحد خرم دانشجوی کارشناسی ارشد گروه زیست 

b آباد، ایران. آباد، دانشگاه آزاد اسلامی، خرم شناسی، واحد خرم دانشیار گروه زیست 
c آباد، ایران. اد اسلامی، خرمآباد، دانشگاه آز نباتات، واحد خرم استادیار گروه زراعت و اصلاح 

 

 
 

 26/06/1402 مقاله: پذیرش تاریخ   20/04/1402 مقاله: دریافت تاریخ

DOI. 10.30495/jftn.2023.74174.11265 
 

 چکیده

 لاکتیک اسید های باکتری شناسایی. هستند گوارش دستگاه فلور میکرو طبیعی و اصلی اجزای( LAB) لاکتیک اسید های: باکتریمقدمه

  .ای برخوردار است ه از اهمیت ویژ غذایی صنایع در کاربرد و پایه مطالعات برای

های ماست محلی و ترخینه سنتی از مناطق مختلف استان  های اسید لاکتیک طبیعی، نمونه : جهت جداسازی باکتریها مواد و روش

های گرم مثبت و  آوری شد. پس از جداسازی باکتری لرستان با در نظر گرفتن فواصل جغرافیایی مناسب و شرایط آب و هوایی مختلف جمع
تکثیر و پس از همردیفی  16SrDNAتیک انتخاب و سپس با استفاده از آغازگرهای اختصاصی، ژن باکتری اسید لاک 20کاتالاز منفی، تعداد 

آغازگر  4های مورد مطالعه، از  ، نوع باکتری تعیین گردید. به منظور برآورد تنوع ژنتیکی بین باکتریNCBIو مقایسه با بانک اطلاعاتی 
 های مورد مطالعه انجام گرفت.  یکی بین باکتریاستفاده شد. در انتها درخت فیلوژنت RAPD-PCRنشانگر 

بیوتیک کانامایسین و آمیکاسین مقاوم و به  های مورد مطالعه به آنتی بیوگرام مشخص شد که تمامی باکتری : براساس آزمون آنتیها يافته

درصد شباهت و  97از ترخینه با های جداسازی شده  های جنتامایسین، ونکومایسین و تتراسایکلین حساس بودند. باکتری بیوتیک آنتی
 94درصد شباهت در گروه  مشابهی قرار گرفتند. دو سویه باکتری جداسازی شده از ماست با  89های جداسازی شده از ماست با  باکتری

د که این دو شباهت داشتند. در رابط با دو سویه باکتری جداسازی شده از نمونه ترخینه، نتایج نشان دا L.rhamnosusدرصد به باکتری 
، RAPD-PCRبندی توسط نشانگر  شباهت دارند. براساس نتایج گروه L.pentosusگونه   درصد به باکتری 98باکتری با شباهت 

گروه دادند و یک ژنوتیپ به تنهایی یک گروه تشکیل داد. در رابطه با  6درصد تشکیل  57های مورد مطالعه در ضریب تشابه  باکتری
های  های باکتری جداسازی شده از محصولات سنتی مناطق جغرافیایی مشابه، در گروه بندی به دست آمده، نمونه گروهفواصل جغرافیایی و 

 نزدیک به هم قرار گرفتند.

های اسید  تر گونه و سویه باکتری تواند در شناسایی دقیق : نتایج به طور کلی نشان داد که استفاده از نشانگرهای ژنتیکی میگیری نتیجه

 تیک محصولات لبنی و تخمیری بسیار کارا باشد.لاک
 

 ، فیلوژنتیکRAPD-PCRاسید لاکتیک، لاکتوباسیلوس،  :کلیدی های واژه
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 مقدمه
 مورد استفاده بشر های تکنیک ترین قدیمی از یکی تخمیر

 استفاده غذایی مواد فرآوری و نگهداری برای که بوده
با توجه به فواید متعدد  .(Sharma et al., 2020شود ) می

فرآیند تخمیر و غذاهای تولید شده در این فرآیند، توجه 
 تخمیر غذاهای. شود ای به این گروه از مواد غذایی می ه ویژ

 فعال پپتیدهای نظیر زیستی ترکیبات وجود دلیل به شده
 طریق از اثرات منفی کاهش و بیوژنیک های آمین زیستی،
بخشند.  می را بهبود ای تغذیه خواص میکروبی، عملکرد

 به زا بیماری مواد انتقال خطر کاهش با توانند می همچنین
 در شده تشکیل میکروبی ضد های متابولیت طریق از غذا
کنند  کمک غذا ایمنی تضمین به فرآیند تخمیر، طی

(Dimidi et al., 2019.) 
 سیستم تقویت روده، عملکرد بهبود به ها پروبیوتیک

 مطالعات. کنند می کمک زا بیماری عوامل کاهش و ایمنی
 خون، فشار ضد اثر دارای ها پروبیوتیک که داده متعدد نشان

 در محافظت اکسیدانی، آنتی اثر کلسترول، سطح کاهش
 کاهش و آلرژی علائم کاهش بزرگ، روده سرطان برابر

 سلامت ها پروبیوتیک منظم هستند. مصرف چاقی شاخص
 مانند گوارشی اختلالات بخشیده و در درمان بهبود را روده

نقش فعالی ایفا  درماتیت و پذیر تحریک روده سندرم و
 در بهبود سیستم توانند می همچنین ها پروبیوتیک. کنند می

هضم نقش موثری داشته  بهبود و کبد متابولیسم ایمنی،
 (. Nazir et al., 2018) باشند

 طبیعی طور ( بهLAB) 1لاکتیک اسید های باکتری
 مواد زیستی حفظ به که کنند می تولید هایی باکتریوسین

 دفاعی سیستم یک عنوان به کرده و کمک غذایی
و سبب  داشته میکروبی ضد و اثرات بازدارنده آنتاگونیستی،

 فاسد های میکروارگانیسم و ها پاتوژن جلوگیری از عمل
ده های تولید ش به دلیل وجود باکتریوسین شوند. می کننده

توان  ها می این باکتری های اسید لاکتیک، از توسط باکتری
 محصولات کیفیت و ایمنی از اطمینان برای ابزاری عنوان به

  (.Perez et al., 2014کرد ) استفاده غذایی
 در ای گسترده طور به شده، و تخمیر لبنی محصولات

 ها میکروارگانیسم از وسیعی طیف حاوی بوده و دسترس
 ,.Zabat et al)دارند  نقش تولید آنها فرآیند درهستند که 

                                                      
1
 Lactic Acid Bacteria 

 اکثر در توان می را لاکتیک اسید های باکتری (.2018
 غذای در ها این باکتری وجود. یافت تخمیری محصولات

 در. کند می تبدیل کاربردی غذای یک به را آن شده تخمیر
 نهایی محصولات به آلی بسترهای تخمیر، فرآیند طی

 (. Mokoena, 2017شوند ) می تبدیل ساده ارگانیک

 جوامع مختلف و سنتی میزبان طبیعی های اکوسیستم
 سلامت از که هایی اکوسیستم هستند. بنابراین، میکروبی

 شامل باید دهند، می ارتقا را آن و کنند می حمایت انسان
 تنوع. باشند متنوع و خوب عملکرد با میکروبی جوامع
 حفظ و دستیابی به روده میکروبیوم در بالا زیستی

 محیطی های میکروبیوم .کند می کمک مختلف عملکردهای
 کلان مقیاس در زیستی تنوع و داشته تعامل هم با انسانی و

 به شده که ژنتیکی وسیع در فلور میکروبی تنوع سبب ایجاد
 پشتیبانی متنوع و سالم انسانی میکروبیوم یک از خود نوبه

 (.Delgado-Baquerizo et al., 2016) خواهد کرد
 سلولی تک مورفولوژی مشاهده از که سنتی های روش

 قابل پارامترهای کنند، می استفاده کلنی خصوصیات یا
بوده ولی  باکتریایی های گونه شناسایی برای اعتمادی

 ها این تکنیک. هستند معایبی دارای چندان دقیق نبوده و
 و در سرعت رشد تنوع دلیل هزینه بوده و به پر و بر زمان

 مبهم نتایج به منجر است ممکن محیطی مختلف شرایط
های  کاهش مشکلات ناشی از کاربرد تکنیک برای. شود

 مطمئن و سریع را ها باکتری جدیدتری که های روش سنتی،
 سراسر در ها آزمایشگاه از بسیاری توسط کنند، می شناسایی

مهمترین و پرکاربردترین یکی از . اند شده اتخاذ جهان
ها، استفاده از نشانگرهای  های شناسایی باکتری تکنیک

 های روش های ژنتیکی با ترکیب تکنیک ژنتیکی است.
 ها باکتری شناسایی برای را بالاتری اطمینان سطح سنتی،

 ,Kshikhundo  and Itumheloدهد ) می قرار اختیار در

2016) .2
 

 های گونه شناسایی برای 16SrDNA ژن توالی
 فیلوژنتیکی روابط ایجاد و طبیعی های نمونه در باکتریایی

 اساس (. برEren et al., 2011) شود می استفاده آنها بین
 ارتباط در ها گونه هویت با این نواحی تنوع که واقعیت این

 شناسایی برای 16SrDNA ژن کل تحلیل و تجزیه است،
بسیار کارایی خواهد داشت  باکتریایی های گونه

(Chakravorty et al., 2007.) 
                                                      
1
 Lactic Acid Bacteria 
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 بر مبتنی های تکنیک با باکتریایی های گونه تشخیص
 زیرا است، برخوردار ای ویژه اهمیت از نشانگرهای مولکولی

 اسیدهای تحلیل و تجزیه بر مبتنی هایی تکنیک چنین
این  این، بر علاوه. هستند تکرار قابل و بوده نوکلئوتیدی

 و داشته توجهی قابل پیشرفت اخیر های سال در ها روش
 جدید معیارهای از استفاده با را ها باکتری بندی دسته امکان

سازد  می را ممکن ها ژنوم از خاص توالی یک اساس بر
(Coeuret et al., 2013).  با توجه به نقش ارزشمند

محصولات لبنی و تخمیری سنتی به دلیل فراوانی 
روبیوتیک در آنها، مطالعه حاضر به منظور های پ باکتری

های  جداسازی، شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی باکتری
موجود در ماست محلی و ترخینه سنتی  لاکتوباسیلوس

 مناطق جغرافیایی مختلف استان لرستان به اجرا درآمد. 

 

 ها مواد و روش
 های مورد مطالعه برداری و کشت باکتری نمونه -

های ماست  ، نمونهلاکتوباسیلوسهای  جهت جداسازی باکتری
محلی و ترخینه سنتی از مناطق مختلف استان لرستان با در 
نظر گرفتن فواصل جغرافیایی مناسب و شرایط آب و هوایی 

های مورد  مشخصات نمونه 1آوری شد. در جدول  مختلف جمع
سنتی نمونه ترخینه  10نمونه ماست محلی و  10مطالعه شامل 
آوری آنها نمایش داده شده است. پس از  و محل جمع

آوری شده  های ماست جمع برداری و کدبندی آنها، نمونه نمونه
ترین زمان بر روی یخ به آزمایشگاه منتقل و مراحل  در کوتاه

موجود در  لاکتوباسیلوسهای  جداسازی و کشت باکتری
  برداری صورت گرفت. ها در روز نمونه نمونه

های ترخینه سنتی، ابتدا مقدار  سازی نمونه جهت آماده

لیتر آب  میلی 30دقیقه در  30گرم از هر نمونه به مدت  20
لیتر از نمونه  میلی 50مقطر استریل قرار داده شد. سپس 

لیتری قرار داده شد.  میلی 50های  آماده شده در فالکون
جهت جداسازی بخش جامد و تهیه سوسپانسیون سلولی 

دقیقه  15به مدت  rcf4000ها در سانتریفیوژ با  یه، نمونهاول
لیتر از محلول رویی به  میلی 20قرار داده شدند و سپس 

های  فالکون استریل جدیدی منتقل شد. در رابطه با نمونه
های  لیتر از نمونه در فالکون میلی 50ماست محلی، مقدار 

لیتری قرار داده و سپس جهت جداسازی بخش  میلی 50
ها در  جامد و تهیه سوسپانسیون سلولی اولیه، نمونه

دقیقه قرار گرفت. در  15به مدت  rcf4000سانتریفیوژ با 
لیتر از محلول رویی به فالکون  میلی 20مرحله بعد، مقدار 

 استریل جدیدی منتقل شد. 
های  های موجود در نمونه جهت کشت باکتری

ول به دست آمده لیتر از محل میلی 1سازی شده، مقدار  آماده
 20های ترخینه و ماست، با  از سوسپانسیون اولیه نمونه

1لیتر محیط کشت مایع  میلی
MRS (Q.Lab, Canada )

گراد  سانتی درجه  37ساعت در دمای  48ترکیب و به مدت 
 گذاری شدند. در انکوباتور )ژال تجهیز، ایران( گرمخانه

 rcf4000با  های رشد یافته اولیه، در سانتریفیوژ باکتری
دقیقه قرار داده و سپس محلول رویی دور  15به مدت 

لیتر  میلی 10نشین شده مقدار  های ته ریخته شد. به باکتری
2از بافر 

PBS (pH=3 .اضافه شده و به شدت همزده شد )
گراد  درجه سانتی 37دقیقه در دمای  120ها به مدت  نمونه

 15به مدت  rcf4000گذاری و در سانتریفیوژ با  گرمخانه
 دقیقه قرار داده و سپس محلول رویی دور ریخته شد.

 

 1آوری شده های جمع مشخصات نمونه -1جدول 
Table 1- Characteristics of the collected samples 

 

Code Traditional product type Collection place Code Traditional product type Collection place 
G-1 

Tarkhineh 

Alashtar G-11 

Yogurt 

Robat 

G-2 Chegeni G-12 Alashtar 

G-3 Khorramabad G-13 Noorabad 

G-4 Beyranshahr G-14 Firoozabad 

G-5 Boroujerd G-15 Doroud 
G-6 Aligoodarz G-16 Azna 
G-7 Poldokhtar G-17 Aligoodarz 
G-8 Taleghan G-18 Zagheh 

G-9 Kouhdasht G-19 Poldokhtar 

G-10 Doroud G-20 Kouhdasht 
 

                                                      
1
 De Man–Rogosa–Sharpe   

2
 Phosphate Buffered Saline 
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نشین شده، از  های ته به منظور شستشوی پلت باکتری
1مقدار مناسبی سرم استریل فیزیولوژیک 

PPS  .استفاده شد
توسط همزن  PPSلیتر سرم  میلی 10پلت به دست آمده در 

به صورت سوسپانسیون درآمد. به منظور کشت نهایی 
میکرولیتر از سوسپانسیون  30های باکتری، مقدار  نمونه

 MRSمرحله قبل به صورت چمنی بر روی محیط کشت 
گراد و  درجه سانتی 37ساعت در دمای  48جامد به مدت 

هوازی در جار با استفاده از گازپک )مرک، آلمان(  شرایط بی
 Borga et al., 2017; Montazeriگذاری شد ) رمخانهگ

et al., 2020 .) 
 

های  شناسايي و جداسازی اولیه باکتری -

 لاکتوباسیلوس

های اسید لاکتیک با استفاده  ی باکتری3مرحله اول جداساز
( و شرایط اسیدیته پایین MRSاز محیط کشت اختصاصی )

(pH=3-3.5 صورت گرفت. برای جداسازی و تخلیص )
های رشد یافته بر روی محیط  تر، از هر یک از باکتری دقیق

کلنی انتخاب و به صورت خطی  5کشت اختصاصی، تعداد 
جامد کشت داده شد. پس از  MRSبر روی محیط 

ها از جمله  های منتخب، از سایر آزمون سازی باکتری خالص
بیوگرام جهت  آزمون گرم، آزمون کاتالاز و آزمون آنتی

 ,.Kim et alها استفاده شد ) شناسایی و غربال باکتری

2010) .  
های باکتری و انتخاب  آمیزی نمونه پس از رنگ

جهت های گرم مثبت، از مشاهدات میکروسکوپی  باکتری
تعیین شکل باکتری استفاده شد. برای این منظور، لام 
حاوی باکتری گرم مثبت )بنفش رنگ( توسط میکروسکوپ 

( مورد ارزیابی قرار گرفت و Nikon.E200-Japonنوری )
نوع باکتری از نظر باسیل یا کوکسی شکل بودن، تعیین شد 

(Kim et al., 2010) .  

بیوتیک  آنتی 6اد بیوگرام، تعد جهت اجرای آزمون آنتی
سیلین،  تجاری )تتراسیکلین، ونکومایسین، آمیکاسین، آمپی

های  بندی باکتری کانامایسین و جنتامایسین( به منظور گروه
جداسازی شده مورد استفاده قرار گرفت. برای این منظور 

های مورد مطالعه بر روی  ابتدا کشت چمنی از باکتری
متری تهیه  انتیس 8های  در پلت MRSمحیط کشت جامد 

های تجاری حاوی  شد. سپس هر یک از دیسک
                                                      
1
 Physiological Peptone Solution   

طب، ایران( بر روی  های مورد نظر )پادتن بیوتیک آنتی
محیط کشت با فاصله مناسب قرار داده شدند. به منظور 

 6ارزیابی میزان حساسیت یا مقاومت، از دیسک بلانک 
طب، ایران( به عنوان کنترل منفی و  متری )پادتن میلی

های آماده شده  دم تشکیل هاله استفاده شد. نمونهبررسی ع
گراد و شرایط  درجه سانتی 37ساعت در دمای  48به مدت 

گذاری و براساس تشکیل )حساسیت( یا  هوازی گرمخانه بی
عدم تشکیل )حساسیت( هاله عدم رشد و همچنین اندازه 

های  قطر هاله تشکیل شده، حساسیت و مقاومت باکتری
 2 . (Kim et al., 2010گردید )مورد نظر تعیین 

 

باکتريايي و تعیین کمیت و کیفیت  DNAاستخراج  -

 آن

( از تکنیک Total DNAکل ) DNAجهت استخراج 
جوشاندن استفاده شد. برای این منظور یک کلنی از 

میکرولیتر آب مقطر  400های مورد مطالعه در  باکتری
استریل توسط ورتکس به صورت سوسپانسیون درآمد. 

درجه  100ماری با دمای  سوسپانسیون مورد نظر در بن
دقیقه قرار داده شد. در مرحله بعد  30گراد به مدت  سانتی
دقیقه قرار  5به مدت  rcf8000ها در سانتریفیوژ با  نمونه

 DNAمیکرولیتر از محلول رویی به عنوان  300داده و 
الگو در مراحل بعدی آزمایش استفاده گردید. پس از 

های مورد  تمامی باکتری DNAاستخراج و تخلیص  
مطالعه، کمیت و کیفیت آنها با استفاده از اسپکتروفتومتری 

ل آگارز برآورد گردید. نهایتاً محلول کاری با و الکتروفورز ژ
در هر میکرولیتر تهیه ودر دمای  DNAنانوگرم  20غلظت 

 et Dimitrakopoulouگراد نگهداری شد ) سانتی -20

., 2020al .) 
 

 و الکتروفورز آن 16SrDNAتکثیر ژن  -

های مورد مطالعه از نظر  به منظور بررسی باکتری
با  16SrDNAصی برای ژن مولکولی، آغازگرهای اختصا

(. به 2طراحی شد )جدول  AllelIDافزار  استفاده از نرم
از  16SrDNAجفت بازی ژن  1500منظور تکثیر قطعه 

شرکت  DNAبا استفاده از کیت سنتز  PCRهای  واکنش
 1فزابیوتیک )ایران( استفاده شد. مخلوط واکنش شامل 

ژنومی  DNAنانوگرم  100مراز و  پلیTaqواحد آنزیم 

                                                      
1
 Physiological Peptone Solution   
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در  PCRهای  باکتری بود. برنامه زمانی و دمایی واکنش
 نمایش داده شده است.  3جدول 

بازی ژن  جفت 1500پس از تکثیر قطعات 
16SrDNA جهت مشاهده محصول ،PCR  از ژل آگارز

و تکنیک الکتروفورز استفاده شد.  TAEدرصد، بافر  5/1
انگر جهت مشخص نمودن اندازه قطعات تکثیر شده، از نش

 استفاده شد.  100bpبا اندازه مشخص 

 

 و رسم درخت فیلوژنتیکي 1يابي، همرديفي توالي -

 DNAجفت بازی با استفاده از  1500پس از تکثیر قطعات 
های  های مورد مطالعه، چهار نمونه از باکتری تمامی باکتری
تایید شده ترخینه و ماست انتخاب و  لاکتوباسیلوس

یابی به شرکت دنا زیست  آن جهت توالی PCRمحصول 
)ایران( ارسال شد. توالی دریافت شده با استفاده از ابزار 

2
BLAST  در بانک اطلاعاتیNCBI  بر علیه اطلاعات

های خانواده لاکتوباسیلوس همردیف شد.  ژنومی باکتری
براساس نتایج به دست آمده تعداد مساوی توالی برای هر 

درصد انتخاب و توسط  95از باکتری با شباهت بیش 
موجود در آن  ClustallWو ابزار  MEGA.6.0افزار  نرم

 ابتدا همردیفی چندگانه انجام گرفت و نهایتاً درخت 
 

 های انتخاب شده ترسیم شد. فیلوژنتیکی باکتری
   

تعیین فواصل ژنتیکي و برآور چندشکلي بین  -

 های مورد مطالعه باکتری

های  بندی باکتری و گروه به منظور بررسی تنوع ژنتیکی
 4استفاده شد. تعداد  RAPD-PCRمورد مطالعه، از نشانگر 

نوکلئوتیدی براساس مطالعات قبلی انتخاب  10آغازگر 
(., 2001et alRodriguez  و جهت سنتز به شرکت )

اطلاعات آغازگرهای مورد  تکاپو زیست )ایران( ارسال شد.
استفاده شامل توالی نوکلئوتیدی و دمای اتصال آنها در 

 نمایش داده شده است. 4جدول 
 

تکثیر و الکتروفورز قطعات تکثیر شده توسط  -

  RAPD-PCRتکنیک 

به منظور تکثیر قطعات )باند( با استفاده از آغازگرهای 
با استفاده از  PCRهای  ،  از واکنشRAPD-PCRنشانگر 

شرکت فزابیوتیک )ایران( استفاده شد.  DNAکیت سنتز 
از شرایط واکنش و چرخه  PCRهای  جهت اجرای واکنش

و دمای تعیین  16SrDNAدمایی و زمانی مشابه تکثیر ژن 
 شده برای اتصال هر آغازگر استفاده شد.

 16SrDNAتوالي، دمای اتصال و اندازه قطعه تکثیر شونده با استفاده از آغازگرهای اختصاصي ژن  -2جدول 
Table 2-bSequence, annealing temperature and size of the amplified fragment using 16SrDNA gene specific primers 

 

Length of product (bp) Annealing temperature  Nucleotide sequence Primer name 

1500 56 5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´   16SrDNA-F 

5´-AAGGTTACCTCACCGACTTC-3´  16SrDNA-R 
 

 16SrDNAچرخه دمايي و زماني مورد استفاده جهت تکثیر ژن  -3جدول 
Table 3- Temperature and time cycle used for 16SrDNA gene replication 

 

Time (Minute) Temperature (°C) Name of step or cycle Number of cycles 
5 94 Primer denaturing 1 
1 94 Denaturing 

40 1 56 Annealing 
2 72 Extension 

10 72 Final extension 1 
1  

 .RAPD-PCRتوالي و دمای اتصال آغازگرهای مورد استفاده برای نشانگر  -4جدول 
Table 4-Sequence and annealing temperature of primers used for RAPD-PCR marker 

 

Annealing temperature  Nucleotide sequence Primer name 
40 5´-CAGCACCCAC-3´ OPA13 

38 5´-AGATGCAGCC-3´ BO7 
35 5´-CAGGCACTAG-3´ B10 

42 5´-ACTGGCTCCG-3´ OP10 
 

                                                      
1
 Alignment                  

2
 Basic Local Alignment Search Tool 
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پس از تکثیر قطعات )باند( با استفاده از آغازگرهای 
با حجم مشخصی از  PCRتصادفی مورد استفاده، محصول 

( ترکیب و جهت Loading Buffer-6Xبافر بارگیری )
و تکنیک  TAEدرصد، بافر  5/1مشاهده از  ژل آگارز 

الکتروفورز استفاده شد. جهت مشخص نمودن اندازه قطعات 
استفاده  100bpتکثیر شده، از نشانگر با اندازه مشخص 

 شد. 
 

 های مورد مطالعه  بندی باکتری گروه -

خوان  محصول نهایی ژل الکتروفورز با استفاده از دستگاه ژل
(Gel-Documentation-Biorad-USAعکس )  برداری و

سپس براساس وجود یا عدم وجود قطعات تکثیر شده، به 
های مورد مطالعه به ترتیب امتیاز یک و صفر داده  باکتری

شد. ماتریس امتیازدهی تشکیل و سپس با استفاده از 
ماتریس تشابه تهیه و براساس  NTSYS.2.02iافزار  نرم

از الگوریتم  میزان شباهت برآورد شده، دندروگرام با استفاده
UPGMA  ترسیم شد. دندروگرام به دست آمده در ضریب

ها انجام گرفت  بندی باکتری تشابه مناسب قطع و گروه
(Abdollahniya et al., 2018.) 

 

 ها يافته
 بیوگرام نتايج آزمون گرم، تست کاتالاز و آزمون آنتي

های ترخینه سنتی و ماست محلی بر  پس از کشت نمونه
 لاکتوباسیلوسهای  روی محیط کشت اختصاصی باکتری

(MRS( و همچنین اعمال اسیدیته پایین )pH=3 تعداد ،)
ها با فرم رشد و کلنی مشابه جداسازی  محدودی از باکتری

گردید. استفاده از محیط کشت اختصاصی توانست به طور 
های  های اولیه را جهت بررسی عداد باکتریآمیزی ت موفقیت

بعدی کاهش دهد و شانس جداسازی و شناسایی 

را  لاکتوباسیلوسهای  های منتخب از گروه باکتری باکتری
های  ای از کشت باکتری نمونه 1افزایش دهد. در شکل 

نمایش داده شده  MRSمورد مطالعه بر روی محیط کشت 
 است.

خالص شده مربوط به هر های  آمیزی کلنی پس از رنگ
های ترخینه و ماست، مشخص شد که اکثر  یک از نمونه

های رشد یافته گرم مثبت )بنفش رنگ( و باسیلی  باکتری
های گرم  شکل بودند. با این وجود در برخی موارد باکتری

شکل نیز مشاهده شد. برای مرحله بعدی،  مثبت کوکسی
براساس نتایج به هایی با کاتالاز منفی انتخاب شد.  باکتری

های مورد  بیوگرام، تمامی باکتری دست آمده از آزمون آنتی
بیوتیک کانامایسین و آمیکاسین مقاوم و به  مطالعه به آنتی

های جنتامایسین، ونکومایسین و تتراسایکلین  بیوتیک آنتی
های جداسازی شده نسبت به  حساس بودند. باکتری

ی داشتند به طوری سیلین الگوی متفاوت بیوتیک آمپی آنتی
باکتری دیگر حساسیت نشان  16باکتری مقاوم و  4که 

 دادند.
 

و ترسیم درخت  16SrDNAژن  PCRنتايج  -

 های مورد مطالعه فیلوژنتیکي باکتری

و الکتروفورز محصول نهایی  16SrDNAپس از تکثیر ژن 
PCR  های  درصد، تمامی نمونه 5/1بر روی ژل آگارز

جفت بازی تولید  1500آوری شده قطعه  باکتری جمع
در دو  PCRکردند. به منظور تایید نتایج به دست آمده، 

تکرار اجرا گردید و براساس نتایج به دست آمده، محصول 
PCR  دو نمونه ترخینه و دو نمونه ماست محلی انتخاب و

 یابی شد.  الیقطعه مورد نظر تو

 

 
Figure 1- Results of tarkhineh (A) and yogurt (B) samples cultured on MRS-specific culture medium 

 .MRS( کشت داده شده بر روی محیط کشت اختصاصي B( و ماست )Aهای ترخینه ) نتايج کشت نمونه -1شکل 
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و ترسیم  16SrDNAنتایج همردیفی بین توالی ژن 
درخت فیلوژنتیکی چهار باکتری انتخاب شده نشان داد که 

درصد شباهت و  97های جداسازی شده از ترخینه با  باکتری
درصد شباهت  89های جداسازی شده از ماست با  باکتری

های دو گروه  . باکتریهای مشابهی قرار گرفتند در گروه
درصد تشکیل  79ترخینه و ماست نیز در فاصله ژنتیکی 

 (.2گروه مشترکی دادند )شکل 

 
های  بررسي روابط فیلوژنتیک و تعیین گونه باکتری -

 مورد مطالعه

بر اساس نتایج همریفی چندگانه، درخت فیلوژنتیکی برای 
 های باکتری جداسازی شده از ترخینه سنتی و ماست نمونه

محلی ترسیم شد.  نتایج نشان داد که دو سویه باکتری 
درصد به باکتری  94جداسازی شده از ماست با 

L.rhamnosus  شباهت داشتند. در رابط با دو سویه
باکتری جداسازی شده از نمونه ترخینه، نتایج نشان داد که 

های  درصد به باکتری 98این دو باکتری با میانگین شباهت 

شباهت داشتند. پس از ترسیم درخت  L.pentosusگونه 
های مورد مطالعه در  فیلوژنتیکی، مشخص شد که باکتری

 (.3های مشترکی قرار گرفتند )شکل  گروه
 

برآورد فواصل ژنتیکي با استفاده از نشانگر  -
RAPD-PCR 

آغازگر تصادفی مورد  4نتایج تکثیر قطعات چندشکل توسط 
بر روی ژل آگارز،  PCR استفاده و الکتروفورز محصول

 14به ترتیب با  OPA13و  B07نشان داد که آغازگرهای 
های مورد  مورف( در بین باکتری باند چندشکل )پلی 11و 

درصد(  85و  93مطالعه از بیشترین درصد چندشکلی )
 67قطعه چندشکل ) 6با   B10برخوردار بودند. آغازگر 

بود. براساس درصد( از کمترین مقدار چندشکلی برخوردار 
آغازگر مورد استفاده توانستند تعداد  4نتایج به دست آمده، 

های مورد مطالعه تشکیل دهند که  باند در بین باکتری 48
 (.5درصد( چند شکل بودند )شکل  81باند ) 39

 

 
Figure 2- Phylogenetic tree of the studied bacteria based on the nucleotide sequence fragment of the 16SrDNA gene. 

 .16SrDNAهای مورد مطالعه براساس قطعه توالي نوکلئوتیدی ژن  درخت فیلوژنتیکي باکتری -2شکل 

 

 
Figure 3-Phylogenetic tree of bacteria isolated from tarkhineh samples (A) and yogurt (B). 

 .(B( و ماست محلي )Aهای ترخینه سنتي ) های جداسازی شده از نمونه فیلوژنتیک باکتریدرخت -3شکل 
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Figure 4 - Frequency of amplified fragments using RAPD-PCR marker primers. 

  .RAPD-PCRفراوانی قطعات تکثیر شده با استفاده از آغازگرهای نشانگر  -4شکل 

 

های مورد  بندی باکتری ترسیم دندروگرام و گروه -

 مطالعه

براساس قطعات چندشکل به دست آمده، ضرایب تشابه بین 
باکتری مورد مطالعه برآورد شد. نتایج نشان داد که  20

 52های مورد مطالعه حدود  میانگین تشابه بین باکتری
)کمترین فاصله ژنتیکی( بین دو درصد بود. بیشترین تشابه 

باکتری جداسازی شده از ترخینه سنتی )نمونه الشتر و نمونه 
درصد و کمترین شباهت به دو باکتری )نمونه  98چگنی( با 

درصد تعلق  11ترخینه کوهدشت و نمونه ماست ازنا( با 
 داشت.

بندی و ترسیم دندروگرام براساس فواصل  براساس گروه
های مورد مطالعه در  نشان داد که باکتریژنتیکی، نتایج 
گروه دادند و ژنوتیپ  6درصد تشکیل  57ضریب تشابه 

)نمونه ماست محلی کوهدشت( به تنهایی یک  20شماره 
 (.5گروه تشکیل داد )شکل 

های جداسازی سازی شده از ترخینه سنتی و  باکتری
بندی  های مشابهی قرار گرفتند و گروه ماست محلی در گروه

صورت گرفته با نوع محصول سنتی تا حدود زیادی مطابقت 
بندی به دست  داشت. در رابطه با فواصل جغرافیایی و گروه

های  خوانی داشت و نمونه آمده، نتایج نیز تا حدودی هم
باکتری جداسازی شده از محصولات مناطق جغرافیایی 

 های نزدیک به هم قرار گرفتند. مشابه، در گروه
حت درخت ترسیم شده از ضریب برای تعیین ص

مقدار ضریب به دست آمده برابر با  گردید.کوفنتیک استفاده 
تجزیه هماهنگ بندی را تایید نمود.  بود صحت گروه 89/0

بندی براساس دو مولفه اصلی  ( و گروهPCOA) 1اصلی
بندی انجام شده، نشان داد که  ضمن تایید گروه

سازی شده بوند هایی که از محصولات مختلف جدا باکتری
در فاصله فضایی دورتری نسبت به هم قرار گرفتند )شکل 

6.) 
 

 
Figure 5-Grouping of studied bacteria using RAPD-PCR marker and obtained genetic distances. 

 1 .و فواصل ژنتیکي به دست آمده RAPD-PCRهای مورد مطالعه با استفاده از نشانگر  بندی باکتری گروه-5شکل 

                                                      
1
 Principle Coordinate Analysis 
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Figure 6- The results of the PCOA and the grouping of the studied bacteria and its two-dimensional diagram. 

 

 .های مورد مطالعه و نمودار دو بعدی آن بندی باکتری گروه( و PCOAنتايج آزمون هماهنگ اصلي )-6شکل 

 

 بحث
نتایج پژوهش حاضر نشان داد که محصولات غذایی سنتی 

های لبنی  مبتنی بر تخمیر نظیر ترخینه که حاوی فرآورده
های اسید لاکتیک از جنس  باشد، منبع غنی از باکتری می

بر این ماست محلی که به  باشد. علاوه می  لاکتوباسیلوس
طور سنتی در مناطق مختلف جغرافیایی به صورت سنتی 

های اسید  ای باکتری گردد نیز حاوی طیف گسترده تولید می
توان از این پتانسیل در بهبود  لاکتیک است. از این رو می

 های لبنی استفاده نمود. محصولات و فرآورده
در مطالعه حاضر همگی  های جداسازی شده باکتری

گرم مثبت و کاتالاز منفی بودند. البته در مراحل اولیه کشت 
های سلولی  ها، برخی از کشت و قبل از تخلیص باکتری

های گرم مثبت و گرم منفی بودند که با  مخلوطی از باکتری
های متعدد و استفاده از محیط کشت اختصاصی و  واکشت

های خالص گرم مثبت  (، کلنیpH=3شرایط اسیدی پایین )
 تهیه گردید. 

( 2017و همکاران ) Borgaدر همین راستا در مطالعه 
های ماست  نمونه لاکتوباسیلوسهای  باکتری که بر روی

مثبت و  گرم ها سویه سنتی صورت گرفت، بیان شد که همه
منفی بودند که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد.  کاتالاز

( بیان کردند که 2020اران )و همک Montazeriهمچنین 
 سویه باکتری اسید لاکتیک مورد مطالعه آنها 36تمامی 
 . بودند مثبت گرم و منفی کاتالاز
 های جداسازی شده در پژوهش حاضر باکتری از

. کرد استفاده پروبیوتیکی محصولات تولید برای توان می

 بازار موجود در تجاری صورت به ها پروبیوتیک از بسیاری
 غذایی رژیم یک در آنها پروبیوتیک پتانسیل اما هستند،

استفاده از . های متعدد قرار گیرد بایستی مورد ارزیابی
تواند  های موجود در محصولات لبنی سنتی می باکتری

ها را محصولات غذایی  اطمینان از مصرف این باکتری
 تضمین نماید. 

. است غذایی مواد نگهداری برای مهمی روش تخمیر
آغازگر فرآیند  عنوان به های اسید لاکتیک باکتری تخمیر، رد

 حاوی شده تخمیر غذاهای. تخمیر نقش بسیار موثری دارند
 با. دارند بالاتری کیفیت و ارزش های اسید لاکتیک، باکتری

های  های اسیدلاکتیک، برای استفاده باکتری همه حال، این
. نیستند خوبی های پروبیوتیک تجاری و صنعتی،

 مقاومت صفرا، و اسید تحمل های اسید لاکتیک با باکتری
 فاقد سلولی، سطح آبگریزی بیوتیکی، آنتی و میکروبی ضد

خودکار، به  تجمع و سلولی سمیت و همولیتیک فعالیت
های اصلی یک پروبیوتیک خاص مد نظر  عنوان گزینه

 .(Min et al., 2020محققین و پژوهشگران هستند )
 حال در های بخش ترین سریع از یکی ها پروبیوتیک بازار

 از مختلفی انواع حاضر حال در. است غذایی صنایع رشد
 بر را آنها توان می و دارد وجود پروبیوتیک محصولات

 افزایش برای. کرد بندی دسته اثر محل و دوز شکل، اساس
ضمن شناسایی و  پروبیوتیک، و تولید محصولات اثربخشی
 خاص طور به ها آن های موثر، باید میکروارگانیسممعرفی 
دهند  قرار هدف را مختلف های مکان تا کرد طراحی

(Wang et al., 2022.) 
 



 

 های لاکتوباسیلوس از محصولات لبنی و تخمیری سنتی  نگاری باکتری جداسازی، شناسایی و انگشت 
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بیوگرام توانست الگوی مشابهی از  نتایج آزمون آنتی
های جداسازی شده از  حساسیت و مقاومت در باکتری

های ترخینه و ماست محلی نشان دهد. همه  نمونه
بیوتیک کانامایسین و  های جداسازی شده به آنتی باکتری

های  بیوتیک آمیکاسین مقاوم بودند و در مقابل، به آنتی
 جنتامایسین، ونکومایسین و تتراسایکلین حساس بودند. 

های  بیوتیک های اسید لاکتیک عمدتاً به آنتی باکتری
سیلین، تتراسایکلین، اریترومایسین و  بالینی نظیر پنی

ل حساس هستند و در مقابل مقاومت نسبتاً کلروآمفنیک
های استرپتومایسین و  بیوتیک بالایی به آنتی

سیپروفلوکساسین دارند. با این حال الگوی مقاومت و 
های در سطح گونه و سویه بسیار  حساسیت این باکتری

های یک جنس از الگوی   متفاوت است و ممکن است گونه
ها در  بیوتیک به آنتی متفاوتی برخوردار باشند. ژن مقاومت

های لاکتوباسیل بر روی کروموزوم قرار داشته و از  باکتری
 ,.Dzidic et alحفاظت شدگی بالایی برخوردار است )

2008 .) 
( که بر روی 2018و همکاران ) Zhangدر مطالعه 

 لاکتوباسیلوسهای  الگوی حساسیت و مقاومت باکتری
موجود در محصولات لبنی اجرا شد، در مجموع بیان شد که 

تواند ابزار مناسبی برای  بیوگرام می استفاده از آزمون آنتی
 های اسید لاکتیک باشد.  بررسی و انتخاب باکتری

 باکتریایی های گونه تشخیص در مولکولی ابزارهای
 در مهمی نقش مولکولی های روش. هستند موثر بسیار

 محصولات از پروبیوتیک های باکتری ناساییش و جداسازی
 تکنیک. کنند می ایفا صنعتی مقاصد برای سنتی لبنی

RAPD تنوع ارزیابی برای بیوشیمیایی های روش به نسبت 
در . است تر حساس و مؤثرتر های باکتری سویه ژنتیکی

لاکتیک و  اسید های باکتری تمایز مطالعات متعددی برای
 های گونه ژنتیکی روابط تعیین و مولکولی بندی طبقه

استفاده شده است  RAPD ، از نشانگرلاکتوباسیلوس
(Dimitonova et al., 2008; Markiewicz et al., 

2010; Ruiz et al., 2018 .) 
های مورد  نتایج بررسی روابط فیلوژنتیکی بین باکتری

مطالعه نشان داد که دو سویه باکتری جداسازی شده از 
و دو سویه  L.rhamnosusدرصد به باکتری  94ماست با 

درصد به  98باکتری جداسازی شده از نمونه ترخینه، با 
شباهت داشتند. نتایج  L.pentosusهای گونه  باکتری

های مورد مطالعه تنوع  تیکی بین باکتریبررسی تنوع ژن
ژنتیکی بالایی را در بین مناطق مختلف جغرافیایی نشان 

های جداسازی شده از ترخینه و  داد ضمن اینکه باکتری
ماست نیز از نظر ژنتیکی اختلافات قابل توجهی داشتند و 

 های مجزایی قرار تشکیل دادند. گروه
های  باکترییکی از مهمترین عوامل تنوع ژنتیکی 

مختلف، وجود تنوع در شرایط آب و هوایی، محیط رشد و 
آوری شده در  های جمع سویه تکثیر آنهاست. بسیاری از

 تقریباً یکسانی هوایی و شرایط آب دارای مطالعه حاضر،
دلیل پایین بودن تنوع ژنتیکی  تواند می واقعیت این و بودند

 کم محج ها دانست. ازطرف دیگر بین برخی از سویه
های موجود را  های مورد بررسی، با توجه به محدودیت نمونه

 .دانست امر این برای دیگری توان دلیل می
مناطق جغرافیایی مختلف به دلیل برخورداری از اقلیم و 
شرایط آب و هوایی مختلف، فشارهای طبیعی و انتخابی 
متفاوتی را بر جمعیت باکتریایی تحمیل نموده و سبب 

ل توجهی در میزان فواصل ژنتیکی در سطح تغییرات قاب
DNA شوند.  می Abdollahniya نیز  (2018) همکاران و

آوری شده از  جمع لاکتوباسیلوس های سویه نشان دادند که
 ژنتیکی شباهت نواحی جغرافیایی با فواصل کمتر، بیشترین

 های مشترکی قرار گرفتند. را داشتند و در گروه
تحقیقات و مطالعات صورت گرفته رسد که  به نظر می

های اسید لاکتیک  در صنایع  در زمینه استفاده از باکتری
 از غذایی چندان مناسب نیست. بر همین اساس استفاده

های  میکروارگانیسم شناسایی در های ژنتیک مولکولی روش
 ها فناوری این. است ضروری غذا میکروبیوم و غذایی مواد

 و زیستی حفاظت ختلفم های استراتژی تسهیل به
 Lahiri etکند ) می کمک آنها اثربخشی ارزیابی همچنین

al., 2022) . 
 

 گیری نتیجه
های بومی جنس  و بررسی مشخصات باکتری آوری جمع

از محصولات لبنی و تخمیری سنتی،  لاکتوباسیلوس
تواند در معرفی  بر حفظ ذخایر ژنتیکی کشور، می علاوه
های مناسب برای استفاده در صنایع غذایی بسیار موثر  سویه

باشد. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از نشانگر 
RAPD بندی و تعیین روابط فیلوژنتیکی بین  در گروه
تیک بومی محصولات لبنی و های اسید لاک باکتری
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 تخمیری بسیار موثر است. 
در مطالعه حاضر از صفات مورفولوژیک، بیوشیمایی و 

و  RAPD-PCRدو گروه از نشانگرهای ژنتیکی مبتنی بر 
جهت شناسایی و بررسی روابط  16SrRNAتکثیر ژن 

های اسید لاکتیک موجود  بندی باکتری فیلوژنتیکی و گروه
در محصولات لبنی و تخمیری سنتی استان لرستان استفاده 
شد. نتایج نشان داد که استفاده همزمان چند نشانگر از 

تر گونه و  های مختلف نشانگری ضمن شناسایی دقیق گروه
عه، کارایی این نشانگرها را های مورد مطال سویه باکتری

 مورد تایید قرار داد.
 لاکتوباسیلوسهای  اختلافات مشاهده شده بین باکتری

ای با فواصل  مورد بررسی در مطالعه حاضر تا اندازه
جغرافیایی مطابقت داشت. وجود شرایط مختلف اقلیمی و 

های متفاوت تولید، فرآوری و نگهداری  همچنین روش
توان از مهمترین دلایل  میری را میمحصولات لبنی و تخ

 های این مناطق دانست. وجود تنوع ژنتیکی بین باکتری
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Abstract 
 

Introduction: Lactic acid bacteria (LAB) are the main and natural components of the 

microflora of the digestive system. Identification of lactic acid bacteria and their use in the 

food industry is very important.  

Materials and Methods: In order to isolate natural lactic acid bacteria, samples of local 

yogurt and traditional tarkhineh were collected from different regions of Lorestan province, 

with respect to suitable geographical distances and different weather conditions. After 

separating gram-positive and catalase-negative bacteria, 20 lactic acid bacteria were selected 

and then using specific primers, the 16SrDNA gene was amplified and after alignment and 

comparison with the NCBI database, the type of bacteria was determined. In order to estimate 

the genetic diversity between the studied bacteria using the RAPD marker, 4 primers were 

used. Finally, a phylogenetic tree was made between the studied bacteria.  

Results: Based on the antibiogram test, it was found that all the studied bacteria were resistant 

to kanamycin and amikacin antibiotics and sensitive to gentamicin, vancomycin and 

tetracycline antibiotics. Bacteria isolated from tarkhineh with 97% similarity and bacteria 

isolated from yogurt with 89% similarity were placed in the same group. Two bacterial strains 

isolated from yogurt were 94% similar to L.rhamnosus bacteria. In relation to the two 

bacterial strains isolated from tarkhineh sample, the results showed that these two bacteria 

were 98% similar to L. pentosus bacteria. Based on the results of grouping by RAPD-PCR 

marker, the studied bacteria formed 6 groups with a similarity coefficient of 57%, and one 

genotype alone formed one group. Regarding the geographical distances and the grouping 

obtained, the bacteria samples isolated from the traditional products of similar geographical 

areas were placed in close groups.  

Conclusion: The results generally showed that the use of genetic markers can be very 

effective in identifying the species and strains of lactic acid bacteria in dairy and fermented 

products. 
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