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 چکیده

میش های پروبیوتیک از فلور موجود در شیر و ماست سنتی گاوهدف از این تحقیق، جداسازی و شناسایی باکتری

های فنوتیپی )مورفولوژی توسط روشلاکتیک های اسید باشد. برای رسیدن به این هدف، باکتریمیشهرستان خوی 

های مختلف نمک و نیز تخمیر های بیوشیمیایی شامل رشد در دماها و غلظتآمیزی گرم، تست کاتالاز، تستسلولی، رنگ

های صفراوی( مورد ارزیابی ها )مقاومت به اسید معده و نمکنانواع قندها( جداسازی شدند و پتانسیل پروبیوتیکی آ

-ها تکثیر و بعد از خالصباکتری16S rRNA تر با جفت آغازگرهای اختصاصی، ژن قرارگرفت. سپس برای شناسایی دقیق

سویه  6سویه لاکتوباسیلوس و  31یابی ارسال شد. در پایان تحقیق، ، ژن مورد نظر برای توالیPCRسازی محصول 

یت گزارش شدند که کیف شهرستان خویانتروکوکوس به عنوان فلور میکروبی طبیعی دارای پتانسیل پروبیوتیکی در 

 لبنی تولید شده در صنعت هایفراوردهپتانسیل کاربرد درها سویه ایننمایند و لبنی این مناطق را تأمین می هایفراورده

 باشند.را دارا می
 

 

 وسلاکتوباسیل ،16S rRNAژن  ،های پروبیوتیکباکتری ،وسانتروکوک کلیدی: گانواژ
 
 

 مقدمه 

دانستند که مردم دنیا می ،های بسیار دوراز گذشته

 یسلامت برمصرف شیر و محصولات لبنی تأثیر زیادی 

 فراوردهها دارد و حتی در طب سنتی از برخی از آن

نمودند. اما در آن زمان تخمیری شیر استفاده می های

لبنی اثبات نشده  هایفراوردهها در وجود میکروارگانیسم

ار ببرای اولین مکنیکف، که دانشمند روسیبود تا زمانی

ها، علت  نشان داد که باکتری موجود در لبنیات بلغاری

 زایش طول عمر مردم این ناحیه بوده است که به عنواناف

مکنیکف ) شناخته شد لاکتوباسیلوس بولگاریکوس

 های غذاییهای پروبیوتیک به عنوان مکمل(. باکتری3091

 وده، میزبانبا اصلاح تعادل میکروبی ر وزنده میکروبی 

-دهطور فزاینها بهپروبیوتیک دهند.میرا تحت تأثیر قرار 

های رژیمی به صورت قرص، کپسول، عنوان مکملای به 
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-خمیر و تیمارهای منجمد خشک شده به بازار عرضه می

های آزمون اً(. اخیر3001 سالمینن و همکارانشوند )

های پروبیوتیک از قبیل بالینی اثرات مفید باکتری

پیشگیری از اسهال، متعادل کردن میکروفلور روده، 

تحریک سیستم ایمنی، تعدیل هموستازی ایمنی 

د توموری و اصلاح عدم ضسیستمیک، خصوصیات 

به این اند. همچنین محققان تحمل لاکتوز را نشان داده

های پروبیوتیک با تولید که باکتری نتیجه رسیدند

ها را مهار ا و اسیدهای آلی، رشد پاتوژنهباکتریوسین

  .(3001 همکارانسالمینن و کنند )می

های های پروبیوتیک، باکتریاز میان میکروارگانیسم

د که انترین گروه شناخته شدهبه عنوان مهم لاکتیک اسید

در این میان دو جنس لاکتوباسیلوس و انتروکوکوس 

فلور طبیعی دستگاه گوارش و غذاهای تخمیر شده  وجز

 میبوده و کاندیدای خوبی برای پروبیوتیک محسوب 

 (.0999 کلین هامر و همکاران)د شون

ای شکل و گرم مثبت بوده و در ها میلهلاکتوباسیلوس

سازی، تولید پنیر و ماست صنعت غذا از جمله در سرکه

(. 3000همکاران براین و )کنند سزایی ایفا میهنقش ب

-های اصلی باکتریجنس انتروکوکسی یکی دیگر از جنس

ا هدهد و توزیع وسیع آنرا تشکیل می لاکتیکهای اسید

بوسیله ماندگاری و مقاومت به  احتمالاًدر طبیعت 

فاکتورهای بازدارنده رشد توضیح داده می شود 

 .(0990هولزاپفل و همکاران )

های صفراوی از نمک تحمل اسیدیته بالا و مقاومت به

جمله خصوصیات اولیه و ضروری تحقیق برای 

پروبیوتیکی در نظر های با پتانسیل غربالگری سویه

 (.0993گرفته شده است )دورمه و همکاران 

 16Sستفاده از ژنبر شناسایی بیوشیمیایی، اعلاوه

rRNA  در شناسایی مولکولی توسط واکنشPCR  انجام

 16S rRNAژن  (.0991ساکیر  ؛0991بولوت )شده است 

باز است و مناطق متغیری دارد،  3459 دارای طول تقریباً

ساختار کلی حفاظت شده است. از ویژگی سراسری 

برای  16S rRNAگرفته تا ویژگی گونه استفاده از ژن

 ها ومطالعه روابط فیلوژنتیکی بین میکروارگانیسم

)هولزاپفل و  ها ممکن استتر آنشناسایی صحیح

 با توجه به (.3001 چارتریس و همکاران ؛3001همکاران 

لبنی پروبیوتیک  های فراوردهبه رشد مصرف  روند رو

 هایفراوردهدر جهان و کشورمان و افزایش استفاده از 

ی هالبنی به عنوان ابزاری برای انتقال میکروارگانیسم

پروبیوتیک به دستگاه گوارش،  بررسی پتانسیل 

لبنی سنتی شیر و ماست محلی  هایفراوردهپروبیوتیکی 

ک نمونه مورد خوی به عنوان ی گاومیش شهرستان

های بومی به شناسایی سویهمطالعه و جداسازی و

 صنعتیها در محصولات لبنی منظور امکان استفاده از آن

مورد بررسی  پروبیوتیک هایفراوردهمنطقه به عنوان 

 قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

 بردارینمونه

 از شهرستان گاومیش سنتیماست  و شیرهای نمونه

استریل و در درون  هایآوری و در فالکونجمع خوی

های یخی به آزمایشگاه منتقل گردیدند و تا شروع بسته

 آزمایش در دمای یخچال نگهداری شدند.

 سوسپانسیون باکتریایی و کشت اولیه هتهی

 استمو شیرهای سوسپانسیون باکتریایی از نمونه هتهی

استریل  (PPS)با استفاده از محلول پپتون فیزیولوژیکی 

گرم بر لیتر پپتون  3گرم بر لیتر کلرید سدیم و  4/1)

 گرم از نمونه 39حدود ابتدا  .شدباکتریولوژیکی( انجام 

-میلی 39و  از یک قاشقک استریلهای ماست با استفاده 

هر کدام به صورت  برداشته شد وهای شیر لیتر از نمونه

 انتقال گردید و به استریل PPSلیتر میلی 399به  جداگانه

 بعدها جدا شوند. تا میکروارگانیسم آرامی تکان داده شد

 دهتهیه شهای لیتر از سوسپانسیونمیلی 39ساعت  از نیم

لیتر از محیط کشت میلی 099به  به صورت جداگانه،

MRS و در شرایط کم هوازی )شرایط  انتقال یافت مایع

به  CO 11اتمسفری با فشار اکسیژن پائین( و دردمای 

ها به حداکثر تا باکتری گردیدانکوبه  ساعت 05مدت 
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تمامی این مراحل در زیر هود لامینار . مقدار خود برسند

 (.3001)کالیچیا و همکاران و شرایط استریل انجام شد 

های سویهغربال جمعیت باکتریایی اولیه و انتخاب 

 مقاوم به اسید

لیتر از میلی 39، ساعته 05بعد از کشت مرحله در این 

بافر به  های شیر و ماستنمونه های باکتریاییکشت

PBS  1باpH=  ی تلقیح شدههانمونه. سپس تلقیح شدند 

، انکوبه شدند CO 11 ساعت در 4/0به مدت  PBSدر بافر 

های مقاوم به اسید، جداسازی باکتری سپس جهت

های مقاوم به اسید( در های زنده مانده )باکتریباکتری

شرایط اسیدی با استفاده از سانتریفیوژ ترسیب و به 

سازی انتقال  مایع، به منظور غنی MRSمحیط کشت 

 CO 11 ساعت و در دمای 05مدت  ها بهیافتند. نمونه

ها با استفاده از ساعت، سلول 05بعد از  .شدندانکوبه 

گرم بر  4/1سرم فیزیولوژیکی استریل )کلرید سدیم: 

لیتر و میلی 3بر رقیق شدند و از هر رقت لیتر( تا ده برا

آگار کشت  MRSدر محیط کشت  پلیتبه صورت پور

 CO ازی و در دمایها در شرایط کم هوداده شدند. پلیت

های گردیدند. از پلیتانکوبه  ساعت 51-10به مدت  11

ها از کلنی درصد 39های قابل شمارش، حدود دارای کلنی

با مورفولوژی متفاوت جداسازی و روی محیط کشت 

MRS با  هاه سویههمسپس  ،سازی شدندآگار خالص

استفاده از میکروسکوپ، رنگآمیزی گرم و واکنش کاتالاز 

های گرم مثبت و کاتالاز منفی در  بررسی شدند. باکتری

  %04گلیسرول استریل و  %04مایع با  MRSمحیط کشت 

)ارکیلا و  دنگهداری شدن -CO 19 در دمای شیر پس چرخ

 .(0999پتاچا 

 های میکروبیآزمایش

در شرایط اسیدی معادل با ها ی سویهتعیین درصد بقا

 شرایط اسیدی معده

 CO مایع و در دمای MRSدر محیط ، شده جدا هایسویه

ر از لیتیک میلی ساعت رشد داده شدند. 05به مدت  11

برابر با  pH با PBSلیتر میلی 0هر کشت باکتریایی در 

 CO 11 ساعت در 1مدت ها بهتلقیح شدند و نمونه 4/0

 هدر لحظ CFUگردیدند. برای تعیین درصد بقا، انکوبه 

ساعته در محیط معدنی  1تلقیح و در انتهای انکوباسیون 

PBS .برای هر سویه به صورت جداگانه تعیین گردید ،

لیتر، در زمان صفر به ازای هر میلی CFU برای تعیین

های ، از کشت1)لحظة تلقیح( و در انتهای ساعت 

به صورت  PBSشده در محیط  باکتریایی اولیه و تلقیح

و  با سرم فیزیولوژی سازیبرابر رقت 39سریالی تا 

پلیت انجام گردید کشت به صورت پور دوبرای هر رقت 

به مدت  CO 11 ها به صورت کم هوازی و در دمایو پلیت

ا هدر پایان مدت انکوباسیون، پلیت. شدندانکوبه  روز 1-0

ابل های قحضور کلنی از انکوباتور برداشته شدند و برای

های دارای تعداد قابل مشاهده بررسی شدند. پلیت

 19های دارای طور معمول پلیتها و بهشمارش از کلنی

-و تعداد کلنی کلنی، برای شمارش انتخاب شدند 199الی 

های تقریباً تعداد کلنیهای هر پلیت یادداشت گردید. 

همچنین در هر سطح رقت و  تکراریهای یکسان در پلیت

های متوالی ها در رقتبرابری کلنی 39اختلاف تقریباً 

برای هر  CFUصحت شمارش را نشان داد و در نهایت 

 .گردید محاسبهکشت باکتریایی 

 های صفراویبه نمکها سویهتعیین مقاومت 

مایع  MRSمایع به عنوان کنترل و MRSحیط کشت م

مورد نوان کشت به ع املاح صفراویدرصد  1/9دارای 

از کشت درصد یک  طور همزمان باآزمایش )تیمار( به

انکوبه  CO 11 ساعته تلقیح و در دمای 05باکتریایی فعال 

ی کنترل و تیمار، هر نیم ساعت هاشدند. رشد در کشت

 699گیری جذب نوری در طول موج بار با اندازهیک

 فتومتریودستگاه اسپکتز نانومتر با استفاده ا

5TMGENESYS   کنترل شد. برای محدود کردن جذب

های کنترل و نوری به رشد باکتریایی، جذب نوری محیط

مایع  MRSنانومتر با استفاده از  699تیمار در طول موج 

درصد بایل بدون تلقیح  1/9مایع دارای  MRSو 

ساعت دنبال شد و  1 باکتریایی، صفر شد. رشد به مدت

رسم گردید. اساس زمان انکوباسیون منحنی جذب بر

اساس اختلاف های رشد برای هر سویه رسم و برمنحنی
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 وهای کنترل های نوری متوالی بین کشتزمانی در جذب

-تیمار تحلیل شد. این اختلاف برحسب دقیقه بیان و به

خیر در رشد در نتیجة اثر بازدارندگی بایل أعنوان ت

لیلند و )گیل های صفراوی( در نظر گرفته شد)نمک

 . (1291ن همکارا
 بیوشیمیایی هایآزمایش

در کتاب گریتی و  یگهای توصیه شده براساس روشبر

شناسایی  (3004) و وود و هولزاپفل (0995) همکاران

 اتالاز، رنگها با استفاده از تست کمورفولوژیکی سویه

و رشد در  CO 54و  34، 39ی آمیزی گرم، رشد در دماها

وزنی  -درصد حجمی 5و  4/6نمک )های مختلف غلظت

 انجام شد. (مایع MRSسدیم در محیط کشت کلرید

 هاتعیین الگوی تخمیر کربوهیدرات

قند شامل آرابینوز،  31ها )الگوهای تخمیر کربوهیدرات

اینوزیتول، ترهالوز، رافینوز، رامنوز، ریبوز، زایلوز، 

ساکارز، سلوبیوز، فروکتوز، گالاکتوز، گلوکز، لاکتوز، 

ا هه سویه، برای هم(مانیتول، ملوبیوز، ملوزیتوزمانوز، 

 4/9مایع دارای معرف فنل قرمز ) MRSدر محیط کشت 

گرم بر لیتر( تعیین گردید. محیط کشت پایه برای انجام 

اصلی و با حذف گلوگز و عصارة  یواکنش از اجزا

گوشت و با افزودن فنل قرمز تهیه گردید. همة قندها به 

وسیلة یک فیلتر ه تهیه و ب %4صورت محلول استوك 

 میلی 4/9ومتر استریل گردید. سپس میکر 0/9غشایی 

لیتر محیط میلی 4/5محلول قندهای استریل به لیتر از 

 11شده در دمای  جداهای کشت پایه افزوده شد. نمونه

ساعت کشت داده شدند و  05سانتیگراد و به مدت  هدرج

میکرولیتر از کشت فعال به محیط دارای قندهای  49

های اختصاصی تلقیح و به منظور مشاهدة واکنش

      روز در دمای ایزولاسیون 1الی  4خیری به مدت أت

(CO 11)  یج اگردیدند. در پایان مدت انکوباسیون، نتانکوبه

رف فنل از قرمز به زرد ارزیابی اساس تغییر رنگ معبر

س کان)هاریگان و مک  و منفی ثبت گردید و درحالت مثبت

3016). 

 

 مولکولی هایآزمایش

 DNAاستخراج 

بافر و لیز CTABروش با استفاده از  DNAاستخراج 

 4/1مولار با  3بافر شامل تریس ترکیبات لیز جام شد. ان

pH= مولار،  4، کلرید سدیمEDTA 4/9  مولار وSDS 

 DNAباشد. برای بررسی کیفیت درصد و آب مقطر می 0

به الکتروفورز  دردرصد  1/9استخراج شده از ژل آگارز 

 . کار گرفته شد

 ژن مراز و تکثیر قطعهای پلیانجام واکنش زنجیره
16S rRNA 

 16S rRNAایمرهای اختصاصی برای تکثیر قطعهپر

ر افزالاکتوباسیلوس با استفاده از نرم هایبرای سویه

Oligo5  16های توالیکمک و باS rRNA  موجود در

با  PCRطراحی گردید و واکنش  NCBIسایت بانک ژنی 

 LF ('AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3'5) پرایمرهای

 LR('AAGGTTACCTCACCGACTTC3'5) و

های لاکتوباسیلوس انجام شد. واکنش اختصاصی سویه

 یه درسازی اولهای واسرشتهپلیمراز با چرخهای زنجیره

CO 04  چرخه با مرحله واسرشته 19دقیقه،  5به مدت-

دقیقه، مرحله اتصال پرایمر  3به مدت  CO 05 سازی در

 0به مدت  CO 10 دقیقه و بسط در 3به مدت  CO 41 در

به مدت  CO 10 دقیقه و سرانجام یک چرخه بسط نهایی در

 Master( µl 4/30با ) PCRدقیقه انجام شد. واکنش  39

mix پرایمر مستقیم و معکوس ساخت شرکت سیناژن ،

و رساندن  DNA( ng/ µl  49( و )µM 5/9هر کدام )

  µlحجم نهایی واکنش با آب مقطر استریل به حجم به 

 انجام شد. 04

 تفکیک قطعات تکثیر یافته

درصد  4/3یافته از ژل آگارز  برای تفکیک قطعات تکثیر

به  یافتههای تکثیراستفاده شد. بدین ترتیب که نمونه

های با بافر بارگذاری مخلوط و در چاهک 3به  6نسبت 

الکتروفورز، ژل مورد  ژل بارگذاری شدند. پس از اتمام

آمیزی و نوارهای نظر توسط اتیدیوم بروماید رنگ

ها به صورت تک نوار و در همة نمونه DNAیافتة تکثیر
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های وتید و با غلظتئجفت نوکل 3499با اندازة تقریبی 

برداری مشاهده و عکس UVمناسب با استفاده از نور 

 انجام گرفت.

 PCRسازی محصول خالص

، از ژل آگارز سازیدستورالعمل کیت خالص توجه بهبا 

 گردید. تخلیص PCRمحصول 

 یابیارسال جهت توالی

 49های لیتری در حجممیلی 4/3های تیوپدر ها سویه

مستقیم و معکوس )با  پرایمر میکرولیتر به همراه دو

 49های پیکومول بر میکرولیتر( در حجم 49های غلظت

کت ماکروژن کره یابی به شرمیکرولیتر، برای توالی

 ارسال شدند. جنوبی

 آماری و بیوانفورماتیکی افزارنرم

 SPSS13افزار آماری نرمده ازنتایج بدست آمده با استفا

مورد تجزیه  هاوسو انتروکوک هاوسبرای لاکتوباسیل

مربوط به  Align.بندی به عمل آمدقرار گرفته و گروه

ها با استفاده از برنامه سویه 16S rRNAیابی ژن توالی

 .انجام شد NCBI در BLASTبیوانفورماتیکی 

 

 نتایج و بحث

گاومیش شهرستان  از دو محصول شیر و ماست سنتی

سویه باکتری با پتانسیل پروبیوتیک  30خوی، در کل 

 6سویه لاکتوباسیلوس و  31جداسازی گردید که شامل 

ها (. تفکیک سویه3باشد )شکل سویه انتروکوکوس می

 آورده شده است. 3ها در جدول ونامگذاری آن

گروه حساس، مقاومت  5ها به اساس درصد بقا، سویهبر

مقاومت بسیار خوب تقسیم ومت خوب و متوسط، مقا

 4کمترین مقاومت و  E1اساس این نتایج، سویه شدند. بر

سویه کوکسی شکل مقاومت  5سویه باسیلی شکل و 

سویه کوکسی شکل  3سویه باسیلی شکل و  6متوسط و 

مقاومت بسیار  L13و  L3 مقاومت خوب و دو سویه

مربوط به شمارش تعداد  0شکل   خوبی را دارا بودند.

های باکتریایی، در لحظه تلقیح و بعد از سویه کلنی

انکوباسیون سه ساعته در شرایط اسیدی معادل با اسید 

 معده در ادامه آورده شده است.

 
 آگارMRS های ظاهر شده در محیط کشت کلنی  -1شکل

 

لبنی  هایفراوردههای جداسازی شده از سویه  -1جدول 

 سنتی
های سویه نمونه لبنی

 لاکتوباسیلوس

های سویه

 انتروکوکوس

 شیر گاومیش خوی
L1, L2, L3, 

L4, L5, L6, 

L7 

 

- 

ماست گاومیش 

 خوی

L8, L9, L10, 

L11, L12, 

L13 

E1, E2, E3, E4, 

E5, E6 

 6 31 هاکل نمونه

 

*E های انتروکوکوس و دهنده سویهنشانL دهنده نشان

 باشد.می های لاکتوباسیلوسسویه
 

 سویه، در بافر 30تعیین تحمل به اسیدیته برای تمام 

PBS باpH   به طول سه ساعت در 4/0برابر با CO 11 

 گزارش شده است. 0انجام شد که نتایج در جدول 

و همکاران  کانویتحقیقات مشابه انجام شده توسط 

-برای انتخاب سویه (0991) و همکاران فرناندزو ( 3011)

لاکتوباسیلوس مقاوم به اسید با استفاده از محتوی های 

نشان دادند که بقای  هابررسی .معده گزارش شده است

نسبت به محتوی معده،  PBS ها در بافرلاکتوباسیلوس

ترکیبات موجود در محتوی معده بر  به خاطر اثر حفاظتی
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افر ها بتر است. آنهای باکتریایی، اندکی پایینروی سلول

PBS  باpH های باکتریایی، مناسب را برای غربال سویه

پیشنهاد کردند  "in vivo"به منظور حفظ بقا در شرایط 

که تحمل محیط با توجه به این (.3011کانوی و همکاران )

ای ههای میکروارگانیسماسیدی معده، تنها یکی از ویژگی

باشد و برای جلوگیری از دست رفتن  پروبیوتیک می

ت پروبیوتیکی مثل مقاومت ر خصوصیاهایی با سایسویه

های صفراوی، توانایی کلونیزاسیون به برابر نمکبالا در 

ای و سایر خصوصیات های اپیتلیالی رودهسلول

ها را بدون در توان انجام آزمایشبیولوژیکی مفید می

 توان میکروارگانیسمآغاز نمود. زیرا می pHگرفتن نظر

میکروکپسولاسیون با  های مورد نظر را با استفاده از

ه ز مصرفی به دستگاایش دوآلژینات سدیم یا از طریق افز

 و کیم توسط ای کهگوارشی رساند. در این زمینه مطالعه

 که مشخص گردید، شدانجام  (0996)همکاران وی 

طور مؤثر روکپسولاسیون با آلژینات سدیم بهمیک

میکروارگانیسم را از تیمار اسیدی و دمایی در موقع 

انتقال به روده، بدون تأثیر منفی بر روی عملکرد 

 کند.  پروبیوتیکی، حفاظت می

 

 ساعت 3به مدت  pH=5/2ها در درصد بقای سویه تعیین  -2جدول 

 درصد بقا
 

 % 19از بیشتر  %69و  % 19بین  %39و  %69بین %39کمتر از 

  شیر گاومیش خوی

- 

 

L1, L2, L6, L7 

 

 

L4, L5 

 

L3 

 

  ماست گاومیش خوی

E1 

 

 
 

L11, E2, E3, E4, E5 

 

L8, L9, L10, L12, E6 

 

L13 

 

های سویه یدر لحظه صفر و بعد از انکوباسیون سه ساعته بر روی بقا pH=5/2با  PBSتأثیر محیط اسیدی   -2شکل

 جداسازی شده

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 E1 E2 E3 E4 E5 E6

Lo
gC

FU
/m

l

سویه

لحظه صفر ساعت سه
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 ها به نمکبعد از تعیین مقاومت به اسید، مقاومت سویه

های صفراوی مورد بررسی قرار گرفت. کیسه صفرا یک 

در مکانیسم دفاعی اختصاصی و غیر  نقش اساسی

کند و شدت اثر بازدارندگی آن ده بازی میاختصاصی رو

شود. در های صفراوی تعیین میوسیله غلظت نمکبه

 های صفراویدستگاه گوارشی انسان میانگین غلظت نمک

های درصد وزنی/ حجمی است و برای غربال سویه 1/9

 پناچیا و)شود مقاوم به صفرا، بحرانی و کافی تلقی می

 .(0995 همکاران

های صفراوی، در ها با نمکدر رشد سویه ایجاد تأخیر

و  چاتئوه شده توسط یاساس پیشنهاد ارانتایج بر

که چهار گروه متمایز را براساس تأخیر  (3005)همکاران 

های صفراوی تشخیص نمک وسیلةرشد ایجاد شده به

 داده بودند، تحلیل گردیدند:

های مقاوم )دارای تأخیر رشدی مساوی یا کمتر سویه-3

 دقیقه( 34از 

 54و  34هایی با تحمل بالا )تأخیر رشدی بین سویه-0

 دقیقه(

هایی با تحمل ضعیف )دارای تأخیر رشدی بین سویه-1

 دقیقه( 69و  59

 دقیقه( 69های حساس )تأخیر رشدی بیشتر از سویه-5

بندی شدند اساس تأخیر رشد گروهسویه منتخب، بر 30

 آورده شده است. 1که نتایج در جدول 

 

 های صفراویتعیین مقاومت به نمک  -3جدول

 d15 15d40 40d60 d60 تأخیر رشد برحسب دقیقه

هاسویه  حساس ضعیف تحمل بالا مقاوم 

L8 
 

 
 

 
 

 
 

+ 
 

   
 

L3, L4, L5, L9, L10, L12, L13 E2, E4, E6 

 
 

 
 
+ 

 

 

  

 

L1, L2, L6, L7, L11, E1, E3, E5 

   
+ 

 

 
 

-    + 
 

 علامت + نشان دهنده اعضای گروه است. *                                          
 

انجام  (3005) و همکاران چاتئوتوسط  ای کهدر مطالعه

سویه  11های صفراوی بر روی رشد شد، تأثیر نمک

به عنوان پروبیوتیک مورد  لاکتوباسیلوس استفاده شده

های مورد آزمایش به سویهآزمایش قرار گرفت. نیمی از

درصد قرار  1/9های صفراوی تأثیر نمکآرامی تحت

گرفتند و تأخیر رشد زیر یک ساعت را تا رسیدن به یک 

نانومتر در محیط  699در طول موج  1/9جذب نوری 

 مایع در مقایسه با کشت کنترل بدون نمک MRSکشت 

ها در آزمایش یافتههای صفراوی به نمایش گذاشتند. 

های صفراوی با های انتخاب شده نسبت به نمکسویه

های موجود در مطالعات قبلی مطابقت داشت. در یافته

های آزمایش شده، تأخیر در رشد مورد همه سویه

های صفراوی نسبت به های تیمار داده شده با نمکسویه

 ر( مشهود بود. کشت کنترل )بدون تیما

های مقاوم به اسید و تعیین میزان بعد از انتخاب باکتری

فراوی، های صها به شرایط اسیدی و نمکتحمل آن

های استفاده از تستها با شناسایی مقدماتی آن

به مشخصات فنوتیپی،  انجام شد. با توجه بیوشیمیایی

های بیوشیمیایی و الگوی تخمیر قندی سویه

و انتروکوکوس و رسم دندروگرام لاکتوباسیلوس 

درصد در  34ها با ضریب تشابه مربوطه، لاکتوباسیلوس

درصد  04ها با ضریب تشابه چهار گروه و انتروکوکوس

دندروگرام حاصل را  1گیرند. شکل در دو گروه، قرار می

وگرام دندر 5های لاکتوباسیلوس و شکل برای سویه
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های ج تستاساس نتایهای انتروکوکوس را برسویه

 دهد.بیوشیمیایی نشان می

 های لاکتوباسیلوسدندروگرام مربوط به سویه -3شکل

 
 های انتروکوکوسدندروگرام مربوط به سویه  -4شکل

 

های لاکتوباسیلوس به چهار با رسم دندروگرام، سویه

سویه  Aبندی شدند. در گروه تقسیم A, B, C, Dگروه 

L11  الگوی تخمیر قندی مشابهی با لاکتوباسیلوس

باشد که سویه می 0شامل  Bرئوتری نشان داد. گروه 

A 

B 

C 

D 

A 

B 
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مشابه با لاکتوباسیلوس فرمنتوم و مجموعه  L9سویه 

 با L4, L5, L8, L13, L10, L12, L1, L2 هایسویه

درصد از لاکتوباسیلوس فرمنتوم جدا  39ضریب تشابه 

 کاملاً L7باشد. سویه شامل دو سویه می Cشدند. گروه 

با  L6مشابه با لاکتوباسیلوس کولینویدیس و سویه 

درصد از لاکتوباسیلوس کولینویدیس  39ضریب تشابه 

قرار  Dبه تنهایی در گروه  L3مجزا شده است. سویه 

ولی کتر به مرحله مولاسایی دقیقگرفته است و برای شن

های یابی ارسال شد. با رسم دندروگرام، سویهو توالی

درصد به دو گروه  04انتروکوکوس با ضریب تشابه 

الگوی رشدی و الگوی تخمیر  Aبندی شدند. گروه تقسیم

کربوهیدراتی نزدیکی با انتروکوکوس هیرا و 

 الگوی کاملاً  E6انتروکوکوس فاسیوم نشان دادند. سویه 

مشابهی با انتروکوکوس هیرا نشان داد و با ضریب 

. باشدد مشابه با انتروکوکوس فاسیوم میدرص 1تشابه 

درصد از این  03با ضریب تشابه  E1همچنین سویه 

 ,E2شامل چهار سویه  Bگروه جدا شده است. گروه 

E4, E3, E5 باشد که الگوی تخمیر کربوهیدراتی می

 کوکوس موندتی نشان دادند. نزدیکی با انترو

( از پنیر سنتی لیقوان در 3111رسولی و همکاران )

های شناسایی غرب ایران، با استفاده از روششمال

سویه  30سویه جداسازی کردند که  09 ،بیوشیمیایی

یک سویه کاتالاز مثبت بود. سویه  کاتالاز منفی و تنها

 وسهای غالب شامل انتروکوکوس فکالیس و انتروکوک

 باشند. فاسیوم می

 ( باکتری3109در تحقیقات مشابه حسنی و همکاران )

های لاکتوباسیلوس را از پنیر سنتی لیقوان جداسازی و 

 های جدا شده، گونهشناسایی نمودند که در میان سویه

 های غالب متعلق به گونه پلانتاروم و گونه کازئی بودند.

تر بر بیش لاکتیک های اسیدشناسایی فنوتیپی باکتری

 اساس مورفولوژی سلولی و تفاوت در سوبستراهای

های شناسایی شود، اما در روشکربوهیدراتی انجام می

ا هفنوتیپی عدم تکرارپذیری نتایج در همه آزمایشگاه

بر متفاوت بودن شرایط باشد. زیرا علاوهساز میمشکل

. دباشها نیز زیاد میکشت در هر آزمایشگاه، تنوع گونه

 تر در این تحقیق توسط روشبنابراین شناسایی دقیق

آیله و )یابی انجام گرفته است های مولکولی و توالی

-از پنیر سنتی که در منطقهای در مطالعه (.0993همکاران 

 شود، برای انتخاب باکتریای از ایتالیا ساخته می

 هایاستفاده کردند. با روش لاکتیک های استارتر اسید

باکتری گرم مثبت و کاتالاز  330شناسایی بیوشیمیایی 

ها منفی جداسازی گردید. شناسایی مولکولی سویه

  16S rRNAجفت باز از ژن 169-119توسط تکثیر 

 (.0991و همکاران  آکولانتیصورت گرفت )

های اساس نتایج حاصل از کلاستربندی تستبر

برای  L8و L3 بیوشیمیایی، دو سویه لاکتوباسیلوس 

 از نتایج حاصل 4شکل  شناسایی مولکولی انتخاب شدند.

جفت نوکلئوتید برای دو  3499یافته را در نواربندی تکثیر

 دهد.در دو تکرار نشان می L8 و L3سویه 

 

 
 16S های ژنالکتروفورز محصولات تکثیری توالی- 5شکل

rRNA های جدا شده لاکتوباسیلوسبرای سویه 

 

یابی برای دهد که نتایج توالیها نشان میهمقایس

نوکلئوتید با  3541درصد  399حاکی از تشابه   L3سویه

 برایثبت شده در بانک اطلاعاتی  16S rRNAتوالی 

 L3بود که سویه G111لاکتوباسیلوس برویس زیرگونه 

در شکل  Align در بانک ژنی به ثبت خواهد رسید. نتایج

 آورده شده است. 6

 
 

M                L3              L3              L8               

L8         
2000
bp 

1500
bp 

1000

bp 
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Lactobacillus brevis strain 877G 16S ribosomal RNA gene, |JX545342.1| 

Score=2693bits(1458),Identities=1458/1458(100%)Gaps=0/1458(0%), Strand= Plus/Plus  
 

Query  6   TGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACT  65 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  18  TGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACT  77 

 

Query  66  GATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAA 125 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  78  GATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAA 137 

 

Query  126 GCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGAT 185 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  138 GCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGAT 197 

 

Query  186 TTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGT 245 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  198 TTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGT 257 

 

Query  246 TGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 305 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  258 TGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC 317 

 

Query  306 ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 365 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  318 ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC 377 

 

Query  366 AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 425 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  378 AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA 437 

 

Query  426 ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAA 485 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  438 ACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAACTGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAA 497 

 

Query  486 CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 545 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  498 CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT 557 

 

Query  546 GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 605 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  558 GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC 617 

 

Query  606 TTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT 665 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  618 TTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT 677 

 

Query  666 GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC 725 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  678 GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC 737 

 

Query  726 GGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA 785 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  738 GGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA 797 

 

Query  786 TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC 845 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  798 TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC 857 

 

Query  846 AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT 905 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  858 AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT 917 

 

Query  906 CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG 965 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  918 CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG 977 

 

Query 966  CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTC1025 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 978  CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTC1037 

 

Query 1026 GGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT1085 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1038 GGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT1097 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408369146?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=F9WV65ZR01R
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Query 1086 AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGG1145 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1098 AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGG1157 

 

Query 1146 TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT1205 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1158 TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT1217 

 

Query 1206 ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGC1265 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1218 ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAGTCGTGAGGC1277 

 

Query 1266 TAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA1325 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1278 TAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA1337 

 

Query 1326 AGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG1385 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1338 AGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG1397 

 

Query 1386 TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTC1445 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1398 TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTC1457 

 

Query 1446 GGGAGTCAGCCGTCTAAG 1463 

           |||||||||||||||||| 

Sbjct 1458 GGGAGTCAGCCGTCTAAG 1475 

 

 
 

با استفاده از برنامه بیوانفورماتیکی  L3 سویه  16S rRNAیابی ژن مربوط به توالی Plusدو رشته  Align -6شکل 

BLAST  در NCBI 

 

با توالی موجود در  L8 سویه 16S rRNAبلاست توالی 

 بانک اطلاعاتی نشان داد که این سویه متعلق به

 00با تشابه   shortلاکتوباسیلوس پلانتاروم زیرگونه

 ثبته د که توالی این ژن در بانک ژنی بباشدرصد می

آورده شده است.  1در شکل  Align خواهد رسید. نتایج

 

|HQ259243.1|strain short 16S ribosomal RNA gene,  Lactobacillus plantarum 

Score= 2678 bits(1450), Identities= 1455/1457(99%)Gaps= 1/1457(0%), Strand= Plus/Plus  
Query  12  GTGCTATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTAC  71 

           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  15  GTGCTATA-ATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTAC  73 

 

Query  72  ATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGAT 131 

           ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  74  ATTTGAGTGAGAGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGAT 133 

 

Query  132 AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGA 191 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  134 AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGA 193 

 

Query  192 AAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGT 251 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  194 AAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGT 253 

 

Query  252 AACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGA 311 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  254 AACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGA 313 

 

Query  312 CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGA 371 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  314 CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGA 373 

 

Query  372 AAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG 431 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  374 AAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTG 433 

 

Query  432 TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGC 491 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325587127?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=F9WZC9Z2014
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           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  434 TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGC 493 

 

Query  492 CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT 551 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  494 CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT 553 

 

Query  552 TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCA 611 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  554 TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCA 613 

 

Query  612 ACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA 671 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  614 ACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA 673 

 

Query  672 TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTG 731 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  674 TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTG 733 

 

Query  732 GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT 791 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  734 GTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT 793 

 

Query  792 AGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA 851 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  794 AGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA 853 

 

Query  852 GCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT 911 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  854 GCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT 913 

 

Query  912 TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC 971 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  914 TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACC 973 

 

Query 972  TTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATG1031 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 974  TTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATG1033 

 

Query 1032 GATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC1091 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1034 GATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC1093 

 

Query 1092 AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC1151 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1094 AACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGC1153 

 

Query 1152 CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG1211 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1154 CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG1213 

 

Query 1212 GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAAT1271 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1214 GCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAAT1273 

 

Query 1272 CTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAAT1331 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1274 CTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAAT1333 

 

Query 1332 CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG1391 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1334 CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG1393 

 

Query 1392 CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCA1451 

           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 1394 CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCA1453 

  

Query 1452 GCCGCTAAGTGAACAAG 1468 

           ||||||||||||||||| 

Sbjct 1454 GCCGCTAAGTGAACAAG 1470 
 

انفورماتیکی با استفاده از برنامه بیو L8 سویه  16S rRNAیابی ژن مربوط به توالی Plusدو رشته  Align -7شکل 

BLAST  در NCBI 
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 گیرینتیجه

این تحقیق نشان داد که شیر سنتی و ماست تولید شده 

 های پروبیوتیکبه روش سنتی منبع مهمی برای باکتری

ا هباشند. بنابراین جداسازی و استفاده از این باکتریمی

های صنعتی این امکان به عنوان استارتر به پنیر و ماست

های را فراهم خواهد کرد که محصولات لبنی با ویژگی

-صرفمطلوبی از نظر کیفیت به بازار عرضه شده و م

مندی از سلامتی خود کنندگان راه جدیدی برای بهره

تواند سلامت ها میخواهند یافت، زیرا مصرف این باکتری

ا ردستگاه گوارش را بهبود بخشیده و سیستم ایمنی 
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Abstract 

The aim of this study was to isolate and identify the probiotic bacteria from microbial flora of buffalo 

milk and its traditional yogurt in Khoi city. To achieve this goal, the lactic acid bacteria were isolated 

by phenotypic methods (cellular morphology, Gram staining, catalase test, biochemical tests 

including growth in  different temperatures, various concentrations of salt and fermentation of 

different types of sugar) and their probiotic potential (resistant to stomach acid and bile salts) were 

evaluated. Then, to identify more accurately, the 16S rRNA gene of bacteria were replicated with 

pairs of specific primers and then the purified PCR product was sent for gene sequencing. At the end, 

13 strains of Lactobacilli and 6 strains of Enterococci were reported as the natural microbial flora 

with probiotic potential in Khoi city. These bacteria provide the good quality of the dairy products in 

those areas and can be used in industrial manufacture of dairy products. 
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