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  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  21-28 صفحه ،پنجم شماره دوم، دوره ،1389 نتابستا

  چکیده 
بزرگترین گروه تشکیل دهنده  LAB. بر هیچ کس پوشیده نیست )LAB(اهمیت باکتري هاي اسید لاکتیک: هدف زمینه و

شیرهاي  LABشناسایی هدف از انجام این پژوهش . پروبیوتیک ها بوده و کاربردهاي فراوانی در صنعت و سلامت دارند
 خام ارتفاعات بکر البرز و معرفی گونه هاي بومی مناسب جهت استفاده صنعتی به عنوان جایگزین سـویه هـاي وارداتـی    

بومی در یک بانک میکروبی و بررسی وجود گونه هـاي   LABموجود، نگهداري  LABهمچنین بررسی تنوع . بوده است
  .جدید از اهداف دیگر پژوهش بوده اند

 به آزمایشگاه منتقل البرز تهیه، با رعایت شرایط استاندارد ارتفاعات نقطه 14 شیر خام از منتخب نمونه هاي :وش بررسیر
  و تست هاي افتراقی  ماکروسکوپی و میکروسکوپی مشاهدات ي اختصاصی،با استفاده از محیط ها LABکلنی هاي  و

  High Resolution Melting Real Time PCR با انجام استخراج شده و بدست آمدهایزوله  DNA 64 .جدا شدند
 PCRهاي منتخب هر گروه با انجام  در نهایت نمونه .گروه بندي شدند 16S rDNAبا استفاده از پرایمرهاي اختصاصی 

 NCBIنتایج بدست آمده از تعیین توالی با توالی هاي موجود در بانک میکروبی . مجدد براي تعیین توالی ارسال شدند
  .گونه جدید احتمالی شناسایی شدند 2گونه و  9 جنس، 6مقایسه شده، 

 ، Streptococcus vestibularis  ،Enterococcus faecalis ، Lactococcus lactis  باکتري هاي :یافته ها
Streptococcus infantarius ،Leuconostoc  argentinum   ،Lactobacillus brevis ، Pediococcus 

pentosaceus ، Lactobacillus rhamnosus ، Lactobacillus plantarum  و دوباکتري از جنس هاي
Pediococcus وEnterococcus  16بر اساس آنالیزSrDNA شناسایی شدند.  

تقریبا همه . در شیرهاي خام البرز مرکزي وجود دارد LABنتایج حاصل نشان می دهد تنوع ارزشمندي از :  گیرينتیجه
 16S rDNAهمچنین بر اساس آنالیز . اربرد صنعتی داشته و می توانند جایگزین سویه هاي وارداتی شوندیافته ها ک

 High Resolution Melting Real Timeنکته مهم اینکه با استفاده از . احتمال وجود دو گونه جدید وجود دارد

PCR  اهمیت به کارگیري تکنیک هاي مولکولی امکان کاهش فوق العاده زمان و هزینه پژوهش ایجاد شد که نشان از   
  .در میکروب شناسی و تلفیق آنها با تکنیک هاي کلاسیک دارد

  جداسازي، شناسایی مولکولی، باکتري هاي اسید لاکتیک، شیرهاي خام، البرز مرکزي: هاي کلیديواژه
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

  ...يها يباکتر يمولکول ييو شناسا يجداساز

  مقدمه
گـروه  )  Lactic Acid Bacteria(باکتري هاي اسـید لاکتیـک   

هتروژنی از بـاکتري هـاي گـرم مثبـت هسـتند کـه بـر اسـاس         
ــک و    ــک، متابولیـ ــاي مورفولوژیـ ــی هـ ــه اي از ویژگـ مجموعـ

گرچه . )1(فیزیولوژیک در یک گروه بسیار بزرگ قرار گرفته اند 
ــه طــور ســنتی    ــزرگ را ب ــن گــروه بســیار ب        هســته مرکــزي ای

و   Pediococcus Leuconostoc, Lactococcusهـاي جنس 
Lactobacillus     جـنس هـاي    تشکیل می دهند امـا بـه مـرور

 LABتا جـایی کـه امـروز    ) 2(د به این گروه اضافه شدن دیگري
اي بـاکتري ه ـ  LAB ).3(جنس را در بـر مـی گیـرد     20حدود 

ــا   ــل ب ــه اي میکروآئروفی ــا میل ــایین هســتند  %GCکــروي ی        پ
که اسید لاکتیک مهمترین محصـول  ) به استثناي بیفیدوباکتریا(

دیواره ایـن  ). 4(آنها از تخمیر کربوهیدرات ها محسوب می شود 
یک پپتیدوگلایکان ضخیم چندلایه اسـت کـه   داراي باکتري ها 

ید و پلی ساکاریدهاي مختلف همراه با پروتئین ها، تایکوئیک اس
  ). 5(آرایش پیدا کرده است

تولید فراورده هاي پروبیوتیـک بـدون شـک یکـی از مهمتـرین      
     اسـت کـه بزرگتـرین گـروه بـاکتري موجـود        LABکاربردهاي 

 Polyتولیـد  ). 1(در این نـوع محصـولات را تشـکیل مـی دهنـد     
Lactic Acid   اي ، غذاهاي تخمیري، افزودنی هـا، نوشـیدنی ه ـ

ــک     ــید لاکتی ــین، اس ــاکارید، باکتریوس ــی س ــري، اگزوپل تخمی
میکروبی، استخراج مواد و افزایش کیفیت نگهداري و مانـدگاري  

هسـتند   LABمحصولات غذایی تنها بخشی از کاربردهاي مهم 
را بـه عنـوان گروهـی    نیـاز   ي پـر که همه و همه این باکتري ها

ح می کننـد  بسیار مهم در میکروبیولوژي صنعتی و پزشکی مطر
)6 .(  

LAB    ــرد ــدا ک ــابع ج ــیعی از من ــتره وس ــوان از گس ــی ت         .را م
ها، گیاهان سبز، سبزیجات تخمیري، سـطوح مخـاطی    انواع دانه

هاي  هاي گوشتی، تولیدات لبنی، اسفنج انسان و حیوان، فرآورده
  ها، انواع ماهی و خاك منابعی هسـتند کـه بسـته     دریایی، صدف

    هــا  واننـد بــراي جسـتجوي ایــن بـاکتري   ت بـه نــوع تحقیـق مــی  
یـافتن   ،این گروه به دلیل اهمیت فوق العاده). 7( مناسب باشند

منـابع جدیـد و    ازآن باکتري هاي جدید مناسب قرار گرفتن در 
    البتـه بـا ظهـور و ارتقـا      .از اهمیت بـالایی برخـوردار اسـت    بکر

کـرده  روش هاي مولکولی این کار سرعت و دقت بیشتري پیـدا  
  ناشـناخته در   LABتا جایی که امـروزه امکـان شناسـایی یـک     

  ).8(یک روز کاري وجود دارد

ــرن اســت    ــه کشــورهاي پیشــرفته حــدود یــک ق           در حــالی ک
 LABبه طور جدي به کشـف و شناسـایی گونـه هـاي جدیـد      

   از ایــن توانســته انــد جهــت اســتفاده صــنعتی پرداختــه انــد و 
یعی در صنعت بهره ببرنـد، در کشـور مـا    باکتري ها به طور وس

مورد توجه قرار گرفته، کـه   تنها چند سالی است که این مساله
    با توجه به ناشناخته بودن بسیاري از زیست بـوم هـا، خصوصـاً   

میکروبیولوژیک، نیازمند انجام تحقیقات اصولی است تـا   از نظر
  LAB هاي میکروبـی قابـل قبـولی از    بتوان در اولین گام بانک

   منـاطق بکـر ایـران ایجـاد کـرده و در مراحـل بعـد بـا بررسـی          
  آنهـا  رو بـه سـوي اسـتفاده صـنعتی از     ،ویژگی هاي یافتـه هـا  

  .حرکت کرد
ــتفاده از   ــیا     LABاس ــی در آس ــاي لبن ــرآورده ه ــد ف      در تولی

 Metchnikoff اما شـاید بتـوان   . سابقه اي چند هزار ساله دارد
و در کنـار آن    LABتوجـه علمـی بـه     به عنوان پایـه گـذار  را 

در قرن اخیـر تحقیـق در زمینـه    ). 9(پروبیوتیک ها معرفی کرد
LAB  تـا جـایی    هدر کشورهاي پیشرفته به سرعت توسعه یافت

 که امروزه هر سال میلیون ها دلار درآمـد نصـیب ایـن کشـورها     
سودآوري این تحقیقات و نیاز تمامی کشورها بـه ایـن   . می کند

ا سبب شده است تـا کشـورهاي در حـال توسـعه نیـز      باکتري ه
بـومی را از مـدت هـا      LABتلاش هاي جدي جهت شناسایی 

ــه  Savadogo.  پــیش آغــاز کننــد ، )10(و همکــاران در نیجری
Singh  ــاران در هنــــد ــاران در  Tan،  )11(و همکــ و همکــ
و  )13(و مادوروبــا و همکــاران در آفریقــاي جنــوبی) 12(مــالزي

ن دیگر در سال هـاي اخیـر بـه دنبـال یـافتن      بسیاري دانشمندا
LAB  در کشـورمان نیـز   . بومی با کاربردهاي گوناگون بوده اند

       پژوهش هایی انجـام گرفتـه اسـت کـه از آن جملـه مـی تـوان        
ــاران   ــا و همک ــاي آزادنی ــژوهش ه ــه پ ــادي و  ) 14(ب ــاج آب و ت

  .            اشاره کرد) 15(همکاران
ــوري گســترده،     ــران، کش ــاد و    ای ــوایی زی ــوع آب و ه ــا تن     ب

ــه    ــت ک ــاگون اس ــاي گون ــتم ه ــوع از اکوسیس ــوع  14مجم           تن
ــا داراي   ــوایی دنی ــد   11آب و ه ــی باش ــوع م ــی از ). 16(تن        یک

 مهم ترین این اقلیم ها البرز مرکزي محسوب مـی شـود کـه در   
ــدود     ــول ح ــا ط ــاحتی ب ــا   300مس ــرض ت ــومتر،  90وع     کیل

اص خود را ایجاد کرده است و به همین دلیل اکوسیستم هاي خ
می تواند بستري مناسب براي بررسی تنوع زیستی، خصوصـا در  

شـرایط زیسـتی منحصـر بـه فـرد، تنـوع،       . سطح میکروبی باشد
گستردگی و از همه مهمتر بکر بودن این منـاطق و عـدم وجـود    
سابقه بررسی هاي مشابه، بر لزوم انجـام پـژوهش هـاي بیشـتر     

پتانسـیل صـنعتی و همچنـین     فتن بـاکتري هـاي داراي  براي یا
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، دوره دوم، شماره پنجم89تابستان   

  و همکاران فریدون فرقانی

هدف از انجام این  .باکتري هاي جدید در این مناطق تاکید دارد
پژوهش بررسی شیر هاي خام ارتفاعات بکر البرز مرکزي از نظر 

و نگهداري یافتـه هـا   دستیابی به ایزوله هاي جدید LABوجود 
یقات آینده بومی براي تحق LABدر غالب یک بانک میکروبی از 

همچنین گونه هاي داراي پتانسیل صنعتی که می تواننـد  . است
جایگزینی مناسب بـراي بـاکتري هـاي تجـاري وارداتـی باشـند       

  . شناسایی می شوند
  

  روش بررسی
نمونـه هـاي شـیر خـام از دام هـاي       :جمع آوري نمونـه هـا   

منطقـه منتخـب ارتفاعـات البـرز مرکـزي بـا شـرایط         14سنتی
درجه سانتیگراد به آزمایشگاه منتقل  4در دماي  استریل تهیه و

انتخاب مناطق نمونه گیري اتفاقی نبوده و دقت شد ). 15(شدند
کیلومتري البرز و دامنه هاي  300توزیع مناسبی در طول حدود 

همچنین تلاش شد تـا حـد   . جنوبی و شمالی وجود داشته باشد
گی انسـانی و  امکان نمونه ها از مناطق بکر و داراي کمترین آلود

  .از دام هاي سنتی تهیه شوند
همه نمونه ها بلافاصله پس از انتقال به آزمایشگاه  :غنی سازي

 MRS brothورتکـس شـده، بـه طـور مجـزا در محـیط هـاي        
(Merck)  وM17 broth )Merck ( ــدند ــیح ش ــن  . تلق ــه ای ب

میلـی لیتـر محـیط    90میلی لیتر از هر نمونه در  10صورت که 
-24درجه سانتیگراد به مـدت   30ه و در دماي آماده تلقیح شد

 ).8(قرار گرفت CO2 10 %حاوي  CO2ساعت در انکوباتور  48
 10-8تا   ١٠-١پس از غنی سازي هر نمونه شیر خام، رقت هاي 

ــافر ســالین نرمــال تهیــه شــده و مقــدار    250از هــر ارلــن در ب
رقت  وMRS broth  در پلیت  10-8تا   10-4میکرولیتر از رقت 

پـس از انجـام   . تلقیح شد  M17 broth در پلیت10-8  تا 5-10
ساعت در جار بی هوازي  48کشت سفره اي پلیت ها براي مدت 

ــاوي  ــاي  )Anaerocult C )Merckحـ ــه  30در دمـ درجـ
  .سانتیگراد انکوبه شدند

 پس از پایان زمـان انکوباسـیون، پلیـت هـا از جـار       :جداسازي
    فولوژیـک، کلنـی هـاي    خارج شـده و بـر اسـاس مشـاهدات مور    

  غیر مشابه مورد رنگ آمیزي گرم و تست کاتـالاز قـرار گرفتنـد    
 64کلنی مورد آزمـون هـاي فـوق    164که در این مرحله از بین 

ــیط    ــروي از دو مح ــه اي و ک ــی میل ــد  MRSو  M17کلن تایی
   و بـه صـورت کلنـی تـک در     ) گرم مثبـت، کاتـالاز منفـی   (شده

انجـام کشـت   ). 8(ه شـدند  پلیت هاي جدیـد کشـت خطـی داد   
انجـام ایـن کـار در    . خطی از کلنی هاي مجزا  سه بار تکرار شد

جهت افـزایش خلـوص و همچنـین فعـال شـدن       LABبررسی 
   .ایزوله ها ضروري است

با استفاده از کیت اسـتخراج   DNAاستخراج : DNAاستخراج 
)Cinnagen( آزمون کیفـی روي همـه   . انجام شدDNA   هـاي

  .ستفاده از دستگاه بیوفتومتر انجام شداستخراجی با ا
  

High Resolution Melting-Real Time PCR  :     
 HRM-Realایزولـه بـراي انجـام     64همـه   DNAنمونه هاي 

Time PCR   آمـاده شـدند .ng100    از هـر نمونـهDNA  5بــا 
ــر  ــولار 10Xbuffer ،5/1میکرولیتـ ــی مـ      MgCl2 ،2/0 میلـ
 Primers  ،5/2ازکومول هر یک پی dNTPs  ،10 میلی مولار  
 50در حجم کلی  SYTO-9میکرومول  10، و Taqواحد آنزیم 

 Real Time PCR )Corbettمیکرولیتر با استفاده از دسـتگاه  
پرایمرهاي . قرار گرفت HRM-Real Time PCRمورد  )6000

  ).17(بودند 16S rDNAمورد استفاده پرایمرهاي یونیورسال 
Forward universal primer: 
AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 
Reverse universal primer: 
AGGAGGTGATCCAACCGCA 

  
هر گـروه بـراي انجـام     نمونه هاي منتخب HRMپس از آنالیز 

PCR نمونه . برگزیده شدندS1  از گروهA،  نمونـه S4   از گـروه
B، نمونه S8  از گروهC، نمونه S11  از گروهD  نمونـه ،S19  از

، نمونـه  Gاز گـروه   S29، نمونـه  Fاز گروه  S20، نمونه Eگروه 
S51  از گروهH  و نمونهS40  از گروهI    بـا انجـامPCR   مجـدد
  .ارسال شدندتوالی یابی براي 

به مـدت   C95° شامل دناتوراسیون اولیه  PCRشرایط واکنش 
 ثانیـه،  40بـه مـدت    C95° دور شـامل   35دقیقـه و سـپس    4

°C56  ثانیه و  30به مدت °C72 ثانیـه همـراه بـا     40 به مدت
 5به مـدت   C72° و گسترش نهایی در  Greenجذب در کانال 

 C°بـا شـیفت حرارتـی     C 90-72°از HRM. دقیقه انجام شـد 
میکرولیتر از محصـول   5همچنین . در هر ثانیه انجام گرفت 1/0

PCR   منتقـل شـده و بـا انجـام الکتروفـورز و       2%به ژل آگارز
  .تایید گردید PCRصحت  ٣٧٠ bpمشاهده باندهاي 

  
PCR-sequencing :   ــول ــت آوردن محص ــراي بدس  PCRب

نمونه منتخـب بـه عنـوان     sequencing  ،9 داراي قابلیت انجام
و  PCRصحت انجـام  . قرار گرفتند PCRشاخص گروه ها مورد 

عــدم وجــود آلــودگی نیــز بــا انجــام الکتروفــورز تاییــد شــده و  
  .ال شدندارس )Macrogen( توالی یابیمحصولات براي 
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  ...يها يباکتر يمولکول ييو شناسا يجداساز

  
Alignment  با دریافت توالی هاي مورد نظـر پـس از    :توالیها

 Blast، این توالی ها با استفاده از نرم افـزار   sequencingانجام 
مورد بررسی قرار گرفتـه  www.ncbi.nlm.nih.gov  سایت در 

و نتـایج بررسـی هـاي     و بر اساس اطلاعات موجود در بانک ژنی
مورفولوژیک شناسایی ایزوله هاي باکتریایی موجـود، در سـطح   

  . جنس و گونه انجام شد
  

  یافته ها
 ،) A – 1شـکل  (پس از بدست آمدن نمودار نرمال سازي شـده  

 1شکل (نمودار مورد بررسی قرار گرفته و با رسم نمودار افتراقی 
– B ( ایزولـه هـا بـه عنـوان     و تفسیر آن با استفاده از هر یک از

ــرار      ــب ق ــاي مناس ــروه ه ــا در گ ــه ه ــاخص، ایزول ــپ ش ژنوتی
  ).1جدول (گرفتند

  

    
A: HRM Normalized Graph 

 
B: HRM Difference Graph                                   

  براي گروه بندي نمونه ها HRMنمودارهاي .  1شکل 
  

ت میکروسـکوپی و  بررسی پلی فازیک نمونه ها براساس مطالعـا 
. گروه نهـایی ایجـاد کـرد    HRM-Real Time PCR  ،9انجام 

در هر مرحله  PCRصحت انجام گروهبندي و محصولات نهایی 
 ).2شکل (با استفاده از الکتروفورز نمونه ها تایید شد 

  

  
، با مشاهده باندهاي  PCRمحصول نهایی  9تایید تکمیلی  .2شکل 

bp370 2%روي ژل آگارز   
  

ع جغرافیایی نمونه ها متنوع بوده و به جز یک نمونـه سـایر   توزی
   ایزولــه هــا در بــیش از یــک ناحیــه جغرافیــایی وجــود داشــتند

  ).1جدول (
  
بــا داشــتن  I، و B ،C ،D ،E ،F ،Gنمونــه هــاي گــروه هــاي   

با توالی هاي ثبت شده در بانـک ژنـی    100%تا  97%همولوژي 
  : ددر حد گونه به شرح زیر شناسایی شدن

  
                      B :Streptococcus vestibularisگروه 
  C :Enterococcus faecalisگروه 
                             D :Lactococcus lactisگروه 
  E :Streptococcus Infantariusگروه 
  F :F1:  Leuconostoc argentinumگروه 

Lactobacillus brevis:F2  
          G ::G1 Pediococcus pentosaceusگروه 

 G2: Lactobacillus rhamnosus  
  I: Lactobacillus plantarumگروه 

  
قرار داشت با داشتن  Aکه به تنهایی در گروه  S1A4نمونه  

به عنوان  Pediococcus acidilacticiبا  78%همولوژي 
   همچنین نمونه هاي . شناخته شد Pediococcusجنس 

 Enterococcus faeciumهمولوژي با  81%با داشتن  Iگروه 
  .شناخته شدند Enterococcusبه عنوان جنس 
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  و همکاران فریدون فرقانی

 

 
 

  بحث
  اهمیت باکتري هاي اسید لاکتیک در بحث صنعت و سلامت

    در این بین کشور ما یکی از ). 18(هر روز بیشتر می شود
و فرآورده هاي آنها  LABوارد کننده هاي سویه هاي مختلف 

هدف ما در این تحقیق . ذشته بوده استطی سال هاي گ
    شیرهاي خام مناطق بکر ارتفاعات البرز  LABشناسایی 

بوده است تا بتوان با تهیه بانک میکروبی مناسبی از یافته ها، 
امکان بررسی هاي بیشتر و سرانجام دستیابی به باکتري هاي 
داراي قابلیت صنعتی مناسب در زمینه هاي مختلف را ایجاد 

در عین حال یافتن باکتري هاي جدید در سطح سویه و . کرد
 حتی گونه با توجه به اقلیم و پوشش گیاهی خاص مناطق 
نمونه گیري و همچنین عدم وجود سابقه تحقیقات دقیق و 

  .جامع از اهداف پژوهش بود
سابقه اي از استفاده از روش پلی فازیک بـا اسـتفاده از ترکیـب      

 High Resolutionوژي و روش هاي کلاسیک میکروبیول
Melting Real Time PCR   ــایی ــراي شناس ــه  LABب    ب

 .صورتی که در این تحقیق انجام گرفت یافت نشد

 

 
 

ایـن   HRM-Real Time PCR انجام گـروه بنـدي بـه وسـیله    
امکان را ایجاد کرد تا هزینه انجـام پـژوهش و همچنـین زمـان     

      در زمـان انجـام   . مورد نیـاز تـا حـد زیـادي کـاهش پیـدا کنـد       
نـرم افـزار   ) Confidence(گروه بندي با تنظیم ضریب اطمینان

Rotor-Gene  تـا   درصد سعی شد دقت گروه بنـدي  90%روي
      اســتفاده از ایــن روش . حــد بســیار بــالایی افــزایش پیــدا کنــد

در  LABمی تواند براي دستیابی سـریع بـه گروهـی خـاص از     
     بـا ایـن روش   . میان تعداد بسیار بـالاي ایزولـه هـا بـه کـار رود     

می توان با سرعت جنس یا گونه مورد نظر را یافته و شروع بـه  
جهت رسیدن به اهداف صنعتی بررسی هاي بیشتر آزمایشگاهی 

  .خاص نمود
بـه عنـوان روشـی      16SrDNA PCR sequencingاستفاده از  

سـال هـا اسـت     LABمطمئن در شناسایی باکتري ها از جمله 
گرچـه روش هـاي   . که مورد استفاده دانشمندان قرار می گیـرد 

ــف دیگــري همچــون   ،  RFLP  ،BOX-PCRمولکــولی مختل
   بـه کـار    LABیز بـراي شناسـایی   ن... انگشت نگاري مولکولی و

اما با توجه به اهداف طرح و در نظر گرفتن شـرایط   )1(می روند

 HRMگروه ها بر اساس آنالیز 

I H  G  F E D C B A 
 
S40A14 
S41A13 
S65A10 

 
S51A4 
S2A4 
S15A5 
S17A5 
S22A5 
S18A6 
S47A4 
S56A4 
S55A3 
S62A2 
S66A11 
 

G2 G1 F2 F1  
S19A5 
S21A5 
S48A4 
S59A4 

 
S11A1 
S61A12 
S28A8 
S16A6 
S60A8 

 
S8A12 
S12A13 

 
S4A4 
S3A4 
S6A10 
S9A12 
S37A2 
S13A8 

 
S1A4 
 
 
 
 

 
S36A1 
S39A14 
S63A9 
S52A1 
S64A10 
S42A13 
S54A1 
 
 
 

 
S29A7 
S5A11 
S7A9 
S10A1 
S27A8 
S30A7 
S44A5 
S43A5 
S14A10 
S32A6 
S33A6 
S35A1 
S38A1 
S31A6 
S45A5 
S46A5 
 
 
 

 
S53A2 
S57A4 
S58A4 
S25A4 
S26A4 
 

 
S20A5 
S23A4 
S24A4 
S49A4 

 توزیع جغرافیایی و فراوانی نمونه هاي گروه بندي شده توسط  - 1جدول 
 HRM-Real Time PCR  

: S    ،   نمونه A :منطقه جغرافیایی 
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ــی از  ــژوهش، اســتفاده ترکیب و  HRM-Real Time PCRپ
16SrDNA PCR sequencing    بـه عنــوان روشـی نوآورانــه

  .انتخاب شد
چنان که انتظار می رفت مشخص شد شیر هاي خام ارتفاعـات    

 ــ ــرز از نظــر تن ــتند  LABوع الب ــیار غنــی هس ــیاري از . بس     بس
باکتري هاي بدست آمده کاربردهاي بسیار مهم صنعتی داشـته  
و علاوه بر آن دستیابی به باکتري هاي جدید، نه تنها در سطح 
. سویه بلکه حتی در سطح گونه بسیار محتمل به نظر می رسـد 

همه این ها به این معنی اسـت کـه هنـوز هـم بایـد تحقیقـات       
  .بسیاري در این زمینه انجام شود

ــاکتري       داراي کــاربرد ) Cگــروه ( Enterococcus faecalisب
. روز افــزون در تولیــد صــنعتی پروبیوتیــک هــاي دامــی اســت 

همچنین نقش آن در تولید برخی انواع پرطرفدار پنیـر اروپـایی   
البتــه بــه دلیــل احتمــال انتقــال ). 1(بــه اثبــات رســیده اســت

 پلازمیدهاي مقاومت آنتی بیوتیکی این باکتري به فلور پـاتوژن 
ــر روي     ــتر ب ــات بیش ــام مطالع ــال انج ــمندان در ح      روده دانش
سویه هـاي موجـود و تـلاش بـراي یـافتن سـویه هـاي جدیـد         

با توجه به محـل   NCBIنمونه شاخص ارسالی به ). 19(هستند
بـا عنـوان   ) کوه هاي شهرسـتان رودسـر  (بدست آمدن باکتري 

 )rudsar )Accession Number: HQ646363سویه جدیـد  
  .رسید به ثبت
به عنوان اصلی تـرین  ) Dگروه (  lactococcus lactisباکتري 

و واحـدهاي  ) 1(استارتر در تولید صنعتی ماسـت نقـش داشـته   
صنعت لبنیات کشورمان وارد کننده عمده سـویه هـاي تجـاري    

   در عــین حــال بــه کــارگیري ایزولــه هــاي بــومی  . آن هســتند
طعم محصولات بدست آمده با توجه به علاقه مندي عمومی به 

لبنی سنتی می تواند علاوه بر کـاهش هزینـه تولیـد، اسـتقبال     
  .عمومی از محصولات تولیدي را نیز افزایش دهد

به عنوان یک ) Eگروه ( Streptococcus infantariusباکتري 
ــد    ــارگیري در تولی ــه ک ــت ب ــا جه ــد، خصوص ــک مفی پروبیوتی

اکتري هم این ب. محصولات غذایی ویژه نوزادان مورد توجه است
ــوان    ــه عن هنــوز در ابتــداي راه مــورد اســتفاده قــرار گــرفتن ب

  .پروبیوتیک انسانی است
و  G1( Gو گـروه  ) F2و  F ) F1در شناسایی باکتري هاي گـروه  

G2 (  مقایسـه نتـایج   . نکات جالبی مشـاهده شـدHRM-Real 
Time PCR    ــکوپی ــک میکروس ــاي مورفولوژی ــی ه ــا بررس     ب

ز این گروه ها هم باکتري کروي و هم نشان داد که در هر یک ا
ــد   ــه ان ــرار گرفت ــه اي ق ــتفاده از روش  . میل ــز اس ــا نی          در اینج

  . پلی فازیک براي شناسایی بسیار کار آمد بود

 Leuconostocبه عنـوان    F1باکتري هاي زیرگروه  Fدر گروه 
argentinum   ــروه ــاي زیرگـ ــاکتري هـ ــوان   F2و بـ ــه عنـ بـ

Lactobacillus brevis  این به علت قرابت . شناسایی شدند
 16S rDNAژنتیکی بسیار بالاي باکتري هاي فـوق در ناحیـه   

مقایسه تـوالی ارسـالی نمونـه    . بوده و نیازمند توجه کافی است
S20       به عنوان شـاخص گـروه بـا بانـک ژنـیNCBI   نشـان از

هر دو باکتري . با هر دو جنس فوق الذکر داشت 99%همولوژي 
فراوانی در تولید صـنعتی و سـنتی محصـولات     فوق کاربردهاي

). 19(گیـاهی تخمیـري خصوصـا در کشـورهاي اروپـایی دارنـد      
محصولاتی که تولید آنها به عنوان فرآورده اي جدید می توانـد  

  .سودآوري بالایی در بازار کشورمان نیز داشته باشد
در ایـن  . وجـود داشـت   F  نیز شرایطی مشابه گـروه  Gدر گروه 

مورد آنالیز قرار گرفـت   S29به دست آمده از نمونه  گروه توالی
بـا   98%و  Pediococcus pentosaceusبا  99%که همولوژي 

Lactobacillus rhamnosus   ــی داد ــان م ــاکتري (را نش ب
ــویه در      ــت س ــراي ثب ــی ب ــه بررس ــاخص در مرحل          NCBIش

   ). Accession Number: HQ705607.قرار دارد
بــه عنــوان    F1هــاي زیرگــروه   بــه ایــن ترتیــب بــاکتري   

Pediococcus pentosaceus  ــاکتري هــاي زیرگــروه        F2و ب

ــوان   ــه عن ــدند  Lactobacillus rhamnosusب ــناخته ش . ش
ــاکتري  کاربردهــاي صــنعتی  Pediococcus pentosaceusب

فراوانی در تولید فرآورده هاي گوشتی، گیاهی و انواعی از پنیـر  
بــه عنــوان یکــی از کاندیــداهاي همچنــین ایــن بــاکتري . دارد

جایگزینی نگهداري زیستی به جاي روش هاي مصـنوعی مـورد   
نیز به عنـوان   Lactobacillus rhamnosus). 6(مطالعه است

یکی از باکتري هاي پروبیوتیک بسیار مهم همواره مـورد توجـه   
بوده و سویه هایی از آن سال ها است در محصولات پروبیوتیک 

  .لی معتبر مورد استفاده قرار می گیرندشرکت هاي بین المل
براي اطمینان از درست بودن تئوري مورد اسـتفاده در تفکیـک   

ــاي  ــروه ه ــیل از   G2از   G1و  F2از  F1زیرگ ــه باس ــک نمون       ، ی
 sequencingمجدد قرار گرفته و پـس از   PCRهر گروه، مورد 

  ،F2از زیرگـروه   S53نمونـه  . مقایسه شـد  NCBIبا بانک ژنی 
Lactobacillus brevis  و نمونـــهS36  ــروه  ، G2از زیرگـ

Lactobacillus rhamnosus ایــن نتیجــه . شــناخته شــدند  
نشان داد که در تحقیقات بعدي امکان استفاده از روش مطـرح  

وجود داشته و می تواند به راحتـی   LABشده براي گروه بندي 
ل در عـین حـا  . شناسایی در سطح جنس و گونه را ممکن سازد
مجـدد در   PCRدر صورت انجام تحلیل درست نیازي به انجام 

  . وجود نخواهد داشت Fو  Gموارد مشابه با گروه هاي 
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، دوره دوم، شماره پنجم89تابستان   

  و همکاران فریدون فرقانی

نمونـه   78%نتیجه قابل توجه دیگري که بدست آمد، همولـوژي  
S1 ) گروهA (   با تـوالی ژنـیPediococcus acidilactici  در

یـد  ایـن بـاکتري در صـنعت غـذایی بـراي تول     . بانک ژنـی بـود  
درصـد  . محصولات تخمیري گیاهی مورد استفاده قرار می گیرد

   همولوژي بیانگر این مساله اسـت کـه ایـن بـاکتري مـی توانـد       
گـروه  (  S51مورد مشابه دیگر در نمونـه  . یک گونه جدید باشد

H (بـا   81%آنالیز این نمونه نشانگر وجود همولـوژي  . دیده شد
Enterococcus faecium   ــک ژنـــی ــوددر بانـ ــام  .بـ       انجـ

بررسی هاي بیشتر روي این گونـه و شناسـایی قطعـی آن مـی     
ــیار ارزشـــمند باشـــد ــتفاده از . توانـــد بسـ ــه اسـ      از آنجـــا کـ

انتروکوکوس ها به عنوان پروبیوتیک چندي است مـورد توجـه   
دانشمندان قرار گرفته، یافتن گونه هاي جدیـد انتروکـوکی کـه    

ایـن بـاکتري هـا باشـند از     فاقد برخی ویژگی هـاي ناخواسـته   
  .اهمیت بالایی برخوردار است

برخی از گونه هاي یافت شده بر اساس ویژگی هاي ثبـت شـده   
تاگزونومیک می توانند ویژگی هاي ارزشـمند دیگـري همچـون    
تولید اگزوپلی ساکارید، تولیـد اسـید لاکتیـک در حجـم زیـاد،      

شـند کـه   تولید پلی لاکتیک اسید، باکتریوسین را نیز داشـته با 
بررسی هر یک از این ویژگی ها می تواند موضوع یـک تحقیـق   
ارزشمند جهت استفاده صـنعتی از یافتـه هـاي بـومی البـرز در      

 .کشور باشد
 

  نتیجه گیري
چنان که انتظار می رفت مشخص شد شیر هاي خام ارتفاعات  

در تحقیق حاضر بر . بسیار غنی هستند LABالبرز از نظر تنوع 
مبتنی بر اکولوژي میکروارگانیزم ها شـیر خـام   اساس اطلاعات 

دستیابی به سویه هاي . به عنوان منبع نمونه گیري انتخاب شد
بومی، شناسایی آنها و به کارگیري صنعتی یافته هـا مـی توانـد    
. بخش بسیار بزرگی از هزینه هاي صنایع داخلی را کاهش دهد

  با توجه در عین حال به کارگیري ایزوله هاي بومی بدست آمده 
به علاقه مندي عمومی به طعم محصولات لبنی سنتی می تواند 
علاوه بر کاهش هزینه تولیـد، اسـتقبال عمـومی از محصـولات     

برخی از گونه هاي یافـت شـده بـر     .تولیدي را نیز افزایش دهد
ــد     ــی توانن ــک م ــده تاگزونومی ــت ش ــاي ثب ــی ه       اســاس ویژگ

اگزوپلـی سـاکارید،   ویژگی هاي ارزشمند دیگري همچون تولید 
تولید اسید لاکتیک در حجم زیاد، تولید پلـی لاکتیـک اسـید،    
باکتریوسین را نیز داشته باشـند کـه بررسـی هـر یـک از ایـن       

ویژگی ها می تواند موضوع یک تحقیق ارزشمند جهت استفاده 
  .صنعتی از یافته هاي بومی البرز در کشور باشد

  
  تشکر و قدردانی
نند از زحمات بی شائبه و حسن همکاري نویسندگان لازم می دا

کارکنان محترم آزمایشـگاه هـاي دانشـگاه آزاد اسـلامی واحـد      
 .تنکابن نهایت سپاسگزاري را بنمایند
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