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هاي لاكتوباسيلوس جداسازي و شناسايي بيوشيميايي و مولكولي باكتري

  با پتانسيل پروبيوتيكي از شير گاوي  و ماست سنتي شهرستان خوي
  

   3امين حجازي، محمد∗2 نژاد، عليرضا تاري1طاهره نريماني

  

  .مدني آذربايجان، تبريزدانش آموخته كارشناسي ارشد گروه بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد  -1
 .دكتري، دانشيار گروه بيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد مدني آذربايجان، تبريز -2

  . فوق دكتري، استاديار، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي شمالغرب و غرب كشور، تبريز-3
  )8/3/92: رشيپذ خيتار  16/8/91: افتيدر خيتار(

  

  چكيده
هاي لاكتيك اسيد، باكتري. كنندمقدار كافي مصرف شوند سلامتي را به ميزبان اعطا مياي هستند كه وقتي به هاي زندهها ميكروارگانيسمپروبيوتيك

هدف از اين پژوهش، جداسازي . اند و در محصولات لبني سنتي وجود دارندهايي هستند كه به عنوان پروبيوتيك معرفي شدهترين نوع باكتريمتداول
هاي جدا براي رسيدن به اين هدف، سويه. باشدر شير گاوي و ماست سنتي شهرستان خوي ميهاي پروبيوتيك از فلور موجود دو شناسايي باكتري
 15، 10 يهاي بيوشيميايي شامل رشد در دماهاآميزي گرم، تست كاتالاز، تستمورفولوژي، رنگ و پيگمان كلني، رنگ(هاي فنوتيپي شده توسط روش

مقاومت به (ها جداسازي و شناسايي شدند و پتانسيل پروبيوتيكي آن)  نوع قند17 نيز تخمير نمك و%  5/6و % 4هاي  درجه سانتيگراد و غلظت45و 
 يها باكتري16S rRNAتر با جفت آغازگرهاي اختصاصي، ژن سپس براي شناسايي دقيق. مورد ارزيابي قرارگرفت) هاي صفراوياسيد معده و نمك

 سويه لاكتوباسيلوس 14در مجموع . ابي ارسال گرديدي، ژن مورد نظر براي تواليPCRحصول سازي ملاكتوباسيلوس تكثير داده شد و بعد از خالص
نمايند و به عنوان فلور ميكروبي طبيعي داراي پتانسيل پروبيوتيكي در منطقه خوي گزارش شد كه كيفيت محصولات لبني اين منطقه را تأمين مي

  .باشندت را دارا ميپتانسيل كاربرد در محصولات لبني توليد شده در صنع
  

  ، لاكتوباسيلوس16S rRNA پروبيوتيك، ژن :كليد واژگان
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   مقدمه-1
آوري شـده كـه     غذاهاي پروبيوتيك به عنوان محـصولي عمـل       

هاي پروبيوتيـك زنـده در مقـادير كـافي          حاوي ميكروارگانيسم 
هاي ها ميكروارگانيسم پروبيوتيك. ]2و1[ شوندباشند معرفي مي  

توانند تعادل  اي هستند كه با قرار گرفتن در محيط روده مي         زنده
ها اصلاح كنند و بـا      ميكروبي را در جهت افزايش سودمندي آن      

هـاي غيـر مفيـد و       فعاليت خود مانع از فعاليت ميكروارگانيـسم      
  از جمله مزايـاي غـذاهاي پروبيوتيـك در           ].3[ زا شوند يبيمار

بيل پيـشگيري از اسـهال،      توان به مواردي از ق    سلامتي انسان مي  
متعادل كردن ميكروفلور روده، كاهش كلسترول، اصـلاح عـدم          
تحمل لاكتوز، بهبود سيستم ايمني، پيشگيري از سرطان، پـايين          

هـاي آلرژيـك،   آوردن فشار خون، كاهش التهاب، كاهش نـشانه  
هاي بيماريزا، پيشگيري از پوكي اسـتخوان       مهار ميكروارگانيسم 
. ]5و4[  تناسلي اشاره نمود   -هاي ادراري تو پيشگيري از عفون   

امروزه توليد محصولات پروبيوتيك وسعت جهاني يافته اسـت         
و بيشتر مشتريان به افزايش سـطح سـلامت خـود توسـط ايـن               

اولين محـصولات پروبيـوتيكي     . محصولات توجه خاصي دارند   
.  ميلادي معرفي شـدند    1980شير تخمير شده در اروپا در سال        

 ميليارد دلار از بازار غذاهاي      5ميلادي در حدود     2002در سال   
همچنـين  . داشـت فراسودمند، به محصولات پروبيوتيـك تعلـق        

هـاي حـاوي پروبيوتيـك در جهـان         ميزان فروش ساليانه ماست   
 .]6[ دهد ميليارد دلار را به خود اختصاص مي       10رقمي حدود   

 هـاي لاكتيـك   هاي پروبيوتيـك، بـاكتري    از ميان ميكروارگانيسم  
اند كه در ايـن ميـان       ترين گروه شناخته شده   اسيد به عنوان مهم   

هـاي بـه كـار      ترين ارگانيسم جنس لاكتوباسيل به عنوان متداول    
. ]3[ باشـد رفته در توليد محـصولات پروبيـوتيكي مطـرح مـي          

هاي لاكتيك اسيد كه به عنوان كـشت آغـازگر بـه شـير              باكتري
 در شـير وجـود      شوند يا به صـورت ذاتـي و طبيعـي         اضافه مي 

     دارند، نقش مهمي را در طعم و عطـر محـصولات لبنـي بـازي              
 ريتخم در شانييتوانا ليدل به ليلاكتوباس جنس .]8و7[ كنندمي
 ـوتيپروب عنوان به انساني  سلامت در شانتياهم زين و  مـورد  كي

ي رشـد  از ممانعت اثر به توجه با و اندگرفته قراري  اديز توجه
 آن بري  سع دارند زايماريبي  هايباكتري  رو بر اهيباكتر نيا كه

 هـا آن شـده  خالصي  هانيوسيباكتر يا هايباكتر نيا از تا است
 در صـنعت غـذا اسـتفاده شـود        ي  كيولوژيب نگهدارنده عنوان به
فعاليـت آنتـي ميكروبـي    ) 2012(و همكـاران   Najett .]9و1[

س هـاي پروبيوتيـك شـامل لاكتوباسـيلو    اي از بـاكتري  مجموعه

 دلبروكي زيرگونه بولگاريكوس و    لوسيلاكتوباساسيدوفيلوس،  
ــ ــازئ لوسيلاكتوباس ــهيپاراك ــدوباكتريوم روي  و گون اي از بيفي

باكتري بيماريزاي سالمونلا مورد بررسـي قـرار دادنـد و نـشان             
ها،  موش يهاي پروبيوتيك در روده   دادند كه كلونيزاسيون سويه   

 را به ميزان زيادي، كاهش      تعداد و همچنين عفونت به سالمونلا     
هـاي  تحمل اسـيديته بـالا و مقاومـت بـه نمـك           . ]10[ دهدمي

 كـه در    ]11[ صفراوي از جمله خصوصيات پروبيوتيكي اسـت      
 با پتانسيل پروبيـوتيكي     يهاياين پژوهش براي غربالگري سويه    

هـاي غربـال شـده، بـا        شناسايي سويه . در نظر گرفته شده است    
وشـيميايي و مورفولـوژيكي صـورت       هـاي بي   استفاده از تـست   

 16Sتــر از روش مولكــوليگرفــت و بــراي شناســايي دقيــق

rRNA -PCRــوالي ــ و ت ــ .]12[ ابي اســتفاده شــدي ي بررس
 1500ي حاو باًيتقر كه دهديم نشان 16S rRNA ژن ساختار
. باشـد يمي  باكتر ژنوم كل در نسخه چند در و دينوكلئوت جفت

 16S rRNA ژن هـا، وتيپروكـار  بـه  مربـوط ي هـا ژن نيب از
 ـباكتر تنوع مطالعات اكثر در هدف ژن يك عنوان به اغلب يي اي
ي داراي  عمـوم  نـشانگر  يـك  عنـوان  به ژن نيا. باشديم مطرح
 ـپا و ثبات نيهمچن و بوده شده حفاظتي  توال  رايي  بـالا ي  داري
 تكامل سنج زمان عنوان به آن از و باشديم دارا عملكرد نظر از
 در ايران و جهان مطالعـات زيـادي در زمينـه         .]11[ شوديم ياد

هاي پروبيوتيـك صـورت گرفتـه       جداسازي و شناسايي باكتري   
ــت ــ. اس ــاران وي قطب ــر) 2010 (همك ــاس ب ــون اس ــاآزم ي ه

 لوسيلاكتوباس ـيي  شناسـا  به موفقي  كيمورفولوژ ويي  ايميوشيب
 وي  كـازئ پـارا  لوسيلاكتوباس ـ پلانتـاروم،  لوسيلاكتوباس ،يكازئ

 وي  لطف ـ. ]13[ شـدند  قـوان يل ريپن از پنتوسوس لوسيلاكتوباس
ــاران ــا) 2010 (همك ــوال ب ــيت ــناحي ابي  ، 16S rRNAهي
 ـپن در را رايه انتروكوكوس و پلانتاروم لوسيلاكتوباس  منـاطق  ري

 مـشابه  قـات يتحق در. ]14[ كردنـد يي  شناسـا  سـراب  و سيهر
 ريپن از را لوسيلاكتوباسي  هايباكتر) 2011 (همكاران وي  حسن
 ـم در كـه  نمودنديي  شناسا وي  جداساز قوانيلي  تسن  هيسـو  اني
 گونه و پلانتاروم گونه به متعلق غالبي  هاگونه شده، جداي  ها

 زولـه يا 22 از) 2012 (همكـاران  وي  حجاز. ]15[ بودندي  كازئ
 طـور  بـه  را زولهيا 8 ،يسنتي  لبن محصولات از شدهي  جداساز

 نمودنـد ي  يشناسـا ي  ابييتوال و ARDRA روش دو با قيدق
ــه ــامل ك ــنج ش ــه پ ــ گون ــاروم، لوسيلاكتوباس ــه دو پلانت  گون

 يم ـ كـازئي  لوسيلاكتوباس ـ گونه يك و سيبرو لوسيلاكتوباس
ــتفو. ]16[ باشــند ــذا از) 2013 (همكــاران وي ضي ي ســنتي غ
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 چهـار ،  16S rRNAي تـوال  اسـاس  بر نهيترخ دوغ و نهيترخ
 ـتولي  يتوانـا  وي  كـازئ  لوسيلاكتوباس ـ به% 99 تشابه با هيسو  دي

 يـك  در. ]17[ نمودنـد  ثبـت  ويي  شناسا را تريقو نيوسيباكتر
ي هانمونه كه دادند نشان) 2013 (همكاران و Nataliaي  بررس

 ـتول تازه ريپن  ـتخم ريش ـ بـا  شـده  دي ي هـا يبـاكتر ي  حـاو ي  ري
 CFU/g 107 و 108ي  داراي  سازرهيذخ 28 روز در ك،يوتيپروب
 ـوي  دعملكـر  تيخاص با كيوتيپروبي  هايباكتر  باشـند يم ـ ژهي

هاي گفته شده و همچنين رونـد رو     با توجه به سودمندي    .]18[
بــه رشــد مــصرف محــصولات لبنــي پروبيوتيــك در جهــان و 
كشورمان، به بررسي پتانسيل پروبيوتيكي شير و ماسـت محلـي           

 شد تا با جداسازي و شناسـايي سـويه         خوي پرداخته    شهرستان
نظور امكـان اسـتفاده در      هاي بومي با خواص پروبيوتيكي، به م      

محصولات لبني منطقه به عنوان محصولات پروبيوتيك معرفـي         
  .گردند

  

  ها مواد و روش-2
  يبردارنمونه -2-1

  جمعي خو شهرستان از سنتي ماست و ريش هاينمونه
 به يخي هايبسته درون در و استريل هايفالكون در و آوري

 يخچال دماي در يشآزما شروع تا و گرديدند منتقل آزمايشگاه
  .شدند نگهداري

 كشت و باكتريايي سوسپانسيون تهيه -2-2
  اوليه
 بـا  ماسـت  و ريش ـ هـاي نمونـه  از باكتريايي سوسپانسيون تهيه

 گرم 5/8: استريل فيزيولوژيكي پپتون محلول (PPS1 از استفاده
) بـاكتريولوژيكي  پپتـون  ليتـر  بـر  گـرم  1 و سديم كلريد ليتر بر

 اسـتفاده  بـا  ماست هاي نمونه از گرم 10 حدود ابتدا. شد انجام
 ريش ـي  هـا نمونـه  از تـر يل يل ـيم 10 و اسـتريل  قاشـقك  يك از

 ليتـر ميلـي  100 بـه  جداگانـه  صورت به كدام هر و شد برداشته
PPS تــا شــد داده تكــان آرامــي بــه و گرديــد انتقــال اســتريل 

 از ليترميلي 10 ساعت نيم از بعد.  شوند جدا هاميكروارگانيسم
       200 بـه  جداگانـه،  صـورت  بـه  شـده  تهيـه ي  هـا سوسپانسيون

 چيآلـدر  -گمايس ـ شـركت  (MRS2 كـشت  محـيط  از ليترميلي

                                                            
1. Physiological Peptone Solution 
2. Man, Rogosa & Sharp 

 

 خـود  مقـدار  حـداكثر  بـه  هاباكتري تا يافت انتقال عيما )كايآمر
 فـشار  بـا  اتمـسفري  شـرايط  (هـوازي  كـم  شرايط در و برسند
 انكوبـه  ساعت 24 مدت به درجه 37 دردماي و) پائين اكسيژن

 مراحل ايني  تمام. گرديد) B34 مدل آلمان، Binder شركت(
 و) JLB VI2Ors مدل ران،يا ژال شركت (لامينار هود زير در

  .]19[ شد انجام استريل شرايط
 انتخاب و اوليه باكتريايي جمعيت غربال -2-3
  اسيد به مقاوم هايهيسو
 37 ايدم در ماست و ريش هاينمونه از ساعته 24 كشت از بعد

 بـافر  بـه  باكتريـايي  هايكشت از ليترميلي 10 سانتيگراد، درجه

PBS 3 3 باpH=  در شده حيتلق يهانمونه سپس. شدند تلقيح 
 و شـدند  انكوبـه  درجـه  37 در ساعت 5/2 مدت به PBS بافر
 هـاي بـاكتري  جداسـازي  بـراي  انكوباسيون، ساعت 5/2 از بعد

 بـه  مقـاوم  هـاي بـاكتري  (مانده زنده هايباكتري اسيد، به مقاوم
 شـركت  (سـانتريفيوژ  از اسـتفاده  بـا  اسـيدي  شـرايط  در) اسيد

Heraeus ،مدل آلمان megafuge1.0 (محـيط  به و ترسيب 
 هـا نمونه. يافتند انتقال سازيغني منظور به مايع، MRS كشت

 انكوبـه  سـانتيگراد  درجـة  37 دمـاي  در و سـاعت  24 مدت به
ــدند ــد .ش ــاعت، 24 از بع ــلول س ــس ــا اه ــتفاده ب ــرم از اس  س

 برابـر  ده تا) ليتر بر گرم 5/8: كلريدسديم (استريل فيزيولوژيكي
 كـشت  صـورت  بـه  و ليتـر ميلـي  1 رقـت  هـر  از و شدند رقيق

 چيآلـدر  -گمايس شركت (آگارMRS  كشت محيط در 4ختهيآم
 در و هـوازي  كـم  شرايط در هاپليت. شدند داده كشت) كايآمر

 انكوبـه  سـاعت  72-48 مـدت  بـه  سـانتيگراد  درجـة  37 دماي
 حـدود  شـمارش،  قابل هاي كلني داراي هايپليت از. گرديدند

 روي و جداسـازي  متفاوت مورفولوژي با هاكلني از درصد 10
 همـه  سـپس  شـدند  سـازي خـالص  آگـار  MRS كشت محيط
 شـركت  (گـرم  آميـزي رنگ ميكروسكوپ، از استفاده با هاهيسو
. شــدند بررســي تــالازكا واكــنش و) كــايآمر چيآلــدر -گمايســ

 MRS كـشت  محيط در منفي كاتالاز و مثبت گرم هايباكتري
 شـركت ( Skim milk%  25 و اسـتريل  گليسرول% 25 با مايع

Merck شدند نگهداري تيگرادسان درجة -80 دماي در) آلمان 
]20[.  

  
  

                                                            
3. Phosphate Buffered Saline 
4. Pour plate 
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  يكروبيمي هاشيآزما -2-4
 اسيدي شرايط در هاهيسو يبقا درصد تعيين -2-4-1

  معده اسيدي شرايط با معادل
 37 دماي در و مايع MRS محيط در شده، جدا هايسويه
 يك. شدند داده رشد ساعت 24 مدت به سانتيگراد درجه
 pH باPBS  ليترميلي 9 در باكتريايي كشت هر از ليترميلي
 37 در ساعت 3 مدت به هانمونه و شدند تلقيح 5/2 با برابر
 بقاء، درصد تعيين براي .گرديدند انكوبه سانتيگراد درجه

CFU1 در ساعته 3 انكوباسيون انتهاي در و تلقيح لحظه در 
 تعيين جداگانه صورت به سويه هر براي ،PBS معدني محيط
 صفر زمان در ليتر،ميلي هر ازاي به  CFUتعيين براي. گرديد

 باكتريايي هايكشت از ،3 ساعت انتهاي در و) تلقيح لحظة(
 10 تا سريالي صورت به  PBSمحيط رد شده تلقيح و اوليه
 كشت دو رقت هر براي و فيزيولوژي سرم با سازيرقت برابر
 كم صورت به هاپليت و گرديد انجام پورپليت صورت به

 روز 3-2 مدت به سانتيگراد درجه 37 دماي در و هوازي
 انكوباتور از هاپليت انكوباسيون، مدت پايان در. شدند انكوبه

 براي و شدند برداشته )B34 مدل لمان،آ Binder شركت(
 داراي هايپليت. شدند بررسي مشاهده قابل هايكلني حضور
 هايپليت معمول طور به و هاكلني از شمارش قابل تعداد
 تعداد و شدند انتخاب شمارش براي كلني، 300 الي 30 داراي
 تقريباً هايكلني تعداد. گرديد يادداشت پليت هر هايكلني

 همچنين و رقت سطح هر در 2يتكرار هايپليت رد يكسان
 صحت متوالي هايرقت در هاكلني برابري 10 تقريباً اختلاف
 كشت هر براي  CFUنهايت در و داد نشان را شمارش
  .]20[ گرديد محاسبه باكتريايي

 هاينمك به هاهيسو مقاومت تعيين -2-4-2
  صفراوي

 مايع MRS و كنترل عنوان به مايع MRS كشت محيط
 به) آلمان Merck شركت(ي صفراو املاح درصد 3/0 داراي
 ك يبا همزمان طور به) تيمار (آزمايش مورد كشت عنوان
 دماي در و شد تلقيح ساعته 24 فعال باكتريايي كشت از درصد

 و كنترل هايكشت در رشد. شدند انكوبه سانتيگراد درجه 37
 در نوري ذبج گيرياندازه با بار يك ساعت نيم هر تيمار،

                                                            
1. Colony Forming Unit  
2. Duplicate plates  

 اسپكتوفتومتري دستگاه از استفاده با نانومتر 600 موج طول
GENESYSTM5) شركت Milton Roy كنترل) كايآمر 

 جذب باكتريايي، رشد به نوري جذب كردن محدود براي. شد
 با نانومتر 600 موج طول در تيمار و كنترل هايمحيط نوري

 بايل صددر 3/0 داراي مايع MRS و مايع MRS از استفاده
 دنبال ساعت 7 مدت به رشد. شد صفر باكتريايي، تلقيح بدون
. گرديد رسم انكوباسيون زمان اساس بر جذب منحني و شد

 زماني اختلاف اساس بر و رسم سويه هر براي رشد هايمنحني
 تيمار و كنترل هايكشت بين متوالي نوري هايجذب در

 تأخير عنوان به و بيان دقيقه حسب بر اختلاف اين. شد تحليل
 نظر در صفراوي هاينمك بازدارندگي اثر نتيجة در رشد در

   .]21[ شد گرفته
  ييايميوشيب شاتيآزما -2-5
  Garittyدر كتاب  Bergeyهاي توصيه شده اساس روشبر

 شناسايي مورفولوژيكي  Holzapfel & Woodو همكاران و
 رشد در آميزي گرم،با استفاده از تست كاتالاز، رنگها سويه

هاي  درجه سانتيگراد و رشد در غلظت45 و 15، 10دماهاي 
 در سديم كلريد وزني -حجمي درصد 4 و 5/6(مختلف نمك 

  .]23و22[ انجام شد) مايع MRS كشت محيط
  هاتخميركربوهيدراتي الگو تعيين -2-5-1

آرابينوز، اينوزيتول،  شامل هاكربوهيدرات تخمير الگوهاي
رامنوز، ريبوز، زايلوز، ساكارز، سلوبيوز، ترهالوز، رافينوز، 

فروكتوز، گالاكتوز، گلوكز، لاكتوز، مانوز، مانيتول، ملوبيوز، 
 محيط در هاهيسو همه براي ،)آلمان Merck شركت(ملوزيتوز 

 Merck شركت (قرمز فنل معرف داراي مايع MRS كشت
 براي پايه كشت محيط. گرديد تعيين) ليتر بر گرم 5/0) (آلمان

 عصارة و گلوگز حذف با و اصلي ياجزا از واكنش نجاما
 به قندها همة. گرديد تهيه قرمز فنل افزودن با و گوشت
 2/0 غشايي فيلتر يك بوسيلة و تهيه% 5 استوك محلول صورت

 قندهاي محلول از ليترميلي 5/0 سپس. گرديد استريل ميكرومتر
 هاينمونه. شد افزوده پايه كشت محيط ليترميلي 5/4 به استريل

 ساعت 24 مدت به و سانتيگراد درجه 37 دماي در شده جدا
 محيط به فعال كشت از ميكروليتر 50 و شدند داده كشت
 واكنش مشاهدة منظور به و تلقيح اختصاصي قندهاي داراي
 37 (ايزولاسيون دماي در روز 7 الي 5 مدت به تأخيري هاي
 انكوباسيون، مدت پايان در. گرديدند انكوبه) يگرادسانت درجه

www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID



  1394 پاييز ،12 دوره ،48 شماره                                                             يي               غذا عيصنا و علوم فصلنامه
 

 119

 و ارزيابي زرد به قرمز از فنل معرف رنگ تغيير اساس بر نتايج
 .]24[ گرديد ثبت منفي و مثبت درحالت

  يمولكول شاتيآزما -2-6
   DNA1  استخراج -2-6-1

 و ليز بافر Cardinal با استفاده از روش DNAاستخراج 
  شامل)آلمان Merck شركت( بافر تركيبات ليز. انجام شد

  EDTA مولار،5، كلريد سديم =pH 5/7 مولار با 1تريس 
براي بررسي . باشد درصد و آب مقطر ميSDS 2 مولار و 5/0

 Merck شركت( استخراج شده از ژل آگارز DNAكيفيت 
  .]25[  درصد در الكتروفورز به كار گرفته شد8/0 )آلمان

 و پليمراز ايزنجيره واكنش انجام -2-6-2
  216S rRNA ژن قطعه تكثير

براي تكثير قطعه ژن ) ناژنيس شركت (پرايمرهاي اختصاصي
16S rRNAلاكتوباسيلوس با استفاده از نرمهاي براي سويه  

 موجود در 16S rRNAهاي  و با كمك تواليOligo5افزار 
 با PCR 4 و واكنشطراحي گرديد NCBI 3 سايت بانك ژني 

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

ه واكنش زنجير. وباسيلوس انجام شدهاي لاكتاختصاصي سويه
 درجه 95 اوليه در 5سازياي پليمراز با مرحله واسرشته

سازي  چرخه با مرحله واسرشته30قيقه،  د4سانتيگراد به مدت 
 دقيقه، مرحله اتصال پرايمر 1 درجه سانتيگراد به مدت 94در 
 درجه 72 دقيقه و بسط در 1سانتيگراد به مدت  درجه 57در 

 دقيقه و سرانجام يك چرخه بسط نهايي 2سانتيگراد به مدت 
 واكنش.  دقيقه انجام شد10 درجه سانتيگراد به مدت 72در 

PCR با )µl 5/12 (Master mix) پرايمر )شركت سيناژن ،
) ng/ µl 50(و ) µM 4/0(مستقيم و معكوس هر كدام 

DNAحجم نهايي واكنش با آب مقطر استريل به  و رساندن 
  .]26[  ميكروليتر انجام شد25حجم به  

  تكثيريافته قطعات تفكيك -2-6-3

                                                            
1. Deoxyribonucleic acid 
2. 16S ribosomal RNA  
3. National Center for Biotechnology Information 
4. Polymerase Chain Reactoin  
5. Denaturation  

 درصد 8/0 آگارز ژل از تكثيريافته قطعات تفكيك براي
 6 نسبت به يافته تكثير هاينمونه كه بيترت نيبد. شد استفاده

 بارگذاري ژل هايچاهك در و مخلوط بارگذاري بافر با 1 به
 ،VWR Scientific شركت (الكتروفورز اتمام از پس. شدند
 برومايد اتيديوم توسط نظر مورد ژل ،)VWR105 مدل

 يافتة تكثير نوارهاي و آميزيرنگ )آلمان Merck شركت(
DNA تقريبي اندازة با و نوار تك صورت به هانمونه همة در 
 نور از تفادهاس با مناسب هايغلظت با و نوكلئوتيد جفت 1500
UV شركت (گرفت انجام برداريعكس و مشاهده 

Biometra ،مدل آلمان BioDocAnalyze.(  
  PCR محصولي سازخالص -2-6-4
 -گمايس شركت(ي سازخالص تيك دستورالعمل به توجه با

  .ديگرد صيتخل PCR محصول آگارز، ژل از) كايآمر چيآلدر
  يابييتوال جهت ارسال -2-7
 50 هايحجم در ليتريميلي 5/1 هايپتيو در هاهيسو

 هايغلظت با (معكوس و مستقيم مريپرا دو همراه به ميكروليتر
 براي ميكروليتر، 50 هايحجم در) ميكروليتر بر پيكومول 50

  .شدند ارسالي جنوب كره ماكروژن شركت به يابيتوالي
  يكيوانفورماتيب وي آمار افزارنرم -2-8

 SPSS13ي آمار افزارنرم از فادهاست با آمده بدست نتايج
 به بنديگروه و قرارگرفته تجزيه مورد هالوسيلاكتوباسي برا

 16S ژني ابييتوال به مربوط هم رديف كردن. آمد عمل

rRNA ي كيوانفورماتيب برنامه از استفاده با هاهيسو
6BLAST در NCBI استفاده باي كيلوژنتيف درخت ميترس و 

  .شد انجام MEGA47 زا

   نتايج و بحث -3
 14 كل در ،يخو شهرستاني  سنت ماست و ريش محصول دو از
ي جداساز MRS كشت طيمح در لوسيلاكتوباسي  باكتر هيسو
 دادنـد  نـشان ي  امطالعه در) 2012 (همكاران و انيعدالت. ديگرد
 لوسيلاكتوباس ـ جـنس ي  هايباكتري  برا آگار MRS طيمح كه

. ]7[ باشـد يم ـ غالـب  طيمح ـ نيا در جنس نيا و بوده مناسب
 شـده  آورده 1 جـدول  در هـا آني  نامگـذار  و هـا هيسو كيتفك

  .است
  

                                                            
6. Basic Local Alignment Search Tool 
7. Molecular Evolutionary Genetics Analysis  
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  يسنتي لبن محصولات از شدهي جداسازي هاهيسو 1 جدول
 نمونه لبني هاي لاكتوباسيلوسسويه

L1, L2, L4, L5, L7, L8, 
L11, L12, L13 

 شير گاو خوي

L3, L6, L9, L10, L14 ماست گاو خوي 

 هاكل نمونه 14

*L باشديم لوسيلاكتوباسي هاهيسو دهنده نشان.  
 با PBS بافر در ه،يسو 14 تمامي برا تهيدياس به تحمل نييتع

pH گراديسانت درجه 37 در ساعت سه طول به 5/2 با برابر 
  .است شده گزارش 2 جدول در جينتا كه شد انجام

 متوسط، مقاومت گروه 3 به هاهيسو بقاء، درصد براساس
 براساس. شدند ميتقس خوب اريبس مقاومت و خوب مقاومت

 هيسو 5 و متوسط مقاومت شكلي ليباس هيسو 6 ج،ينتا نيا
 L12 و L8 ,L7ي هاهيسو و خوب مقاومت شكلي ليباس

 تعداد شمارش 1 شكل در. بودند دارا راي خوب اريبس مقاومت
 ونيانكوباس از بعد و حيتلق لحظه در ،ييايباكتري هاهيسوي كلن
 شده آورده معده دياس با معادلي دياس طيشرا در ساعته سه

   .است

  لوسيلاكتوباسي هاهيسوي بقاي رو بر ساعته سه ونيانكوباس از بعد و صفر حظهل در pH=5/2 باPBS يدياس طيمح ريتأث 1شكل
  ساعت 3 مدت به pH=5/2 در هاهيسوي بقا درصد نييتع 2 جدول

  ءبقا درصد            %80 از شتريب %60 و % 80 نيب %10 و% 60نيب %10 از كمتر
  

 حصولاتم

- L1, L4, L11, L13 L2, L5 L7, L8, L12 يخو گاو ريش 
- L6, L14 L3, L9, L10 - يخو گاو ماست 

  

) 1987 (همكـاران  و Conway توسط شده انجام مشابه قاتيتحق
ــاران و Fernandez و ــرا) 2003 (همك ــابي ب ــو انتخ ــاهيس ي ه

 گـزارش  معـده ي  محتـو  از اسـتفاده  با دياس هب مقاوم لوسيلاكتوباس
 در هـا لوسيلاكتوباس ـي  بقـا  كـه  دادنـد  نـشان  هابررسي. است شده
 بـات يتركي  حفـاظت  اثـر  خـاطر  به معده،ي  محتو به نسبت PBSبافر

 نييپـا ي  اندك ،ييايباكتري  ها سلولي  رو بر معدهي  محتو در موجود
ي هـا هيسـو  لغرباي  برا را مناسب pH با PBS بافر هاآن. است تر

 ـپ in vivo طيشـرا  در بقاء حفظ منظور به ،ييايباكتر  كردنـد  شنهادي
ي يك ـ تنها معده،ي  دياس طيمح تحمل كه نيا به توجه با. ]28و  27[
 ـكروارگانيمي  هايژگيو از  ـوتيپروبي  هـا سمي ي بـرا  و باشـد يم ـ كي

ي كيوتيپروب اتيخصوص ريسا بايي  هاهيسو رفتن دست ازي  ريجلوگ
 ونيزاس ـيكلونيي  توانـا  ،يصفراوي  هانمك برابر در لابا مقاومت مثل

 ـمفي  كيولوژيب اتيخصوص ريسا وي  ارودهي  اليتلياپي  هاسلول به  دي
. نمـود  آغـاز pH  گـرفتن  نظـر  در بدون را شاتيآزما انجام توانيم
 از اســتفاده بــا را نظــر مــوردي هــاسميــكروارگانيم تــوانيمــ رايــز
ي مصرف دوز شيافزا قيطر از اي ميسد ناتيآلژ با ونيكروكپسولاسيم
 و Kim كـه ي  امطالعـه  بـا  نـه يزم نيا در. رساندي  گوارش دستگاه به

 بـا  ونيكروكپسولاسيم كه دادند نشان دادند، انجام) 2006 (همكاران
 ـكروارگانيم مـؤثر  طور به ميسد ناتيآلژ  وي  دياس ـ مـار يت از را سمي
 عملكـرد ي  ور بـر ي  منف ـ ريتـأث  بدون روده، به انتقال موقع دريي  دما
 د،ياس ـ بـه  مقاومت نييتع از بعد. ]29[ كنديم حفاظت ،يكيوتيپروب

. گرفـت  قـرار ي  بررس ـ موردي  صفراوي  هانمك به هاهيسو مقاومت
 ـغ وي  اختـصاص ي  دفاع سميمكان دري  اساس نقش يك صفرا سهيك  ري

 لهيوس ـ بـه  آني  بازدارندگ اثر شدت و كنديمي  باز رودهي  اختصاص
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 انساني  گوارش دستگاه در. شوديم نييتع يصفراوي  هانمك غلظت
 اسـت ي  حجم/ يوزن درصد 3/0ي  صفراوي  هانمك غلظت نيانگيم
 ـ صـفرا،  بـه  مقـاوم ي  هـا هيسو غربالي  برا و         يتلق ـي  كـاف  وي  بحران
 ـقابلي  ابيارزي  برا غلظت نيا پژوهش نيا در .شوديم  14 رشـد  تي

. ]30[ شد انتخابي  صفراوي  هانمك حضور در شده انتخاب هيسو
 بـر  جينتـا  در ،يصـفراو ي  هـا نمـك  با هاهيسو رشد در ريتأخ جاديا

 و) 1994 (همكـاران  و Chateau توسـط  شده ارائه شنهاديپ اساس
Guo ريتـأخ  براساس را زيمتما گروه چهار كه ،)2009 (همكاران و 
 بودنـد،  داده صيتشخي  صفراوي  هانمك لهيوس به شده جاديا رشد
  ]32و31[ : دنديگرد ليتحل

 15 از كمتر اي يمساوي رشد ريتأخي دارا (مقاومي هاهيسو -
 )قهيدق
 )قهيدق 45 و 15 نيبي رشد ريتأخ (بالا تحمل بايي هاهيسو -
 60 و 40 نيبي رشد ريتأخي دارا (فيضع تحمل بايي هاهيسو -
 )قهيدق
 )قهيدق 60 از شتريبي رشد ريتأخ (حساسي هاهيوس -

 جينتا كه شدندي بندگروه رشد ريختأ اساس بر منتخب، هيسو 14
  .است شده آورده 4 و 3 جدول در

  

  ساعت حسب بر نانومتر 620 موج طول در 3/0ي نور تهيدانس به دنيرس زمان مدت 3 جدول
  ) MRS (شاهد كشت طيمح 

 )ساعت(
  )MRS+ bile salt (ماريت كشت طيمح

 )ساعت(
 )قهيدق (رشد ريتأخ زمان مدت

L1 50 :3 35 :4 45 

L2 25 :4 35 :4 10 

L3 15 :4 40 :4 25 

L4 50 :3 20 :4 30 

L5 45 :3 4 15 

L6 5 :4 5 55 

L7 15 :4 28 :4 13 

L8 4 11 :4 11 

L9 30 :4 5:5 35 

L10 40 :3 15 :4 35 

L11 5 :4 25 :4 20 

L12 55 :3 20 :4 25 

L13 15 :3 10 :4 55 

L14 40 :3 30 :4 50 

  
  يصفراوي هانمك به مقاومت نييتع 4جدول

 d≤15 15≤d≤40 40≤d≤60 d≥60 تأخير رشد برحسب دقيقه
هاسويه  حساس ضعيف تحمل بالا مقاوم 

L2, L5, L7, L8 +    

L3, L4, L9, L10, L11, L12  
 

+    

L1, L6, L13, L14   +  
-    + 

 .است گروهي اعضا دهنده نشان + علامت *
 ريتأث دادند، انجام رانهمكا و Chateau كهي امطالعه در

 لوسيلاكتوباس هيسو 38 رشدي رو بري صفراوي هانمك
. گرفت قرار شيآزما مورد كيوتيپروب عنوان به شده استفاده

ي هانمك ريتأث تحتي آرام به شيآزما موردي هاهيسو ازي مين
 ساعت يك ريز رشد ريتأخ و گرفتند قرار درصد 3/0ي صفراو

 600 موج طول در 3/0ي رنو جذب يك به دنيرس تا را
 كنترل كشت با سهيمقا در عيما MRS كشت طيمح در نانومتر
 در ماي هايافته. گذاشتند شينما بهي صفراوي هانمك بدون
 باي صفراوي هانمك به نسبت شده انتخابي هاهيسو شيآزما
 مورد در. داشت مطابقتي قبل مطالعات در موجودي هايافته

 هاهيسو
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 ماريتي هاهيسو رشد در ريتأخ ه،شد شيآزماي هاهيسو همه
 مشهود كنترل كشت به نسبتي صفراوي هانمك با شده داده
ي هاگونه نيب در مقاومت زانيم در نوسان ن،يهمچن. بود

  .]31[ شد مشاهده مختلف
 تحمل زانيم نييتع و دياس به مقاومي هايباكتر انتخاب از بعد
ي مقدماتيي اشناس ،يصفراوي هانمك وي دياس طيشرا به هاآن
 به توجه با. شد انجاميي ايميوشيبي هاتست از استفاده با هاآن

 هيسوي قند ريتخمي الگو ويي ايميوشيب ،يپيفنوت مشخصات
 مربوطه، دندروگرام رسم و) 5 جدول (لوسيلاكتوباسي ها

 در 13 تشابه بيضر از دندروگرام برش با هالوسيلاكتوباس
 يبرا حاصل ندروگرامد 2 شكل. گرفتند قرار گروه چهار
 يهاتست جينتا براساس را لوسيلاكتوباسي هاهيسو
  . دهديم نشانيي ايميوشيب

  

  يكيوتيپروب ليپتانس با شده جداي هالوسيلاكتوباسيي ايميوشيب وي كيولوژيزيف مشخصات 5 جدول
L14 L13 L12 L11 L10 L9 L8 L7 L6 L5 L4 L3 L2 L1        هاهيسو  

 تست     

  گرم تست + + + + + + + + + + + + + +
 كاتالاز - - - - - - - - - - - - - -

   C0 10ي دما - - - - - - + - - + - - + -

 C0 15ي دما + + + + + + + + + + + + + +

 C0 45ي دما - - - - - - - - - + - - - -

  %4 نمك + + + + + + + + + + + + + +

  %5/6 نمك - - - - + - - - - + - - - -

 آرابينوز + + + + - + + + + - + + - +

 تولينوزيا - - - - - - - - - - - - - -

 ترهالوز + + - - + + + + + - - + + +

 نوزيراف + - - - + + + + - - - + + +

 رامنوز - - - - - - - - - - - - - -

 بوزير + + + + + + + + + - + + + +

 لوزيزا + + + + + - + + + - + + + -

 ساكارز + - - - + + + + - - + + + +

 وزيسلوب + + - - + + + + + - - + + +

 فروكتوز + + + + + + + + + + + + + +

 گالاكتوز + + + + + + + + + - - + + +

 گلوكز + + + + + + + + + + + + + +

 لاكتوز + - + - + + + + + + + + + +

 مانوز + + + - + + + + + + - + + +

 توليمان - + - - + + + + + - - + + +

 وزيملوب + + + - + + + + + - - + + +

 توزيملوز + + + + + - + + + - - + + +
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  لوسيلاكتوباسي هاهيسو به مربوط دندروگرام 2شكل

  
 ,A, B گروه چهار به لوسيلاكتوباسي هاهيسو دندروگرام، رسم با

C, D گروه .شدندي بندميتقس A ي الگو كه باشديم هيسو 9 شامل
 لوسيلاكتوباس و 1پلانتاروم لوسيلاكتوباس باي كينزدي ريتخم

 كاملاًي قندي الگو L12, L8, L7ي ها هيسو. دادند نشان 2فرمنتوم
ي هاهيسو مجموعه. دادند نشان پلانتاروم لوسياسيلاكتو باي مشابه
 فرمنتوم لوسيلاكتوباس با مشابه درصد 7 تشابه بيضر با A گروه

 بيضر با كه دارند قرار B در گروه L3 و L2 هيسو دو. باشندي م
 و L4ي هاهيسو C گروه در. شدند جدا هم از درصد 10 تشابه
L11 لوسيلاكتوباس درصدبه 6 و 9 تشابه بيضر با بيترت به 
 ريتخمي الگو D گروه در L10 هيسو. دارند شباهت 3سينوديكول

 رگونهيزي دلبروك لوسيلاكتوباس باي مشابهي دراتيكربوه
 دياس كيلاكتي هايباكتري پيفنوتيي شناسا .داد نشان 4كوسيبولگار

ي سوبستراها در تفاوت وي سلولي مورفولوژ براساس شتريب
 عدمي پيفنوتيي شناساي هاروش در اما شود،يم انجامي دراتيكربوه

 رايز .باشدي م سازمشكل هاشگاهيآزما همه در جينتاي ريتكرارپذ
 هاگونه تنوع شگاه،يآزما هر در كشت طيشرا بودن متفاوت رب علاوه

 نيا در ترقيدقيي شناسا جهت نيبنابرا. ]33[ باشديم اديز زين
                                                            

1. Lactobacillus plantarum 
2. Lactobacillus fermentum 
3. Lactobacillus collinoides 
4. Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus  

 و نيقدرتمندتر كه شد استفادهي مولكولي هاروش از پژوهش
 به مربوطي هاژن نيب از. ]34[ استي ابييتوال روش، نيترحيصح

 در هدف ژن يك عنوان به اغلب 16S rRNA ژن ها،وتيپروكار
ي امطالعه در. ]11[ باشديم مطرحيي ايباكتر تنوع مطالعات اكثر

Fortina 16 ژني ابييتوال با) 2006 (همكاران وS rRNA، هيسو 
 از را 5كوسيتاليا انتروكوكوس نام به هاانتروكوكوس ازي ديجد
 و Sengun نيهمچن. ]35[ كردند گزارشيي ايتالياي محلي رهايپن
 ماست، و گندم رهيش مخلوطي ريتخم محصول از) 2009 (كارانهم

ي هاروش با وي جداساز راي منف كاتالاز و مثبت گرم زولهيا 226
 و پروفايل 16S rRNAابي ژن ي و تواليPCR -Repمولكولي 

 جينتا براساس. ]36[ نمودنديي شناسا ،هااستفاده از كربوهيدرات
 ,L2 شامل هيسو 8 ،ييايميوشيبي هاتست دندروگرام از حاصل

L3, L5, L7, L8, L12, L13, L14 و ترقيدقيي شناسا جهت 
 استخراج DNA الكتروفورز جينتا. شدند انتخابي ابييتوال انجام
 تيفيك وجود درصد 8/0 آگارز ژلي رو بر هالوسيلاكتوباس از شده

 دييتأي مرازيپلي ارهيزنج واكنش در استفاده جهت هاDNA خوب
 ،16S rRNA ژن ريتكث جهت PCR انجام از پس). 3شكل (نمود

                                                            
5. Enterococcus italicus 

 

  
  

  

  

  

  

  

A  
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C  
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 كه شد، انجام الكتروفورز ژلي رو بر PCR محصولي آشكارساز
  .است شده داده نشان 4 شكل در آن از حاصل جينتا
  

  
  شدهي جداسازي هاهيسو از DNA استخراج الكتروفورز 3 شكل

  

  
ي ابر  16S rRNAژني هايتوالي ريتكث محصولات الكتروفورز 4شكل

  لوسيلاكتوباس شده جداي هاهيسو

 شده ريتكث قطعه اندازه شود،يم مشاهده 4 شكل در كه طورهمان
 محصولات دييتأ از پس. باشديم باز جفت 1500 حدود در

 شركت بهي ابييتوال منظور به آگارز، ژلي رو بر شدهي سازخالص
 16S ژن به مربوطي هايتوال. شدند ارسالي جنوب كره ماكروژن

rRNA 16ي هايتوال ريتكث از كه هيسو هرS rRNA با 
 نرم از استفاده با بود، شده حاصل معكوس و ميمستقي مرهايپرا

 و هيتجز مورد BLAST و Chromasي كيوانفورماتيبي افزارها
 7 مورد دري ابييتوال جينتا. شدند فيرد هم و گرفت قرار ليتحل
 ,L2, L3, L5, L8, L12, L13 شامل لوسيلاكتوباس هيسو

L14 ،با نظر موردي هايتوال% 99 و% 100ي بالا تشابه ازي حاك 
 هيسو. بودي اطلاعات بانك در شده ثبت 16S rRNA ژني هايتوال
L7 قسمت دري ريتكث رشته دوي كافي همپوشان نبود ليدل به 
ي طراح به ازين شتريبي هايبررسي برا و نبوده انيب قابل ،يانيم

 7 نيا. باشديمي ابييتوال جهت مجدد ارسال وي ژن داخل مريپرا
 به جينتا. باشنديم ثبت حال در NCBIي جهان بانك در هيسو

  . است آمده 6 جدول در آمده دست

  شدهيي شناسا لوسيلاكتوباسي هاهيسو 6 جدول
 شده جداي هاهيسو 16S rRNA ژني ابييتوال اساس بريي شناسا شباهت درصد زانيم

100% Lactobacillus plantarum KLDS 1.0607 L12 

100%  Lactobacillus brevis 877G L2 

99% Lactobacillus sp. KLDS 1.0703 L5 

100% Lactobacillus sp. KLDS 1.0714 L13 

100% Lactobacillus plantarum 033 L8 

99% Lactobacillus brevis 877G L3 

100% Lactobacillus sp. KLDS 1.0714 L14 
  

 با شده،يي شناسا لوسيلاكتوباسي هاهيسوي كيلوژنتيف روابط
 ميترسي درخت نمودار صورت به MEGA4 افزارنرم از استفاده

 طبقه مجزا گروه 6 در لوسيلاكتوباسي هاهيسو). 5شكل (ديگرد

 به مربوط و هم مشابه L3 و L2ي هاهيسو. شدندي بند
 و مشابه L14 و L13ي هاهيسو و بوده سيبرو لوسيلاكتوباس
  .باشنديم KLDS1.0714 لوسيلاكتوباس به موبوط

L2     L3     L5     L7    L8    L12    L13   L14                            M

٢٠٠٠bp 

١۵٠٠bp 

١٠٠٠bp 
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. 

 L12

 L.plantarum.KLDS1.0607

 L5

 L.sp.KLDS1.0703

 L13

 L14

 L.sp.KLDS1.0714

 L8

 L.plantarum.033

 L3

 L2

 L.brevis.877G

 Bifidobacterium  
  16S rRNA ژني ابييتوال از شدهيي شناساي هاهيسو به مربوطي كيلوژنتيف درخت 5شكل

  يريگجهينت -5
 روشيي  ايميوش ـيبي  هـا تـست  وي  پيفنوتي  هاروش از استفاده

 بـه . شـد  شـناخته  گونـه  سطح در هاهيسويي  شناساي  براي  خوب
 ـارز به مرحله، يك از آمده دست به جينتا كهي  ورط  جينتـا ي  ابي

ي هـا روش نيهمچن ـ. نمـود ي  تـوجه  قابـل  كمك گريد مراحل
 بـا . شـد  انجـام  گونـه  سطح در ترقيدقيي  شناساي  براي  مولكول

 ـتكن ،يمولكـول  سـطح  در گرفته صورتي  هاشرفتيپ ي هـا كي
 ـ هـا گونهيي  شناساي  براي  ابزار عنوان بهي  اديزي  پيژنوت  كـار  هب

 عمـده  تيمز ،يپيفنوتيي  شناساي  هاروش با سهيمقا در. روديم
 ـتفك قدرت بودن بالا ،DNA براساسيي  شناساي  هاروش  كي

ــقابل و ــرا تي ــاآني اج ــه ه ــورت ب ــوم ص ــ وي عم  نيهمچن
 ـيتـوال  جينتا. ]11[ باشديم هاآني  ريتكرارپذ  7 مـورد  دري  ابي

 ازي  حـاك  پژوهش، نيا در شدهي  جداساز لوسيلاكتوباس هيسو
 16S rRNA ژني هايتوال با نظر موردي هايتوال كامل تشابه
 هيسـو  ازيي  هـا گونـه  ريز شامل كه بودي  ژن بانك در شده ثبت
ــا ــاروم ي ه ــيلوس پلانت ــرويس   ،لاكتوباس ــيلوس ب  ولاكتوباس

 دسـت  بـه  جينتـا  نيهمچن ـ و باشنديم KLDS لوسيلاكتوباس
يي ايميوش ـيبي  هـا تـست  از حاصـل  جينتـا  باي  ابييتوال از آمده
يي شناسـا ي  هـا هيسـو  نيا نكهيا به توجه با. دارد مطابقت كاملاً
 ـپروب خـواص ي  داراي  بـوم  شده  بـه  مقاومـت  ازجملـه ي  كيوتي
 از تـوان يم ـ باشنديمي صفراوي هانمك و معدهي  دياس طيشرا

 ـ محـصولات  در اسـتارتر  عنـوان  بـه  ها هيسو نيا ي صـنعت ي  لبن
  .نمود استفاده

  

  گزاري سپاس-6
 و جانيآذرباي مدن ديشه دانشگاهي پژوهش محترم معاونت از
ي كشاورزي وتكنولوژيب پژوهشكده محترم استير زين

 امكانات قراردادن ارياخت در بخاطر كشور غرب و شمالغرب
  .گرددي م تشكر و ريتقد قيتحق نياي پژوهش
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Probiotics are live microorganisms which when consumed in adequate amounts, can have a beneficial 

effect on the host. Lactic acid bacteria are the most common type that have been introduced as 
probiotics and are present in dairy products. The aim of this study was to isolate and identify the 
probiotics from microbial flora of cow milk and its traditional yogurt in Khoi area. To achieve this 
goal, the lactic acid bacteria were isolated by phenotypic methods (cellular morphology, colony 
pigmentation, Gram staining, catalase test, biochemical tests including growth in different 
temperatures 10°C, 15 °C and 45 °C, various concentrations 4 % and 6.5 % of salts and fermentation 
of 17 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 Lactobacilli were replicated with 
pairs of specific primers and then the purified PCR product was sent for gene sequencing. At the end, 
14 strains of Lactobacilli were reported as the natural microbial flora with probiotic potential in Khoi 
area. These bacteria provide the good quality of the dairy products in those areas and can be used as 
the starter culture in industrial manufacture of dairy products. 
 
Keywords: Probiotic, Lactobacillus, 16S rRNA gene. 
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