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بررسي تنوع باكتري هاي اسيد لاكتيك جدا شده از كشك زرد زابلي 

  16S rRNAبا استفاده از روش تكثير ژن ) سيستاني(

 
يزدي طباطبايي فريده

1∗
وسيعي ، عليرضا

2
بهبهاني عليزاده ، بهروز

2
، سيد علي مرتضوي

1  

  

 مشهد  فردوسي نشگاهدا كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم گروه علمي هئيت عضو و استاد -1 

  مشهد فردوسي دانشگاه كشاورزي، دانشكده غذايي، صنايع و علوم دكتري دانشجوي -2

 )23/8/94:   تاريخ پذيرش3/7/94: تاريخ دريافت(

  چكيده
هـدف از انجـام ايـن       .  فراواني دارد  لبني محسوب مي شود كه در استان سيستان بلوچستان مصرف         -اييك فراورده تخميري غله   ) سيستاني(كشك زرد زابلي    

اسـتفاده  ) صـنعت (توانند در سطح تجـاري       كه مي  ؛هاي بومي اين فراورده بوده است     ، به منظور معرفي سويه     زابلي  شناسايي فلور لاكتيكي كشك زرد     پژوهش

هـاي اسـيد   رسـيد جـزو بـاكتري     به نظر مي  هاي اوليه    جدايه كه با انجام آزمايش     83. ها به عنوان پروبيوتيك مطرح باشند      شوند و نيز ممكن است برخي از آن       

نمـك،  % 5/6 ، رشـد در  C°45و  C °10هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي شامل رشـد در دماهـاي   ها، بررسي بندي آن لاكتيك باشند انتخاب شده و براي گروه

 تعيـين    جدايه بـا اسـتفاده از روش       28در پايان   . تهاي مختلف انجام پذيرف     ، توليد گاز دي اكسيد كربن و تخمير كربوهيدرات        pH=6/9 و   pH=4/4رشد در   

لاكتوباسـيلوس  ، %)09/24(لاكتوباسـيلوس پلانتـاروم   : كه اين جدايه ها متعلق به جنس هـاي نتايج نشان داد  . با موفقيت شناسايي شدند16S rDNAتوالي 

كرمـوريس   زيرگونـه    لاكتوكوس لاكتيس ،  %)07/18(بولگاريكوس    زيرگونه لاكتوباسيلوس دلبروكي ،  %)63/9(لاكتوباسيلوس برويس   ،  %)25/13(هلويتيكوس  

. شناسـايي شـدند  %) 63/9(پديوكوكوس پنتوزاسـئوس  و %) 40/2(لوكونستوك سيترئوم ، %)63/9(مزنتروئيدس  زيرگونه لوكونستوك مزنتروئيدس،  %)25/13(

   . مي شود از هر دو روش مبتني بر كشت و مولكولي استفاده شوددر مورد شناسايي باكتري ها، مخصوصا باكتري هاي خانواده اسيد لاكتيك پيشنهاد

 
  ، جداسازي16S rRNAاسيد لاكتيك، ژن هاي  زرد زابلي، غذاي تخميري، باكتر كشك: واژگانكليد
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  مقدمه - 1

كشك زرد سيستاني يكي از غذاهاي مقوي قوم سيستان است كـه      

 گـشنيز،  د،تخـم شـوي   زيره، آرد گندم، موادي چون دوغ ترش،از  

اين مجموعه   .پياز تشكيل شده است    زردچوبه و  سير، فلفل سياه، 

گذارند، سپس آن    در كيسة نخي مي     تا يك هفته    روز 5را به مدت    

زابلي بـه   زرد  كشك  . كنند  را درآورده و پس از ورزدادن، پودر مي       

. شـود  صورت يك غذاي كامل و مقوي در مدت كوتاهي طبخ مي        

ن را با روغن و پيـاز سـرخ مـي كننـد،     آ براي مصرف، مقداري از   

 بـه   كـشك  .سپس رويش آب مي ريزند و مي گذارند تا بجوشـد          

دليل داشتن كالري بالا و جلوگيري از ضـعف هـاي مكـرر بـراي           

همچنين براي كساني  .دكساني كه اضافه وزن دارند توصيه مي شو

 كه دچار سرماخوردگي هستند و يا از بيماريهـايي چـون ديابـت،            

 مفيـد   ،هاي كليوي رنج مي برند     ، يوبوست و بيماري   چربي خون 

  .]1[است 

هاي مرتبط با ترين باكتري فراوانءلاكتيك جز اسيد هاي باكتري   

باشند كه در سطوح مخاطي و دسـتگاه گـوارش انـسان            انسان مي 

  اگـر چـه    هاي اسيد لاكتيك،  باكتري. ]3و2[حضور پررنگي دارند    

 .باشـند انند استرپتوكووس مـي   اي جنس و گونه هاي پاتوژن م      راد

 در فراينـد تخميـر مـواد     بوده و  غير پاتوژن   آن سويه هاي اما اكثر   

 غذايي چه بصورت صنعتي و چه بصورت سـنتي نقـش بـسزايي            

 .]4[ شـوند دارند و جز بـاكتري هـاي مفيـد در نظـر گرفتـه مـي               

  خاص و منحصر بفرد    هايويژگي  داراي ي اسيد لاكتيك  هاباكتري

 ـ مـي باشـند    فيزيولوژيكي و متابوليكي مورفولوژيكي،      ه شـدت  ، ب

هـاي آمينـه يـا      نياز به يك منبع خارجي از اسيد       و هستند توقعپر  

پروتئوليز كازئين، كـه    تواند از طريق    مي اين منبع    ها دارند كه  پپتيد

هاي آمينه است، فراهم ترين پروتئين شير و منبع عمده اسيدفراوان

هـا،  يي حاصل از تخمير كربوهيدرات    محصول نها همچنين  . گردد

  .]5[ باشداسيد لاكتيك مي

 مواد غذايي تخميري پيچيده به نظر شناسايي فلور ميكروبي    

  . هستندهاي فراواني  محدوديتدارايهاي سنتي روش. رسدمي

در شناسايي فلور ميكروبي با استفاده از روش هاي سنتي و مبتني 

- سويه اما . شناسايي مي شوندبر كشت عموما باكتري هاي غالب

ي عطر و  هستند، ولي جهت توسعهاقليت از نظر تعداد هايي كه

با وجود . ها قابل شناسايي نيستند با اين روشدارندطعم، اهميت 

هاي سنتي مشمول محدوديت هايي از قبيل اينكه استفاده از روش

 اين كارگيريبه اماتكرار پذيري پايين و وقت گير بودن مي باشند 

 بنديدسته و تردقيق هايروش بر درآمدي پيش عنوان به هاروش

در اكثر تحقيقات مربوط به شناسايي فلور  ها،اوليه ميكروارگانيسم

. ]6[ باشدمي مفيد و لاكتيكي مواد غذايي تخميري امري معمول

ي توالي ژن در   و تعيين توالي ژن، مقايسهPCRاز زمان كشف 

 ريبوزومي در بين يك 16Sان داد كه ژن هاي مختلف نش باكتري

ي ديگر به صورت دست نخورده و  اي به گونه گونه و از گونه

 باقي مانده و به عنوان استاندارد طلايي براي تعيين محافظت شده

 وجود مناطق همچنين. استفاده استي باكتريايي قابل ها  گونه

طوح هاي ريبوزومي باعث تمايز فيلوژنتيك در س متغير در ژن

از . تواند منبعي براي طبقه بندي باشد شود كه مي مختلف مي

هاي وابسته به كشت و  محاسن اين تكنيك كاربرد آن در روش

هاي ژنوتيپي مبتني بر  روش. ]7[همچنين مستقل از كشت است 

نگاري الگوهاي اختصاصي  هاي مولكولي براي انگشت تكنيك

DNA ات يك نژاد منفرد را تعييننمايد،  مي كه خصوصي

هاي اسيد  بندي نژادي باكتري قدرتمند بوده و روش اصلي طبقه

  .]8[ كنند لاكتيك را ايجاد مي

ترين ژن درون هر  ريبوزومي حفاظت شدهRNAژن مربوط به 

 به طورشده از موجودات مختلف  يابي تواليrDNA. سلول است

اين به اين معني است كه . دهند يمقابل توجهي شباهت نشان 

توانند با هم  يمهاي بدست آمده از موجودات مختلف  يوالت

اي براي تعيين تاكسونومي، مقايسه شده و به صورت گسترده

بنابراين . ها استفاده شود يباكترفيلوژنيك و تخمين تنوع بين 

ها تواند روابط تكامل بين ميكروارگانيسم يم 16S rRNAتوالي 

  .]9[ را نشان دهد
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 جـنس   3براي شناسايي    طي تحقيقي    )2008( و همكاران    1بيلكوآ

 استفاده كردنـد و  16S rRNAاز روش تكثير لاكتوباسيلوس از 

. ها شـدند  موفق به شناسايي اين جنس    % 99با درصد تطابق بالاي     

هاي بيوشيميايي و فيزيولوژيكي به تنهـايي را         ها كاربرد روش   آن

 .]10[ مبهم معرفي كردند

هـاي  ، به وسـيله ي تركيبـي از روش      )2009( و همكاران    2سنگان

و ژنوتيپي براي اولين بار اقدام به تعيـين جـنس و گونـه              فنوتيپي  

 گرم مثبـت و      ايزوله 226در مجموع   .  نمود ترهاناهاي  هاي ايزوله 

.  جـدا شـدند  M17 و  MRSهـاي   كاتالاز منفي از محيط كـشت     

 PCRها به روش مولكولي از      بندي ايزوله جهت شناسايي و دسته   

ري و توالي يابي ژن      مبتني بر توالي اجزاي تكرا     PCR،  3گانهچند

16S rRNA گروه 11 استفاده گرديد بر اين اساس ايزوله ها به 

 بيشترين درصـد را بـه       باسيلوس فرمنتوم لاكتوتقسيم گرديدند كه    

 .]11[ خود اختصاص داد

 هدف از انجام اين پـژوهش بررسـي فلـور لاكتيكـي فـراورده           

ده غذايي غله اي كشك زرد زابلي، به عنوان يك ما       -تخميري لبني 

براي ايجاد خـصوصيات    ، كه توان بالايي     سنتي و بومي بوده است    

  .مثبت در فرد مصرف كننده دارد

 

  مواد و روش -2

  نمونه برداري -2-1

تحت شرايط يخچالي    نمونه كشك زرد از شهرستان زابل        هفت   

مـشهد،  (خراسان رضـوي    و با رعايت استاندارهاي لازم به استان        

لازم به ذكر است كه جهت      .  منتقل شدند  )دانشگاه فردوسي مشهد  

بـرداري  دستيابي به نتايج قابل تعميم به كل شهرستان زابل، نمونه          

هـا   تمام نمونـه   pHابتدا  . از مناطق جغرافيايي مختلف، انجام شد     

 ي نمونه ها  همه از    نمونه گيري جهت كشت،    سپسو  گيري  اندازه

   .انجام شد

                                                   
1. Bilková 
2. Sengun 
3. Multiple PCR 

  تيكهاي اسيد لاكجداسازي باكتري -2-2

، Seawardدل  با استفاده از دستگاه همژنايزر م هموژنيزاسيون 

 90سي از هر نمونه درون  سي10 آلمان، انجام پذيرفت و سپس

 حجمي كلريد -وزني% 85/0 ( سرم فيزيولوژي استريلميلي ليتر

.  به دست آمد10-1 رقيق شد و به اين ترتيب رقت )سديم استريل

- 6 تا رقت  ي سرم فيزيولوژيس سي9 حاوي هايسپس در لوله

 سههاي به دست آمده، با از تمامي رقت.  رقيق سازي شد10

سي  سي1/0( كشت سطحي MRS Agar تكرار بر محيط كشت

 و C°30ها در دماي سپس پليت .داده شد) بر روي هر پليت

C°45پس از شمارش . ندگذاري شدهوازي گرمخانه در حالت بي

 مبناي بر ، حاوي بالاترين رقتMRSهاي ها، از پليتپرگنه

رنگ، شكل، تحدب و  شامل كيهاي مورفولوژيتفاوت در ويژگي

 پرگنه انتخاب، و تعدادي آن،تعقر پرگنه و عمقي يا سطحي بودن 

بر روي همان نوع محيط كشت جهت خالص سازي بيشتر  كشت 

در نهايت براي نگهداري جدايه ها به مدت . خطي داده شد

 MRS broth آزمون هاي بعدي، جدايه ها در طولاني وانجام

 درجه سانتي گراد 80- دردماي (V/V)% 15حاوي گليسرول 

  .]12[نگهداري شدند 

 و سپس هاي تأييدي و بيوشيمياييونآزم - 2-3

  گروه بندي با استفاده از پروفايل تخمير قند

هـاي موجـود،     هاي تأييدي بـر روي جدايـه      ونبراي انجام آزم      

ــس از  ــزي پ ــگ آمي ــه لام  و رن ــصات  ،تهي ــت مشخ ــمن ثب   ض

هاي گرم مثبت و كاتـالاز منفـي         ابتدا جدايه  ،مورفولوژيكي پرگنه 

 در  ها جدايه شناساييسپس براي    . انتخاب شدند  براي ادامه آزمون  

، رشد در غلظت نمـك  C°45 و C°10 رشد در دماي   ،حد جنس 

جهت  ام لوله دورهآزمايش و 6/9 و 4/4هاي  pH رشد در ،5/6%

-بندي بـاكتري  گروه). 13(انجام پذيرفت    CO2بررسي توليد گاز    

گلـوكز،  (هاي اسيد لاكتيك بـا اسـتفاده از ده نـوع قنـد متفـاوت               

  رافينوز،  سوربيتول،  ساكارز، گالاكتوز، فروكتوز، لاكتوز، مالتوز، 
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و با استفاده از محـيط كـشت فنـل رد بـراث             ) بيوزمانيتول و ملي  

انجام شد  ) كيولب، كانادا ) (فنل رد + سديم كلريد + كازئين پپتون (

]14[.  

 شناسايي باكتري هـاي اسـيد لاكتيـك بـا           -2-4

  16S rRNAاستفاده از تكثير ژن 

 بــا اســتفاده از كيــت هــاي اســتخراج     DNA  اســتخراج    

Genomic DNA isolation VI )   دنا زيـست آسـيا، ايـران( ،

 حاوي  هايبدر ميكروتيو رسوب  ايجاد  پس از    .صورت پذيرفت 

 و  PBS  ميكروليتـر  200در  حل نمودن   سوسپانسيون ميكروبي و    

 50 رسيدن به حجـم نهـايي  محلول آنزيمي مناسب جهت افزودن  

هـاي  پرايمـر . طبق پروتكل شركت سازنده، عمل شـد        ميكروليتر،

 عبـارت بودنـد از   S rRNA16مورد اسـتفاده جهـت تكثيـر ژن    

  :)Universal )12هاي پرايمر

- Forward  :(َ3پرايمر 

AGAGTTTGATYMTGGCTCAG  -َ 5 (27FYM 

 - Reverse  :(َ3پرايمر 

GGTTACCTTGTTACGACTT -َ 5 (1492R 

.  اند طراحي شدهS rRNA16كه بر اساس نواحي حفظ شده ژن 

 ميكروليتر  25  در حجم نهايي        PCR  تر در كيت    PCRواكنش  

  .با مقادير بهينه شده ي ذيل، انجام پذيرفت

  يكروليتر م5/16: آب

   ميكروليتر10x :5/2بافر 

dNTP :2ميكروليتر   

MgCl2 :2/1ميكروليتر   

   ميكروليتر25/1: پرايمر رفت و برگشت

Taq Polymerase :2/0ميكروليتر   

  

  

  

DNA Template :5/1ميكروليتر   

 را  PCRهـاي   دهنـده سپس ميكروتيوب حاوي مخلـوط واكـنش      

امه دمـايي بـه صـورت       برنداخل دستگاه ترموسايكلر قرار داده و       

  ):12 (ذيل تنظيم گرديد

  دقيقه، يك سيكل5 به مدت C°95دماي : سازيفعال. 1

 30 بـه مـدت   C°94دمـاي   : سازيواسرشتهگسترش كه شامل    . 2

دماي  :5توسعه ثانيه، 30 به مدت C°54دماي :4 پرايمراتصال، ثانيه

C°72 سيكل35 دقيقه، 2 به مدت  

   دقيقه، يك سيكل10 به مدت C°72دماي :  نهاييگسترش. 3

.  دقيقـه انجـام پـذيرفت      45 ولت و زمان     95الكتروفورز در ولتاژ    

  .]16 و 15[ سپس ژل در دستگاه ژل داك رويت شد

  

  نتايج و بحث -3 

  و گـروه بنـدي      شناسـايي  ، نتايج شمارش  -3-1

هاي مبتني بر هاي كشك زرد زابلي با روشجدايه

  كشت 

.  پايـان تخميـر اعـلام شـد        6/4 زير    نمونه ها به   pHبا رسيدن      

هـاي  هـاي نمونـه   شـمارش بـاكتري    و pHنتايج حاصل از تعيين     

 . نـشان داده شـده اسـت     ،1ل  ومختلف كشك زرد زابلـي در جـد       

همانگونه كه مشخص است، جمعيـت بـاكتري هـاي مزوفيـل در           

كتري هاي ترموفيل مي    انمونه هاي كشك زرد زابلي غالب تر از ب        

 30هاي اسيد لاكتيك در دمـاي  معيت باكتري غالب ترين ج  . باشد

 و بيـشترين ميـزان      7گراد متعلـق بـه نمونـه شـماره          درجه سانتي 

گـراد   درجـه سـانتي    45هاي اسيد لاكتيك در دماي      شمارش باكتر 

  .باشد مي6متعلق به نمونه شماره 

                                                   
4. Annealing 
5. Extension 
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 درجه 45 و 30كه در دماهاي مختلف  (CFU/g)لي هاي كشك زرد زابهاي اسيد لاكتيك نمونه شمارش باكتريو pHگيري اندازه 1 جدول

 MRSگراد كه بر روي محيط سانتي

  هاي كشك زرد زابلينمونه 

  7نمونه   6نمونه   5نمونه   4نمونه   3نمونه   2نمونه   1نمونه  

pH 44/3  98/3  00/4  25/3  88/3  40/3  08/3  

42/7  (C°30) جمعيت باكتريايي ± 41/0  15/0±12/7  38/0±12/7  35/0±15/8  13/0±55/6  20/0±95/7  05/0±50/8  

  11/0±05/4  05/0±95/3  08/0±13/4  15/0±02/4  30/0±03/3  16/0±15/4  13/0±05/4  (C°45) جمعيت باكتريايي

  

رنگ آميزي آزمون ها، انجام  پس از بررسي مورفولوژي جدايه

 جدايه از مرحله 83 جدايه، 185گرم و تست كاتالاز، از بين 

براي انجام گرم مثبت و كاتالاز منفي بودند كه انتهايي تخمير 

 هاي بيوشيمياييبر اساس آزمون. هاي بعدي انتخاب شدندآزمون

 از نتايج متفاوتي بدست آمد كه اين نتايج، و تخمير كربوهيدرات

هاي  باكتريهاي موجود در خانواده گونهسايرنظر مشابهت با 

 .قرار گرفتسي  برراسيد لاكتيك، نسبت به تحقيقات مشابه مورد

 جنس لاكتوباسيلوس، لاكتوكوكوس، 4ها متعلق به جدايه

 جنس لاكتوباسيلوس با توجه .لوكونوستوك و پديوكوكوس بودند

به گستردگي بالايي كه در طبيعت دارد نتايج متنوع تري نسبت به 

همه جدايه هاي ميله اي . آزمون هاي مختلف از خود نشان داد

  .  را دارا بودندpH=4/4شكل توانايي رشد در 

هاي كوكسي شكلي كه توانايي توليد گاز داشتند به عنوان جدايه

كه به عنوان هاي جدايه . در نظر گرفته شدندلوكونستوكجنس 

، قادر به رشد در دماي در نظر گرفته شدند لوكونستوكجنس 

C°10 ،5/6 % 4/4نمك و=pHمربوط به هاي  بودند و جدايه

هاي مورد ي دماكليهزنده ماني در ايي  توانلاكتوكوكوسجنس 

 هاييسويهتمامي . ]17[داشتند ذكر شده را استفاده و درصد نمك 

نس به جهاي بيوشيميايي، كه با توجه به رنگ آميزي گرم و آزمون

 و دماي pH=6/9 رشد در توانايي، نسبت داده شدند پديوكوكوس

C°10 4/4 و=pH  18[ نداشتندرا[. 

  .هاي اسيد لاكتيك ايزوله شده از كشك زرد زابليهاي باكتريهاي بيوشيميايي و تخمير قند مربوط به جدايهربوط به آزموننتايج م 2جدول 
  8  7  6  5  4  3  2  1 شماره گروه
  8  2  8  11  15  8  11  20 هاتعداد جدايه

 – + + + – + – + C 10˚رشد در 
 – –  + + – + – C 45˚رشد در 

*2  
 – + + – + + + +  pH=4/4رشد در
 + – – + pH=6/9 8* – 3 12رشد در

 + + + + – 2 + 13  نمك5/6رشد در غلظت 
 – + + + – + + 6  از گلوكز CO2توليد گاز

 + + + + – + + + گلوكز
 + + + – – + – + ساكارز
 + + – – – 5 + + گالاكتوز
 + + 24 – – + – + فروكتوز
 4 + – + + + + + لاكتوز
 + + + – – + – + مالتوز

 – + – – – + – + سوربيوتول
 – – – – – – – + رافينوز
 – – 2 – – – – + مانيتول

 – – – – – + – 6 بيوزملي
  هايي كه به آزمون مربوطه جواب مثبت دادند تعداد جدايه *
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 هاي و گونهجنس به  اسيد لاكتيك خانوادههاي باكتريبنديگروه

 1919 سال در  براي اولين بارتيپيفنو هايويژگي براساس مجزا

هاي با استفاده از آزمونها، نتايج اين آزمايش. گرفت صورت

 در رشد توانايي مختلف، دماهاي در رشدبيوشيميايي از قبيل 

 و تخمير pH مختلف هايدرجه نمك و مختلف هايغلظت

. كربوهيدرات، شناسايي تا مرحله گونه و زير گونه را انجام ميداد

 مانند ي خاص به سمت يك ماده ميكروارگانيسمگرايش نهمچني

 ديواره اجزاي  ياو ، آمينواسيد اختصاصيچرب اسيد اتتركيب

 واقع مفيد هاتوانند در شناسايي اين ميكروارگانيسممي نيز سلولي

 بيفيدوباكتريوم اينفانتيس، بيفيدوباكتريوم لانگومبراي مثال  .شوند

توانند بر اساس تركيبات ميبيفيدوباكتريوم  سوئيس و 

ي سلولي شناسايي شوند؛ همچنين بررسي پپتيدوگليكان ديواره

 ايگونهتواند در افتراق دروني سلولي ميهاي ديوارهپروتئين

- تواند ايزولهبندي لكتين ميها موثر باشد؛ و گروهلاكتوباسيلوس

كه بر  حقيقت اين. ]19[  را طبقه بندي كندلاكتوباسيلوسهاي 

 ژنوتيپ از دقيقي اطلاعات توان، نمييفنوتيپويژگي هاي  ساسا

 بهفنوتيپي  هويت تعيين هايروش دست آورد و به  ارگانيسم

 هستند، اعتماد قابل غير و محدود ها،باكتري رشد بودن متغير دليل

هاي خاصي وجود دارند كه گونه. است انكار قابل غير موضوعي

هاي فنوتيپي پاسخ. تيپي نيستندقابل شناسايي بر اساس صفات فنو

جهت طراحي . تواند تحت تاثير شرايط محيطي قرار گيردمي

هاي هاي شناسايي پايدار و قابل اعتماد، بايستي تستروش

هاي ، روشهاسويهبراي شناسايي دقيق اين  .ژنتيكي به كار رود

پيشرفت . باشديابي ژن نياز مي و تواليPCRي مدرن بر پايه

اي مولكولي كه باعث شناسايي و افتراق سريع و قابل هتكنيك

شود باعث آن شده است كه اكنون تعداد ها مياعتماد ايزوله

هاي مختلف وجود ي ژنتيك براي عملكردزيادي تكنيك بر پايه

بررسي ، در )2000(همچنين پرز و همكاران . ]20[ داشته باشند

 كه استفاده از ندبه اين نتيجه رسيدپنير تنريف، فلور لاكتيكي 

روش هاي سنتي در شناسايي باكتري هاي اسيد لاكتيك موجب 

هاي جنس لاكتوكوكوس و باكتريبروز اشتباه در شناسايي 

اي خيلي هاي ميلهتوليد سلولكه دليل آن  .شدلاكتوباسيلوس، 

هاي لاكتوباسيل تحت شرايط توسط باكتريكوتاه يا حتي كروي 

در روش  . فرد پژوهشگر را گيج نمايدتواندويژه مي باشد كه مي 

، تنها بخشي از تنوع  به صورت سنتي ميكروبي و شناساييكشت

ي ها وارد شده و بخش اعظمي از جامعهميكروبي در تجزيه

تواند رود و به تبع آن نيز نتايج حاصله نميميكروبي از دست مي

دهد، به تصوير جامعي از آنچه در محيط مورد بررسي رخ مي

 جنس هايسويههمچنين در اين تحقيق، بسياري از  .ب آيدحسا

 شدند در نظر گرفته پديوكوكوس به عنوان، استافيلوكوكوس

]21[. 

-  گروه طبقه8 جدايه به 83در نهايت، با آزمون تخمير قند اين 

 ي قندها جلد سوم كتاب  مبناي انتخاب و مقايسه(بندي شدند 

Bergey's Manual of Systematicنتايج مربوط به ).بود 

 ،2هاي بيوشميايي، فيزيولوژيكي و تخمير قند در جدول آزمون

هاي براي درك صحيح تر از اكولوژي باكتري. آورده شده است

هاي كشك زرد، توزيع جمعيت باكتريايي با اسيد لاكتيك نمونه

 آورده شده ،1هاي مبتني بر كشت در شكل استفاده از روش

 جنس هاي شود توزيع جمعيتيه ميهمانگونه كه مشاهد. است

در همه نمونه ها . مختلف در نمونه هاي مختلف متنفاوت است

بجز . جنس لاكتوباسيلوس جمعيت غالب را تشكيل داده است

 كه به ترتيب جنس هاي لاكتوكوكوس و 5 و4نمونه شماره 

، نمودار 1 لازم به ذكر است كه در شكل .پديوكوكوس غالب اند

 آورده نشده است 7ي اسيد لاكتيك نمونه شماره توزيع باكتري ها

 .ها در اين نمونه بودن عدم پراكندگي مناسب باكتريآكه علت 
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  .هاي كشك زردهاي اسيد لاكتيك موجود در نمونهتوزيع باكتري 1شكل 

  

 تكثير ها با استفاده از روش شناسايي جدايه-3-2

 16S rRNAژن 

استفاده از آزمون هاي بيوشـيميايي   با  جدايه ها از گروه بندي پس

چند جدايه انتخاب و پـس از اسـتخراج        گروه  و تخمير قند از هر      

DNA  واكـنش ، PCR     16بـه منظـور تكثيـر ناحيـهS rRNA  

هـاي حاصـل بـر روي ژل         پس از انتقـال آمپليكـون      .انجام گرفت 

با توجه به ايجـاد  .  داشتندbp1400-1200ها طولي بين   تمامي آن 

ــد ــبان ــت و كيفيــتهــاي ق   DNAوي در ژل الكتروفــورز كمي

پـس از انجـام واكـنش        . استخراج شده مورد تاييـد قـرار گرفـت        

PCR   هاي واكنش تعيين   ي انتخاب شده، فراورده    جدايه 28 براي

سـپس بـا اطلاعـات       نتايج حاصل از تعيـين تـوالي      .  گرديد توالي

بـر  . )3جـدول   ( مقايـسه شـد    NCBIموجود در بانك اطلاعاتي     

 مـشخص  16S rRNAس نتايج به دست آمـده از آنـاليز ژن   اسا

، لاكتوباسيلوس پلانتاروم درصد جدايه ها به عنوان       09/24 شد كه 

، لاكتوباسيلوس هلويتيكـوس   درصد از جدايه ها به عنوان        25/13

 07/18،  لاكتوباسيلوس بـرويس  ها به عنوان     درصد از جدايه   63/9

 زيرگونـه   س دلبروكـي  لاكتوباسـيلو درصد از جدايه ها به عنـوان        

لاكتوكـوس   درصد از جدايه هـا بـه عنـوان    25/13،  بولگاريكوس

 درصد از جدايه ها بـه عنـوان         63/9،  كرموريس زيرگونه   لاكتيس

 درصـد از    40/2،  مزنتروئيـدس  زيرگونه   لوكونستوك مزنتروئيدس 

از جدايـه   درصد   63/9 و   لوكونستوك سيترئوم جدايه ها به عنوان     

  .دند شناسايي شوس پنتوزاسئوسپديوكوكها به عنوان 

هـاي    ي ميكروارگانيـسم    غله اي اصولا به وسـيله     -هاي لبني تخمير

ذاتي موجود در مواد اوليه شروع مي شـود كـه بـه طـور طبيعـي                 

هاي لاكتوباسيلوس، لوكونوستوك و پديوكوكوس بـر روي          جنس

در فرمولاسـيون كـشك زرد      . شـوند   ميمواد غذايي گياهان يافت     

  .]22[سوش ها، در دوغ و آرد گندم بالاست احتمال حضور 

 در غذاهاي متعدد تخميري گياهي      لاكتوباسيلوس پلانتاروم وجود  

در كشك زرد به علت استفاده از آرد گنـدم و           . گزارش شده است  

همچنين، ادويه جات گياهي انتظـار وجـود ايـن گونـه در تنـوع               

ــين  .جمعيتــي كــشك زرد وجــود داشــت  لاكتوباســيلوس همچن

 نيز بيشتر از منابع گيـاهي ايزولـه         بولگاريكوسزيرگونه  ي  دلبروك

 درجـه   50 تـا    40شده و دماي مناسب تخمير بـراي ايـن جدايـه            

ست كه با توجه به شرايط آب و هوايي گـرم منطقـه          سانتي گراد ا  

زابل و توجه به اين نكته كه شـرايط آب و هـوايي مـي توانـد در       

فلور لاكتيكي يك ماده غذايي تخميري اثرگـذار باشـند، احتمـال            

  .]24 و 23[شناسايي اين سويه دور از انتظار نبود 
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  .تفاده از روش مولكولي با اسكشك زردهاي اسيد لاكتيك  شناسايي باكتري 3جدول 

 كد دسترسي (%)درصد شباهت  NCBIترين سويه در پايگاه داده  نزديك كد جدايه

A2 Lactobacillus plantarum strain TW29-1 99 KJ026622.1 

A21 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain HD20A 100 KR336812.1 
A55 Lactobacillus plantarum strain IMAU10015 100 FJ749579 

A74 Lactobacillus helveticus strain D5401 98 EF536371.1 
A90 Lactobacillus brevis strain ATCC 14869 99 NR_044704.1 
B8 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain LC 100 EU483107.1 

B15 Lactobacillus plantarum strain BS16 100 JX968493.1 
B42 Lactobacillus plantarum strain TW57-4 16S 98 KJ026699.1 

B45 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain LC 99 EU483107.1 

C11 Pediococcus pentosaceus strain T22 100 KJ806301.1 

C26 Lactobacillus helveticus strain IMAU50073  100 FJ749472.1 

C30 Lactobacillus helveticus strain N720 100 HM641232.1 

D3 Lactobacillus brevis CCC 96S1L  98 AF429529.1 

D10 Lactobacillus plantarum strain TW29-1 99 KJ026622.1 

D14 Lactobacillus helveticus strain D5401 100 EU183494.1 

D34 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 99 NR_075052.1 

D40 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain 

IMAU11512  
98 KP764048.1 

E1 Lactobacillus brevis strain ATCC 8291 100 AF429549.1 

E13 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain CLFP 105 100 DQ412701.1 

E14 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain LC 100 EU483107.1 

E25 Lactobacillus brevis strain NS01 100 HQ702478.1 

E30 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain 

IMAU11512  
98 KP764048.1 

F14 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain NCDO 607  100 NR_040954.1 

F16 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain 

IMAU11512  
99 KP764048.1 

G4 Leuconostoc citreum strain mmam27 100 KR095436.1 

G8 Lactobacillus helveticus strain MRTL91  100 JX020702.1 

G19 Lactococcus lactis subsp. cremoris strain SD1S4L8 99 KJ095649.1 

G54 pentosaceus ATCC 25745 98 NR_075052.1 

  

اقــدام بــه شناســايي فلــور غــذايي ) 2014(وســيعي و همكــاران 

فلور غالب در تحقيقات آن . غله اي ترخينه نمودند   -تخميري لبني 

 يكي  كتوباسيلوس برويس لا.  بود لاكتوباسيلوس پلانتاروم ها گونه   

از گونه هاي جنس لاكتوباسيلوس است كه پتانسيل بـالايي بـراي           

ايـن جـنس داراي     . ]25[ انتخاب شدن به عنوان پروبيوتيـك دارد      

در به طـور معمـول   سلول هايي ميله اي با انتهاي كروي است كه       

زير ميكروسكوپ به صورت تك با زنجيره اي كوتـاه ديـده مـي              

كلسيم پانتوتنات، نايسين،    فاكتورهايي از قبيل     براي رشد به  . شود

هـاي  فـراورده تيامين و فوليك اسيد نياز دارد و بيـشتر از شـير و              

ترشي جات، دهان    حاصل از آن از قبيل پنير و كشك، كلم ترش،         

لاكتوباسـيلوس   .]26[روده انسان و موش جداسـازي مـي شـود           

 ـ        هلوتيكوس   شتر در باكتري هوموفرمنتـاتيو اجبـاري اسـت كـه بي
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تـا  . محصولات تخميري لبني جداسازي و شناسـايي شـده اسـت          

 درجه سانتي گراد توانايي رشد كردن دارد كـه ايـن            52-50دماي  

موضوع با شرايط آب و هوايي زابل و تاثير مستقيمي كه مي تواند  

جـنس   .]27[بر روي فلور لاكتيكي داشته باشد اثر مـستقيم دارد            

به علت  . تدايي تخمير حضور دارد   لوكونستوك بيشتر در مراحل اب    

مقاومت پايين تري كه در مقايسه با ساير اعضاي خانواده باكتري            

 دارد، و همچنين توانايي رقابـت       pHهاي اسيد لاكتيك در مقابل      

پايين تر براي رشد يا به دست آوردن مواد غذايي باعث مي شود             

عمدتا در فلور نهايي محصول تخميري جمعيت غالـب را شـامل            

هاي اين جنس نقش مهمي در ايجـاد        رسد سويه بنظر مي اما  شود  ن

و گسترش طعم مطلوب در ماده غذايي تخميري كشك زرد داشته 

ــسيار شــاخص در شناســايي جــنس  .]29 و 28[باشــند   عامــل ب

همچنـين تحمـل    . پديوكوكوس آرايش تتراد مربوط بـه آنهاسـت       

در غلظت بالاي نمك و مقاومت به اسيد باعث شده ايـن جـنس              

اكثرا در محـصولات   .]30[فريني داشته باشد    فرايند تخمير نقش آ   

. لبني تخميـري شـاهد غالـب بـودن جـنس لاكتوباسـيل هـستيم              

 اقدام به شناسـايي فلـور لاكتيكـي      )2004(و همكاران    6ساوادوگو

در ارتبـاط بـا    . نمـود  7فاسـو نوعي شير تخميري از كشور بوركينـا      

- ها، ناحيهي باكتري اسيد لاكتيك ايزوله شده از نمونهده سويهسيز

.  تكثيـــر شـــدPCR توســـط 23S rRNA و 16Sي بـــين 

، لاكتوباســــيلوس اســــدوفيلوس، لاكتوباســــيلوس دلبروكــــي

هاي ، زيرگونهاسترپتوكوكوس ترموفيلوس، لاكتوباسيلوس فرمنتوم

ي  زيرگونــــهلوكونوســــتوك مزنتروئيــــدوسپــــديوكوكوس، 

ي لاكتوباسيلوس غالب    شناسايي شدند، كه خانواده    وسمزنتروئيد

در نهايت براي فهم هر چه بهتر از قرابت ژنتيكي گونه            .]31[ بود

هــاي  هــاي موجــود، درخــت فيلــوژنتيكي  بــا اســتفاده از تــوالي

 ، بر اساس روش Mega 6افزار  هاي كشك زرد توسط نرم جدايه

 1000 8نـداز  و بـا نـرخ خـود راه ا   neighbor-joining آماري 

  ).2شكل (رسم شد تكرار 

  

                                                   
6. Savadogo 
7  . Burkina Faso 
8. Bootstrap 

  
 16S.درخت فيلوژتيكي رسم شده بر اساس آناليز تعيين توالي  2شكل 

rDNA 
 

  گيرينتيجه -4
اين پژوهش به منظـور جداسـازي و شناسـايي فلـور لاكتيكـي                

بـه  ) لبنـي -يك نوع فراورده تخميـري غلـه اي       (كشك زرد زابلي    

 بـا اسـتفاده از   .شـد  انجـام  16S rRNAكمك روش آنـاليز ژن  

 اسيد لاكتيـك غالـب در مرحلـه         هاي  هاي مولكولي، باكتري    روش

يـابي  هـاي تـوالي   از ميان جدايـه   . نهايي تخمير شناسايي گرديدند   

، لاكتوباسـيلوس پلانتـاروم   هـاي ارزشـمندي چـون       شده، باكتري 

انتروكوكـوس  ،  لاكتوكوكـوس لاكتـيس   ،  لاكتوباسيلوس دلبروكـي  

 لوكونوسـتوك مزنتروئيـدز    و   اسـئوس پـديوكوكوس نتوز   لاكتيس

ها ثابت شده است و بعضي        بدست آمدند كه نقش پروبيوتيكي آن     

هـاي  9سـاكاريد  ها از نظر توليد باكتريوسين و يـا اگزوپلـي   از گونه 

هاي ميكروبي بدست    اطلاعات و داده   .ارزشمند قابل توجه هستند   

اي گر تجاري مناسب بر   هاي آغاز تواند در گزينش كشت   آمده، مي 

هـر كـدام از روش هـاي        . توليد در مقيـاس صـنعتي مفيـد باشـد         

روش هاي  . شناسايي باكتري هاي مزايا و معايب خود را داراست        

روش هاي  . مبتني بر كشت عمدتا وقت گير و غير دقيق مي باشد          

مولكولي با وجود دقت بالا، ممكن است براي پژوهش گـر گـيج             

بانـك   هاي موجود در كننده باشد كه علت آن به حجم بالاي داده     

لذا استفاده همزمـان از هـر دو        .باشد مربوط مي  NCBIاطلاعاتي  

  .روش پيشنهاد مي گردد

  

                                                   
9. Exopolysaccharide 
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Diversity of lactic acid bacteria isolated from yellow zabol kashk 
using 16S rRNA Gene Sequence Analysis 
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Fermentation is used for centuries to protect quality improvements or flavor modifications of cereals, 
fruits, vegetables, milk and meat. Yellow Zabol kashk (Sistani) is a grain-dairy fermented product, which 
is highly consumed in Sistan-Baluchistan province. The aim of this study was to isolate and identify the 
Lactic Acid Bacteria involved in spontaneous fermentation of this product to introduce the native strains. 

These strains could be used in industry or some of them may be considered as probiotic strains. The cell 
morphology of each strain was investigated. Then gram-positive and catalase-negative isolates were 
selected. In order to classify 83 selected isolates that seemed Lactic Acid Bacteria according to 
preliminary experiments, physiological and biochemical tests, including growth at 10°C and 45°C, 6.5%  
NaCl, pH=4.4 and pH=9.6, carbon dioxide production from Glucose and carbohydrates fermentation were 
performed. Twenty eight selected isolate identified genotypically based on 16S rRNA gene sequencing. 
The results showed that the isolates belong to: Lactobacillus plantarum (24.09 %), Lactobacillus 
helveticus (13.25 %), Lactobacillus brevis (963 %), Lactobacillus delbrueckii (18.07 %), Lactococcus 
lactis (13.25 %), Leuconostoc mesenteroides (9.63 %), Leuconostoc citreum (2.40 %) and Pediococcus 
pentosaceus (9.63 %). To identify the bacteria, especially lactic acid bacteria it is suggested using both 
culture and molecular-based method. 
 
Keywors: Yellow kashk, Fermented product, Lactic Acid Bacteria, 16S rRNA gene, Isolation 
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