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  يراني اي دوغ صنعتي نمونه هاي هازسازوارهي رييشناسا

  

             ،2ينيحس تيهدا، ∗2يفارسان انيمرتضو محمد ريام ديس ،1فلاح پوري باقر لوفرين

  4، اياد بهادري منفرد3شهراز فرزانه
  

 يبهشت ديشهعلو پزشكي  دانشگاه ،ييغذا علوم و هيتغذ قاتيتحق تويستيانيي غذا عيصنا و علوم ارشدي كارشناس آموخته دانش -1

 يبهشت ديشهعلوم پزشكي  دانشگاه ،ييغذا علوم و هيتغذ قاتيتحق تويستيان اريدانش -2

  يبهشت ديشهعلوم پزشكي  دانشگاه ،ييغذا علوم و هيتغذ قاتيتحق تويستيان شگاهيآزما كارشناس -3

  شهيد بهشتيعلوم پزشكي  استاديار دانشكده پزشكي، دانشگاه -4

)9/12/93: رشيپذ خيتار  9/7/92: افتيدر خيرتا(  

  
  دهيچك
 ي هازسازوارهي ري و جداسازيي به منظور شناسا.  شودي مدي تولزهي پاستورري شيكي لاكتري تخمقي است كه از طريراني اي سنتيدني نوشكي دوغ

 ي نام تجار17 از  دوغ مورد آزمون متشكلينمونه ها. شد استفاده يابي ي و توالPCR واكنش  از روشراني صنعتي اي دوغ هايموجود در نمونه ها

 ي هاطي حاصل از نمونه ها محجي نتاديي تاي برا،ييايميوشي و بيكروسكوپي مشاهده مي با استفاده از روش هاي مقدماتييپس از انجام شناسا. بود

 ي هاي باكتر16S rRNAاس نتايج حاصل از توالي خواني ژن براس. افتي ادامه يابي ي و توالPCR با استفاده از روش يي و شناساهيكشت خالص ته

 اسپوردار گرم مثبت ي هالوسي باسك،يدلاكتي اسدكنندهي تولي هاياز خانواده باكتر) ناروميگال. ل ،يپاراكازئ. ل ،فرمنتوم. ل ،سيبرو .ل (لوسيلاكتوباس

) سينسيندونزي ااستوباكتر  و سيكالي تروپاستوباكتر (كيداستي اسكنندهدي تولي هايو باكتر) سيليسوبت. ب  و سيآنتراس. ب ،سي فرمنهيچيل. ب(

  و س مگنوسپتوكوكويكر، ا فرمنتنسيشيپ ي مخمرهاD1/D2 26S rDNAعلاوه بر آن براساس نتايج حاصل از توالي خواني ژن .  شدندييشناسا

 ،يراستارتري غيكي لاكتي هاي مطالعه نشان داد كه علاوه بر باكترني اي هاافتهي.  شدندافتي ي دوغ صنعتي در نمونه هاسپوروسيوني سسيساكاروما

  . حضور داشته باشندراني اي دوغ صنعتي ها و مخمرها در نمونه هاي انواع باكترريسا

  

  باكترها و مخمرها اسپوردار گرم مثبت، استويهالوسيباس ،يكيلاكت يراستارتريغ يهاي باكتر،PCR ران،ي اي صنعتدوغ: د واژگانيكل

                                                           

∗
    mortazvn@sbmu.ac.ir :تمسئول مكاتبا 
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   مقدمه- 1
 است كه حاصل اختلاط ماست يري تخمري فرآورده شكي دوغ

 با آب قابل ري اختلاط شاي ويبا آب قابل شرب و نمك خوراك

.  استري و تخمي حرارتماري قبل از تيشرب و نمك خوراك

 معمول مورد استفاده بهه عنوان استارتر در ي هازسازوارهير

 يعني ماست دي تولي سنتيارترها دوغ همان استديتول

 يلوس دلبروكيلاكتوباس و لوسيترموف استرپتوكوكوس

دوغ .  استراني اي سنتيدنيدوغ نوش. ]1[ هستند كوسيبولگار

 ارمنستان، جان،ي افغانستان، آذرباري جهان نظي كشورهاگريبه د

 و ي مركزياي به آسي و بالكان و تااندازه اهي تركه،يعراق، سور

ميزان مصرف سرانه و توليد . ]2[ شود يادر م صانهيخاور

 داشته است و يصنعتي دوغ در سال هاي اخير رشد قابل توجه

 تن دوغ در ايران توليد كه از اين 1400000، تنها 1390در سال 

 تن 150000 تن در داخل كشور مصرف و 1250000ميزان 

  .]2[صادر شده است 

 اي دهيرماد بصورت دوغ ساده، دوغ طعم دار و دوغ گدوغ

.  شودي مي بدون گاز طبقه بنداي دوغ گازدار اي ودهيگرماند

 عصاره ها اي مختلف در اشكال اسانس يدوغ ساده در طعم ها

 يدوغ طعم دار حاو.  شودي مديتول) ي نعنا، پونه و كاكوترينظ(

 ها ي و چاشنجاتي معطر، ادواهاني گري نظيعي طبيطعم ها

 ده،ي گرمانداي دهي گرمادايگاز و بدون اي گازدار يهادوغ. است

 ستندي ناي هستند دكربنياكسي گاز دي هستند كه حاوييهادوغ

  .]1[ نندي بي نماي نندي بي گرما مريو بعد از تخم

 كي ها زسازوارهي به ريي مواد غذاي آلودگنكهي به اباتوجه

 يي شناساي از روش هايري است، لذا بهره گيمشكل اساس

 يروش ها.  برخوردار استيي بالاتي از اهمقيمناسب و دق

 يي ها در انواع مواد غذازسازوارهي ريي شناساي براياريبس

 كي روش ها، تكنني اانياز م. ]3-8[ توسعه داده شده است 

 يي بالاتي حساسي خاص بوده و دارامرازي پليريواكنش زنج

.  شودي در عرض چند ساعت حاصل مجياست كه در آن نتا

 افتهي ري روش تاكنون تكثني توسط اياوت متفي ژنوميهدف ها

 ي حاصل براي هاي توالزي و آنال16S rRNA زيآنال. است

 مختلف موجود در نمونه ها بطور ي هازسازوارهيمطالعه ر

 16S محدوده زيآنال. ]9-10[  شود يگسترده استفاده م

rRNAي بررسي قدرتمند براي نشان داده شده است كه ابزار 

:  داردياري بسياي روش مزانيا.  باشدي ميكيولوژي بزاتيتما

 ماند، ي مي ثابت باقيكيولوژيزي در مراحل فDNAساختار 

 با ي ندارد و مناطقي كشت بستگطي محطي آن به شرابيترك

 ي گونه امكان مي اختصاصييدرجات مختلف دارد كه به شناسا

  . ]11[ دهد 

 و PCR-DGGE ياز روش ملكول) 2006( و همكاران ژو

 ها و ي انواع باكتريي شناساي برا16S rDNA ژن يابي يتوال

 انواع مخمر يي شناساي برا26S rDNA ژن يابي يتوال

 8 توانستند نيمحقق.  تبت بهره بردندهي ناحريموجود در كف

 و كيدلاكتي اسدكنندهي تولي هاي متعلق به باكترييايگونه باكتر

 ها ي توالسهيمقا.  كننديي شناساري كفي مخمر را در نمونه ها5

 لوكونوستوك غالب عبارت بودند از ينشان داد كه گونه ها

، )Leuconostoc mesenteroides (سيديمزنتروئ

 ،)Lactococcus lactis (سيلاكت لاكتوكوكوس

 يكازئ .ل ،)Lactobacillus kefiri (يريكف لوسيلاكتوباس

)casei Lactobacillus(، انوسيكسيمار سسيورومايكلا 

)marxianus ycesKluyverom( ،سزيساكاروما 

، )Saccharomyces unisporus (سپوروسيوني

و ) Saccharomyces cerevisiae (هيسروز سزيساكاروما

 و يالبرادع. ]Candida humilis (]12 (سيليوميه دايكاند

-PCR يتوانستند با استفاده از روش ملكول) 2008(همكاران 

DGGE16 ژن يابي ي و توالS rRNAيياياكتر تنوع ب 

 را يزاباد كشور مصر به نام ي سنتيري تخمريموجود در ش

 ييآن ها نشان دادند كه درصد بالا.  كننديي و شناسايجداساز

 ي هاي شده به خانواده باكتريي شناسايياي باكترياز گونه ها

 تعلق داشت و عبارت بودند از كيدلاكتي اسدكنندهيتول

usStreptococc  (لوسيترموف استرپتوكوكوس

thermophilus(، هيگارو لاكتوكوكوس)  Lactococcus

garvieae( ،سينولاكتيراف .ل)  Lactococcus

raffinolactis( ،سيلاكت .ل) lactis. L( ،لوكونوستوك 

 لوسيلاكتوباسو ) citreum Leuconostoc (تروميس

Lactobacillus  (كوسيبولگار يئدلبروكه

usbulgaric .subsp delbrueckii ( يججون .لو 

)johnsonii Lactobacillus (]13[ .و همكاران دايوچي 

-RAPD ي ملكوليي از روش شناسايريبا بهره گ) 2009(

PCRي نمونه هايياي باكتريكروبي فلورميي در شناساي سع 
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 ني كاسپياي كشور ژاپن معرف به ماست دري سنتيري تخمريش

ن دهند كه در  روش نشاني توانستند با اني محققنيا. داشتند

 سيلاكت لوسيلاكتوباس ي هاي باكتريري تخمري شينمونه ها

)lactis Lactobacillus( ،يساك. ل) sakei .L(، ل. 

 .ل، )L. casei (يكازئ .ل، )L. plantarum (پلانتاروم

 سيديمزنتروئ لوكونوستوك، )L. kefiri (يريكف

)mesenteroides Leuconostoc ( ياست استوباكترو 

)aceti bacterAceto ( و كويبان. ]14[حضور داشتند 

 كردند با استفاده از روش يدر مطالعه سع) 2009 (لتووايو

 ي آلوده كننده ماست و راه هاي هازسازوارهي رPCR يملكول

 نشان دادند ني محققنيا.  كننديي آن ها را شناسايورود احتمال

 آلوده كننده ماست عبارت بودند از ي هازسازوارهيكه ر

 سي فرمچنهيل. بو ) Bacillus cereus (سرئوس لوسياسب

)Bacillus licheniformis .(نشان دادند كه نيآن ها همچن 

 آلوده ي ماست از منابع اصلدي در تولي مصرفزهي پاستورريش

 يريبا بهره گ) 2012( و همكاران ينيحس. ]15[ باشد يكننده م

 16S ژن يابي ي و توالPCR-DGGE ياز روش ملكول

rDNAرا يراني اري آلوده كننده كفي هاي كردند باكتري سع 

آن ها نشان دادند كه انواع .  كننديي و شناسايجداساز

 .ب، )Bacillus cereus (سرئوس. ب شامل لوسيباس

 .B (سينسينجيتور .بو ) B. subtilis (سيليسوبت

thuringiensis (ي ميراني اري آلوده كننده كفي هايباكتر 

  .]16[باشند 

 ي هازسازوارهي ريي در شناساي تاكنون مطالعه انكهي به اتوجهبا

 صورت نگرفته است، در راني اي صنعتيآلوده كننده دوغ ها

 يري از واكنش زنجيري شد تا با بهره گيپژوهش حاضر سع

 ني ايي شناساي برايابي ي و توالري تكث،16S rRNA مرازيپل

 . شوندييشناسا راني اي دوغ صنعتي ها در نمونه هازسازوارهير

 

   مواد و روش ها- 2

   نمونه هاي جمع آور-2-1

قابل دسترس  (ي نام تجار17 از يراني اي نمونه دوغ صنعت51

 انتخاب و جمع ي بطور تصادفدي هفته اول توليتمام) در تهران

  به محل انجام خي ينمونه ها توسط جعبه حاو.  شدنديآور

 معروف ي تجاري ها نمونه ها از  نامنيا.  منتقل شدندشيآزما

 و ي كشور جمع آوري و غربي شرق،ي مركز،يمناطق شمال

نمونه ها در .  انجام شددي در هفته اول توليرينمونه گ

 درجه 4±1 خچالي در شاتي تا قبل از شروع آزماشگاهيآزما

  . ]16[ شدند ي نگهداروسيسلس

  ييايميوشي و بي مقدماتيي شناسا-2-2

ml 1ي امكان رشد باكترجاديه منظور ا دوغ بي از هر نام تجار 

 موجود در نمونه ي هازسازوارهي رگري و دكي لاكتدي اسيها

 شي شكل و آزماري نظيكروسكوپي مي هاي دوغ و بررسيها

 درجه 45 و 30 (عي ماMRS ي هاطي محدر بيترتگرم به 

مرك، ) (كيليكروآئروفي مطي در شراh 48 به مدت وسيسلس

 h به مدت وسي درجه سلس30 يدر دما (عي ماBHو ) آلمان

. شدند) راني از،يژال تجه (يانكوباتور گذار) مرك، آلمان) (72

 از ml 1/0 در ادامه ،يكروسكوپيپس از انجام مشاهدات م

 درجه 45 و 30( آگار MRS ي هاطي به محعي ماي هاطيمح

 ي رشد باكتريبرا) مرك، آلمان) (h 72 به مدت وسيسلس

 وسي درجه سلس30(  آگار NA  ك،يدلاكتي اسدكنندهي توليها

 گرم ي هالوسي رشد باسيبرا) مرك، آلمان) (h 72به مدت 

مرك، ) (h 72 به مدت وسي درجه سلسMYP) 37 ،يمنف

 درجه 25 (YGC گرم مثبت و ي هالي رشد باسيبرا) آلمان

 رشد مخمرها يبرا) مرك، آلمان) ( روز5 به مدت وسيسلس

 حي تلقي ملكولييو شناسا ييايميوشي بي بعدي هاي بررسيبرا

  . ]17[ شدند يو انكوباتورگذار

 بار 5 ي ال4 كي لاكتدي اسي هاي كشت باكتري هاطيمح

 ي از خلوص آنها بررسناني شدند و پس از اطميخالص ساز

 ي باكتريي شناسايبرا.  آنها انجام گرفتي بر روي بعديها

 ي هاي شامل بررسيپي فنوتي روش ها،يكي لاكتيها

 با توجه به فراهم بودن ييايميوشي بي و آزمون هاكيمورفولوژ

 خالص ي هاي كلنهي كه كلبي ترتنيبد. امكانات انجام گرفت

 گرم و تست كاتالاز را پشت سر گذاشته و يزيشده رنگ ام

سپس .  جدا شدندي خالص گرم مثبت و كاتالاز منفي هايكلن

 طي خالص به محي لوپ از هر كلنكي شتري بييجهت شناسا

MRS 45 و 10 ي در دو دماي رشد كلنتي و قابلحي تلقعيما 

 طي، رشد در مح4/4 و pH 6/9 رشد در وس،يدرجه سلس

 از دكربني اكسي گاز ددي درصد نمك و تول4 و 5/6 يحاو

 رشد داده ي هاي كلنيبر رو.  قرار گرفتيگلوكز مورد بررس
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 گرم، يزي پس از انجام رنگ آمMYP كشت طيشده بر مح

 موني ستول،ي مانترات،ي نياي شامل احييايميوشي بيتست ها

 نشاسته و ن،ي بتا، ژلاتزي ووژس پرسكوئز، همولترات،يس

انجام گرفتند ) كاي آمرچ،ي آلدرگمايس (كيوتي بي آنتسكيد

]17[.  

 يياي باكتري شده هاي جداسازيي شناسا-2-3

 Polymerase Chainبا استفاده از روش 

Reaction (PCR)   
  DNA  استخراج-2-3-1

Mm 5كشت در طي از مح BHو عي ما MRSكه در عيما 

 ي انكوباتورگذارh 12 به مدت وسي درجه سلس37 و 30 يدما

 يسلول ها. شد) ژربر، آلمان (وژيفي سانترg 5000شده بود، در 

 TE) 8 pH) (mM 10 بافر µL 500 شده مجدد در نيته نش

 ، معلق و سپس با افزودن)EDTA از Tris-HCl، mM 1از 

µL 50 10 از٪ SDS و µL 10نازي از محلول پروتئ K 

)mg/ml 10 (درجه 55 يسپس مخلوط در دما.  شدزيل 

 µL 100سپس، .  شدي انكوبارگذارh 1 مدت ي براوسيسلس

 اضافه شد و مخلوط مجدد در CTAB/NaClاز محلول 

.  شدي انكوبارگذارقهي دق10 ي براوسي درجه سلس65 يدما

- حجم از الكل فنلكي استخراج با قي از طريي زدانيپروتئ

 با استفاده از يفاز آب. انجام شد) 25:24:1 (ليزوآميا-كلروفرم

 ت،يدر نها. دوبار استخراج شد) 24:1 (ليزوآميا-الكل كلروفرم

DNA مي حجم از استات سد1/0 با افزودن M 3و ي به فاز آب 

 با DNA.  سرد رسوب داده شدلي متي دنولي حجم از كربكي

 قهي دق10 ي براg 10000 كردن محلول در وژيفيرسانت

 گمايس(٪70 و سپس با اتانول ي و جمع آوريجداساز

 لي از آب استرµL 20شستشو و سپس در ) كايآمرچ،يآلدر

  .]18[)  حل شدريدوبار تقط

 استخراج شده با استفاده از DNA ريتكث  -2-3-2

PCR   
                 PCR روش قي از طر16S rRNA ي هايتوال

                                                F 27 ي عموميمرهايبا استفاده از پرا

)5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ( و

1495 R) 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-

 يبي تقرbp 1500 ها يتوال.  شدندريتكث) راني ژن، انايس) (’3

 در ديكلئوت نو27 دها،ي مرتبط با تعدا نوكلئوتمرهاي پراانيم

 ياكلي اشرش16S rRNA ي، براساس توال1495-1515فاصله 

 Tag مرازي از پلµL 3/0 با PCR از مخلوط µL 25. بودند

)U/µL 5ژاپنو،ي، تاكارا، توك ( ،µL 5/2 بافر  × 10 ازPCR 

 از mM 5/2( ،µL 2 (dNTP از µL 2، )+Mg2بدون (

MgCl2) mM 25( ،µL 3/0شروي پمري پرا) pM 50( ،µL 

 ng/µL ( DNAتي تمپلµL 1، )pM 50( عكس مري پرا3/0

مخلوط ) كايآمرچ،ي آلدرگمايس (ddH2O از µL 6/16و ) 100

 5 ي براوسي درجه سلس94:  واكنش عبارت بود ازطيشرا. شد

 وسي درجه سلس58 قه،ي دق1 ي براوسي درجه سلس94 قه،يدق

  دوره و31 قه،ي دق2 ي براوسي درجه سلس72 قه،ي دق1 يبرا

 وسي درجه سلس4 قه،ي دق10 ي براوسي درجه سلس72سپس 

محصولات واكنش با استفاده از الكتروفورز بر . قهي دق30 يبرا

كنترل و با استفاده از رنگ ) مرك، آلمان (٪1 ژل آگاروز يرو

. مشاهده شدند) راني ژن، انايس) (GelRed( با ژل رد يزيآم

 انجام گرفت راني اكي ژنتري مركز ذخاي با همكاريابي يتوال

]19[.  

  يابي ي توال-2-3-3

 PCR ي خالص سازتي با استفاده از كPCR محصولات

)Qiagen, Netherlands (تيطبق دستورالعمل سازنده ك 

 از µl 100 به PB از بافر µl 500ابتدا .  شدنديخالص ساز

 نيسپس ستون اسپ.  اضافه و مخلوط شدPCRنمونه 

QIAquick ي لوله جمع آوركي در ml 2قرار داده شد  .

 شد و QIAquick نمونه وارد ستون ،DNA اتصال يبرا

 معلق شده در سطح عيما.  شدوژيفي سانترهي ثان30-60 يبرا

.  مجددا به همان لوله منتقل شدQIAquickخارج و ستون 

 ي براQIAquick به ستون PE از بافر ml 75/0سپس 

 عيما.  شدوژيفير سانتهي ثان30-60 يشستشو افزوده و مجددا برا

 به همان لوله QIAquick خارج و مجددا ستون ييرو

.  شدوژيفي با حداكثر سرعت سانترقهي دق1 يبازگردانده و برا

 ml 5/1 وژيفي لوله سانتركي در QIAquickسپس ستون 

 از EB) mM 10 از بافر µl 50در ادامه .  منتقل شدزيتم

Tris-Cl، 5/8 pH ( به مركز غشاءQIAquickزوده و  اف

 شود قي رقDNA شد تا وژيفي سانترقهي دق1 يستون برا

  .]20[)  هلنداژن،يك(
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 با استفاده Macrogen توسط مي بطور مستقDNA ي نوارها

 كي اتوماتMegaBACETM 1000 يابي ي توالستمياز س

 ). Amersham Bioscience, USA( شدند يابي يتوال

 chromaspro 1.7.5نرم افزار 

)http://technelysium.com.au/page_id=27/ (يبرا 

 ي شده هاي جداسازي هاي ها با تواليمرتب كردن توال

 تي سا همسان موجود دري هاي و تواليشيآزما

EzBioCloud ها در ي تواليجستجو.  شداستفاده 

EzBioCloud گرفت صورت 

)http://www.ezbiocloud.net (]21[.  

 ي مخمري شده هاي جداسازيي شناسا-2-4

   PCRبا استفاده از 

  DNA استخراج -2-4-1

 كشت داده شده ي مخمري از سلول هاكيدنوكئي اسيجداساز

 گرم اكستركت 3 (عي ماستيي كشت عصاره مالت طيدر مح

 گرم گلوكز در 10 پپتون و گرم گرم اكستركت مالت، 3مخمر، 

 آب مقطر معلق µL 20سلول ها در . انجام شد)  آب مقطرتريل

 قهي دق10 ي شدند كه در ادامه برازي لپتيو با استفاده از نوك پ

 DNAاستخراج .  جوشانده شدندوسي درجه سلس96 يدر دما

انجام ) 2007 (ني لابوشنگن و آلبرتيشنهادي طبق روش پيژنوم

 كشت اكستركت ي هاطي محي بر روي مخمرياگونه ه. شد

-Dبعلاوه ) تري گرم در ل20(، پپتون )تري گرم در ل10 (ستيي

 ml 16 درب دار شي آزمايدر لوله ها) تري گرم در ل20(گلوكز 

 همراه با تكان خوردن h 48 ي براوسي درجه سلس30 يدر دما

 g در وژيفيسلول ها با استفاده از سانتر. كشت داده شدند

 از بافر µL 500 و با افزودن ي كشت جداسازطي از مح20000

 از Tris-HCl، 8 pH، mM 50 از DNA) mM 100 زيل

EDTA، 8 pH، نيا.  شدندزي لي اشهي شي هايو گو) ٪1 و 

 گذاشته خي در قهي دق5 يمحلول به شدت هم زده شد و برا

به محلول اضافه ، و ) ،µL 275 ،M 7 (ومياستات آمون. شد

 قهي دق5 ي براوسي درجه سلس65 يل در دماسپس محلو

بعد .  سرد شدخي در قهي دق5 ي و سپس برايانكوباتورگذار

 در قهي دق2 ي براg 20000كلروفرم اضافه شد و مخلوط در 

 كيمواد شناور به .  شدوژيفي سانتروسي درجه سلس4 يدما

 زوپروپانولي با افزودن اDNA انتقال داده شدند و ديلوله جد

 g در وسي درجه سلس4 ي در دماقهي دق5 يده و برارسوب دا

) v/v (٪70رسوب جداشده با اتانول .  شدوژيفي سانتر20000

-mM 10 Tris( مجدد حل شد µL 100 TEشستشو و در 

HCl و mM 1 EDTA، 8 pH) (كاي آمرچ،ي آلدرگمايس(

]22[.  

  PCR استخراج شده با استفاده از DNA ري تكث-2-4-2

 26S rDNA محدوده ي براPCR مرازي پليارهي زنجواكنش

D1/D2ي قارچيمرهاي با استفاده از پرا NL-1) 5’-

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ (

-NL-4) 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGGو 

 PCRبه منظور انجام واكنش . انجام شد) راني ژن، انايس) (’3

 ng 10 DNA، Mm 5/2 ي حاوµL 50 محلول كي

MgCl2، Mm 25/0فسفات ي تردي نوكلئوتي دئوكس 

)dNTP( ،µM 1/0و مري از هر پرا U 5/0 Taq 

polymeraseتوسط ريتكث.  آماده شد GenAmp PCR 

 جفت يدما:  انجام شدري زطي دوره با شرا35در ) 2400مدل (

 وسي درجه سلس72 گسترش ي دماوس،ي درجه سلس52شدن 

 1 ي براوسي درجه سلس74 وني دناتوراسي و دماقهي دق2 يبرا

 TAE در بافر ٪5/1 بر آگاروز PCRمحصولات . ]23[ قهيدق

1X) M 04/0 Tris-acetate، M 001/0 EDTA) 8 

pH ((با ژل رد انجام شد يزيو رنگ ام )چ،ي آلدرگمايس 

  .]24[)كايآمر

  يابي ي توال-2-4-3

 PCR ي خالص سازتي با استفاده از كPCR محصولات

)Qiagen, Netherlands (تيل سازنده كطبق دستورالعم 

 از µl 100 به PB از بافر µl 500ابتدا .  شدنديخالص ساز

 نيسپس ستون اسپ.  اضافه و مخلوط شدPCRنمونه 

QIAquick ي لوله جمع آوركي در ml 2قرار داده شد  .

 شد و QIAquick نمونه وارد ستون ،DNA اتصال يبرا

 معلق شده در سطح عيما.  شدوژيفي سانترهي ثان30-60 يبرا

.  مجددا به همان لوله منتقل شدQIAquickخارج و ستون 

 ي براQIAquick به ستون PE از بافر ml 75/0سپس 
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 عيما.  شدوژيفي سانترهي ثان30-60 يشستشو افزوده و مجددا برا

 به همان لوله QIAquick خارج و مجددا ستون ييرو

.  شدوژيفي با حداكثر سرعت سانترقهي دق1 يبازگردانده و برا

 ml 5/1 وژيفي لوله سانتركي در QIAquickس ستون سپ

 از EB) mM 10 از بافر µl 50در ادامه .  منتقل شدزيتم

Tris-Cl، 5/8 pH ( به مركز غشاءQIAquick) اژن،يك 

 DNA شد تا وژيفي سانترقهي دق1 يافزوده و ستون برا) هلند

  .]20[ شودقيرق

اده  با استفMacrogen توسط مي بطور مستقDNA ينوارها

 كي اتوماتMegaBACETM 1000 يابي ي توالستمياز س

نرم ). Amersham Bioscience, USA( شدند يابي يتوال

 chromaspro 1.7.5افزار 

)http://technelysium.com.au/?page_id=27/ (يبرا 

 ي شده هاياز جداسي هاي ها با تواليمرتب كردن توال

 استفاده CBS تي همسان موجود در ساي هاي و تواليشيآزما

 صورت گرفت CBS ها در ي تواليجستجو. شد

)www.cbs.knaw.nl (]25[.  

  ي آمارهي روش تجز-2-5

 ي طرح كاملاً تصادفقي تحقني مورد استفاده در اي آمارطرح

 دار ي اختلاف معنسهي مقاي براكطرفهي نساي وارزيآنال. بود

 نمونه pH سهي مقايروش دانكن برا. مورد استفاده قرار گرفت

 مورد ينرم افزار آمار.  استفاده شد٪5 در سطح  دوغيها

  .]26[ بود SPSS 16.0.0استفاده 

   و بحثجي نتا- 3

3-1- pHدوغي نمونه ها   

 يه ها نمونpH آورده شده است، 1 كه در جدول همانطور

.  قرار دارد475/3-04/4 شده در محدوده يدوغ جمع آور

 ٪5 در سطح گريكدي نمونه ها با pH نشان داد كه ي آمارزيآنال

 به بي با ترتpH زاني منيو بالاتر.  دار داشتندياختلاف معن

  ).1جدول ( تعلق داشت 5 و 2 ينمونه ها

  نمونه هاي دوغ جمع آوري شده pH 1جدول 

 شماره نمونه  2 5 1 4  14  15

c 011/0 ± 650/3 c 009/0 ± 655/3 c 01/0 ±651/3  c 012/0 ± 645/3  b 011/0 ± 826/3  a 013/0 ± 04/4  pH 

 . درصد با يكديگر اختلاف معني دار دارند5حروف غير يكسان در رديف، در سطح 

  

  

  1ادامه جدول 

 شماره نمونه  13 7 10 11 6

f 01/0 ±651/3  fe 01/0 ±651/3  fe 012/0 ± 645/3  e 011/0 ± 826/3  ed 013/0 ± 04/4  pH 

 . درصد با يكديگر اختلاف معني دار دارند5حروف غير يكسان در رديف، در سطح 

  

    

        1ادامه جدول       

 شماره نمونه  3 8 9 12 16 17

d 009/0 ±544/3  d 01/0 ± 547/3  d 008/0 ± 548/3  d 014/0 ± 550/4  d 012/0 ±551/3  d 013/0 ± 554/3  pH 

 . درصد با يكديگر اختلاف معني دار دارند5حروف غير يكسان در رديف، در سطح 
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  ي باكتر-3-2

   هالوسي لاكتوباس-3-2-1

 ياتي خصوصهي شده ها برپاي جداسازييايميوشي بيزهايآنال

 رشد در تي از گلوكز، قابلدكربني اكسي ددي تولتي قابلرينظ

 رشد در غلظت تي قابلوس،ي درجه سلس45  و10 يدماها

 pH 6/9 و 4/4 رشد در تي درصد و قابل5/6 و 4نمك 

.  آورده شده است2 آن در جدول جيكه نتا. صورت گرفت

) 2008( شده توسط كنت تودار هي با جدول ارا2 جدول سهيمقا

                  در لوسيلاكتوباس حضور انواع انگري ب]27[

.ت اسراني ايعت دوغ صنينمونه ها

  شناسايي بيوشيميايي باكتري هاي اسيد لاكتيك 2جدول 

رشد در دماي 

)C°( 

رشد در محلول 

 نمكي
 pHرشد در 

نزديك ترين ريزسازواره 

 شكل شماره نمونه شناسايي شده
رنگ 

 آميزي گرم

 CO2توليد

 از گلوكز
10 45 4٪ 5/6٪ 4/4 6/9  

2 ،3 ،4 ،7 ،9 ،

 16 و 13، 10
 لاكتوباسيلوس + + - + + - - + ميله اي

 و 13، 12، 7، 1

14 
 لاكتوباسيلوس + - + + - + - + ميله اي

 لاكتوباسيلوس + - - + + - - + ميله اي 15 و 11، 8، 1

 لاكتوباسيلوس + + - + + + - + ميله اي 17 و 14، 12، 6

4 ،5 ،6 ،8 ،9 ،

 17 و 15، 11، 10
 لاكتوباسيلوس + + + + + + - + ميله اي

 لاكتوباسيلوس + + + + - + - + ميله اي 3 و 2

 لاكتوباسيلوس + + - + + - - + ميله اي 17 و 9، 5، 4

  

 مشكوك به ي نمونه هاDNA استخراج و ي از جداسازپس

 حاصل ي هاي وارد ساختن توالبا و لوسيلاكتوباس ي هايباكتر

 ي گونه هاEzBioCloud تي شده در ساي هر جداسازيبرا

 يي دوغ شناساي از نمونه هاكي موجود در هر لوسيلاكتوباس

 ،يپاراكازئ .ل ،فرمنتوم .ل: كه عبارت بودند از) 3جدول (شد 

 مشاهده 3همانطور كه در جدول . ناروميگال .ل و سيبرو .ل

 به AJ575812 ي به شماره دسترسفرمنتوم .ل شود، يم

 10، 9، 7، 4، 3، 2 ي ها در نمونه٪100 با درصد تشابه بيترت

و 15 و 11، 8، 1 ي در نمونه ها٪73/99، با درصد تشابه 13و 

 و 16، 14، 12، 6 دوغ ي در نمونه ها٪72/99با درصد تشابه 

 ي به شماره دسترسيپاراكازئ .ل.  شديي شناسا17

ACGY01000162در ٪93/99 با درصد تشابه بي به ترت 

    در ٪100رصد تشابه  و با د14 و 13، 12، 7، 1 ينمونه ها

  

در نمونه .  شديي شناسا17 و 15، 11، 10، 9، 8، 6 ينمونه ها

 و به ٪100 با درصد تشابه سيبرو .ل 17 و 9، 5، 4 يها

   2 ي در نمونه هاناروميگال .ل و CP000416 يشماره دسترس

 و با درصد تشابه AJ417737 ي به شماره دسترس3و 

         شود،ي مشاهده مهمانطور كه.  شدنديي شناسا52/99٪

 ي مقدماتيي شده ها شناساي جداسازيابيي توالي هاافتهي

 لي ها و تشكلوسي بر حضور لاكتوباسي مبنييايميوشيب

 ديي را تاراني اي دوغ صنعتي غالب در نمونه هايكروبيفلورم

  . كننديم

باكتري هاي توليدكننده اسيدلاكتيك بطور گسترده در صنايع 

با ) 2002(اوگير و همكاران . اده قرار مي گيرندلبني مورد استف

 نشان دادند كه باكتري هاي TTGEاستفاده از روش 

توليدكننده اسيدلاكتيك فلورميكروبي غالب در انواع 

  .]28[محصولات لبني مورد آزمون را تشكيل مي دادند 
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  16S rRNA توالي ژن  اسيدلاكتيك جداسازي شده از نمونه ها براساس شناسايي باكتري هاي 3جدول 

  

 ـبـا بهـره گ    ) 2008( و همكاران    يالبرادع -PCR از روش    يري

DGGE ــورم ــه فل ــد ك ــزارش دادن ــب در شــيكروبي گ  ري غال

 دكننـده ي تولي هـا ي بـاكتر  به انواعي به نام زاباد   ي سنت يريتخم

 در مطالعـه صـورت      ني و همچن  ]13[ تعلق داشت    كيدلاكتياس

بـا اسـتفاده از روش      ) 2009( و همكـاران     ايگرفته توسط گارس  

RT-PCR ي غالب در نمونه هـا يكروبي نشان دادند كه فلور م 

. ]29[ بودند   كيدلاكتي اس دكنندهي تول ي ها ي باكتر يري تخم ريش

 غالـب   يكروبين داده شـد كـه فلـورم        نشا زيدر مطالعه حاضر ن   

 براساس خواص راني اي دوغ صنعتي شده در نمونه هاييشناسا

و ) 2جـدول   ( تعلـق داشـت      يكي لاكت ي به گونه ها   ييايميوشيب

   ي جداسازيكي لاكتي گونه هاPCR محصولات يابي يتوال

ــاس   ــا براس ــه ه ــده از نمون ــه  16S rRNAش ــشان داد ك  ن

 لوسيلاكتوباس ـانـواع   : نـد از   عبارت بود  يكي لاكت يكروبيفلورم

. ل،  ) نمونـه  16 (فرمنتـوم  .ل ،) نمونـه  14 (يپاراكـازئ  .لشامل  

از ). 3جـدول   ) ( نمونـه  2 (نـاروم يگال .لو  )  نمونـه  4 (سيبرو

 موضـوع  ني ـ خود به اقاتيدر تحق ) 2003 (يدي كه كار  ييآنجا

 ـ ب نيي پـا  pH هـا در     لوسياشاره كرد كه رشد لاكتوباس      از  شتري

  .]30[ است يكيكت لاي جنس هاريسا

 قي ـتحق در شـده  ييشناسا كيدلاكتياس دكنندهيتول يها يباكتر

  كيدلاكتياس ـ يهـا  يبـاكتر  از يراستارتريغ انواع جزو حاضر،

 ـا ،يكل ـ بطـور . ]31[ باشند يم  مقاومـت  فاقـد  هـا  يبـاكتر  ني

 يم ـ ونيزاس ـيپاستور ري ـنظ يحرارت يمارهايت برابر در يحرارت

 ـا نيبنابرا. باشند  نـد يفرآ اعمـال  از بعـد  اساسـا  هـا  يبـاكتر  ني

 آب، ،يفرآور زاتيتجه كارخانه، طيمح رينظ يمنابع از يحرارت

 بر يحرارت نديفرآ ييكارا عدم بواسطه زه؛يپاستور ريش اي و هوا

 ـا كامـل  كردن رفعاليغ در خام ريش يرو  وارد هـا،  يبـاكتر  ني

 از يك ـي شـد  انيب كه همانطور. ]32[ شوند يم يينها محصول

 محـصولات  يفـرآور  زاتيتجه سطوح كننده آلوده ياصل منابع

 بـا  يك ـيلاكت يراسـتارتر يغ يها يباكتر قت،يدرحق. است يلبن

 ،يحرارت ـ يمارهايت (سطوح يبررو مقاوم يها لميوفيب ليتشك

) زاتيتجه كننده يضدعفون يها محلول ،يكروبيضدم باتيترك

  .]33[ رسانند يم يينها محصول به خود

 و تحمـل نمـك      ]17[ ٪4 تا غلظت نمـك      ناروميگال .ل تحمل

 حاضـر تـا     قي ـ شده در تحق   يي شناسا لوسيلاكتوباس انواع   ريسا

 ـ براساس آزما  ،٪5/6غلظت نمك     صـورت   ييايميوش ـي ب شاتي

 هـا در    زسـازواره ي ر ني ـ رشد ا  تي قابل انگري، ب )2جدول  (گرفته  

 با درنظر گرفتن محـدوده غلظـت   راني ا ي دوغ صنعت  ينمونه ها 

 يك ـي لاكت يحـضور گونـه هـا     . اسـت ) ٪6/0-1(نمك آن هـا     

 ـ پ قي تحق ني شده در ا   ييشناسا  در  ني محقق ـ ري توسـط سـا    شتري

.  گزارش شده اسـت    ي محصولات لبن  يري تخم ي نمونه ها  گريد

 را بـا اسـتفاده از   نتـوم فرم .ل توانستند) 2010(چن و همكاران    

 ري ش ـي در نمونه هـا 16S rRNA يابي ي و توالPCRروش 

. ]19[ كننـد    يي و شناسـا   ي جداسـاز   تبت هي ناح ي سنت يريتخم

ــارا و همكــاران  ــوم .ل و يپاراكــازئ .ل) 2004(مات  را در فرمنت

 به نـام كولـه نـائوتو        اي كشور كن  ي سنت يري تخم ري ش ينمونه ها 

 .ل  حـضور ) 1994( و همكاران    سونويا. ]34[ كردند   ييشناسا

 شده در شمال كشور     دي تول يري تخم ري ش ي در نمونه ها   سيبرو

  .]35[را گزارش دادند  ايتانزان

   گرم مثبت اسپورداري هالوسي باس-3-2-2

ــ برپاييايميوشــي بيزهــايآنال  يايــ همچــون احياتي خــصوصهي

 ووژس  ن،ي نشاسته، ذوب ژلات   زي همول ترات،ي س موني س ترات،ين

 ـ بتا و د   زي همول تول،يپرسكوئر، مصرف مان    كي ـوتي ب ي آنت ـ سكي

ه اسـت،    آورده شـد   4همانطور كـه در جـدول       . صورت گرفت 

 ي نمونه از نمونـه هـا      7 گرم مثبت اسپوردار در      ي ها لوسيباس

 حاصـل بـا جـدول       جي نتـا  سهيمقا.  شدند يي شناسا يدوغ صنعت 

 نـشان داد كـه در       ]36[) 1976 (ني شده توسط مـك فـاد      هيارا

  شماره دسترسي  گونه شناسايي شده  درصد تشابه  اندازه توالي  شماره نمونه

  CECT 562 AJ575812فرمنتوم . ل  100   نوكلئوتيد939  16 و 13، 10، 9، 7، 4، 3، 2
 ATCC 25302  ACGY01000162پاراكازئي زيرگونه پاراكازئي . ل  93/99   نوكلئوتيد1472  14 و 13، 12، 7، 1

 CECT 562  AJ575812فرمنتوم . ل  73/99   نوكلئوتيد1494  15 و 11، 8، 1

  CECT 562  AJ575812فرمنتوم . ل  72/99   نوكلئوتيد1423  17 و 14، 12، 6
 ATCC 25302  ACGY01000162پاراكازئي زيرگونه پاراكازئي . ل  100   نوكلئوتيد1446  17 و 15، 11، 10، 9، 8، 6، 5، 4

 ATCC 367  CP000416برويس . ل  100  لئوتيد نوك1442  3 و 2

 ATCC 39199  AJ417737گاليناروم زيرگونه پاراكازئي . ل  52/99   نوكلئوتيد1466  17 و 9، 5، 4
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 ي بـودن آزمـون هـا      ي با توجـه بـه منف ـ      14 و   5،  1 ينمونه ها 

 آزمـون   ري و ووژس پرسكوئر و مثبت بودن سا       تراتي س مونيس

 Bacillus (ركولانسيس ـ لوسيباس ـ ي احتمـال لوسيهـا باس ـ 

circulans (بـودن آزمـون     ي منف ـ 4 و   2 يدر نمونه ها  . است 

 سكي و دتولي نشاسته، مصرف مانزي همولترات،ي سموني سيها

 لوسيباس ـ تـست هـا وجـود        ري و مثبت بودن سـا     كيوتي ب يآنت

 بـا  12 و 9 ي و در نمونه هاافتيقوت ) B. firmus (فرموس

               زي و همــولني ذوب ژلاتــي آزمــون هــا نكــهيتوجــه بــه ا 

                         توانــدي مــورد آزمــون مــزســازوارهي باشــند ريبتــا مثبــت مــ

ــ ــفر لوسيباســ ــد) B. sphaericus (كوسياســ .باشــ

  شناسايي بيوشيميايي باسيلوس هاي گرم مثبت اسپوردار 4جدول 

شماره 

 نمونه

رنگ آميزي 

 گرم

احياي 

 نيترات

سيمون 

 سيترات

هيدروليز 

 نشاسته

ذوب 

 ژلاتين

ووژس 

 پرسكوئر

مصرف 

 مانيتول
 هموليز بتا

ديسك آنتي 

 بيوتيك

نزديك ترين ريزسازواره 

 شناسايي شده

 باسيلوس سيركولانس + + + - + + - + + 14 و 5، 1

 اسفريكوس باسيلوس - + - + + - - + + 4 و 2

 فرموس باسيلوس - + - - + - - - + 12 و 9

  

 مشكوك كه توسط روش ي باكتري از استخراج گونه هاپس

 وارد جهي شدند و درنتيي شناسالوسي انواع باسييايميوشي بيها

 EzBioCloud تي بدست آمده در ساي هايساختن توال

همانطور ). 5جدول ( شد يي شناساي متفاوتلوسي باسيگونه ها

 ييلاف شناسا آورده شده است، برخزي ن5كه در جدول 

 .ب 14 و 5، 1 ي شده در نمونه هايي گونه شناساييايميوشيب

 ي و به شماره دسترس٪91/99 با درصد تشابه سيليسوبت

EU138467يزهاي شد براساس آنالي تصور مشتري است كه پ 

 2 يدر نمونه ها. باشد) 4جدول  (ركولانسيس .ب ييايميوشيب

 شد هي اراييايميوشي بيي برخلاف آنچكه در شناسازي ن4و 

 اسپوردار گرم مثبت مورد نظر براساس لوسيباس) 4جدول (

 با درصد تشابه PCR محصولات يابي ي حاصل از تواليتوال

.  بودAB190217 ي به شماره دسترسسيآنتراس .ب 100٪

 ي جداسازي هاي حاصل از وارد ساختن توالجي نتانيهمچن

، 12 و 9 ي در نمونه هافرموس .ب مشكوك به يشده ها

 فوق نشان تي، در سا)4جدول  (ييايميوشي بيزهايبراساس آنال

 و به ٪86/99 شده مذكور با درصد تشابه يداد كه جداساز

 ني كه بدبود سي فرمنهيچيل .ب AE017333 يشماره دسترس

 نكرد ديي را تاييايميوشي بيزهاي حاصل از آنالجيشكل نتا

  ).4جدول (

 گرم مثبت ي هالوسيباس وجود انواع ييايميوشي بي هايبررس

جدول ( كرد ديي را تاراني اي دوغ صنعتياسپوردار در نمونه ها

 7( نمونه ها ٪41 نشان دادند كه ييايميوشي بيآزمون ها). 4

 براساس يابي يتوال.  ها بودندزسازوارهي رنيآلوده به ا) نمونه

16S rRNA سيليسوبت .ب شامل لوسي گونه باس3 حضور 

 2 (سيآنتراس .بو )  نمونه2( سي فرمنهيچيل. ب، ) نمونه3(

 شتريپ). 5جدول ( دوغ نشان داد يرا در نمونه ها) نمونه

. ب( گرم مثبت اسپوردار لوسي به باسيحضور انواع آلودگ

 در نمونه ٪28تا )) B. cereus( سرئوس. بو  سيليسوبت

براساس ) 2012( و همكاران يني توسط حسيراني اري كفيها

 و كوي و بان]16S rRNA ]16 يابي ي و توالDGGEروش 

 در نمونه را سي فرمنهيچيل. بكه توانستند ) 2009 (لتلووايو

.  گزارش شده بود،]15[ كنند يي و شناساي ماست جداسازيها

 گرم لوسي باسي رشد گونه هاتي قابلانگري گزارشات بنيا

 دوغ ي نمونه هاpH همانند نيي پاي هاpHمثبت اسپوردار در 

  .  باشنديم) 1جدول (مطالعه حاضر 

 دهيگرماد ريش اسپوردار مثبت گرم يها لوسيباس منابع از يكي

 .ب (قي تحقني شده در ايي شناساي هالوسي باس.است

 ياز انواع باكتر) سيآنتراس .ب و سي فرمنهيچيل. ب ،سيليسوبت

 يم) sporothermotolerant( اسپوروترموتالرنت يها

 به حداقل رساندن ايذف و  حي برايدر كارخانجات لبن. باشند

 وژيفي خام از دستگاه باكترري موجود در شيتعداد اسپورها

 ؛ اسپورها را خارج سازد٪95-99 تواند ي كنند كه مياستفاده م

 به مقاوم ساختار به توجه با مانده يباق ياسپورها وجود، نيا با

 تشانيقابل. ]37[ شوند دهيگرماد ريش وارد توانند يم حرارتشان

 يمارهاي مقاوم به حرارت را در برابر تي اندوسپورهاليشكدر ت

 15 ي براوسي درجه سلس72 (ونيزاسي پاستورري نظيحرارت

 15-20 ي براوسي درجه سلس115-120 (ونيزاسيلياستر،)هيثان

 وسي درجه سلس135-142( فرادما ي حرارتماريو ت) قهيدق

 نيه و بد آن ها فراهم كرديامكان بقا را برا) هي ثان4-5 يبرا

  .]38[ شوند ي ميي و محصول نهادهي حرارت دريشكل وارد ش
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  16S rRNA جداسازي شده از نمونه ها براساس توالي ژن گرم مثبت اسپوردارشناسايي باسيلوس هاي  5جدول 

 شماره دسترسي گونه شناسايي شده درصد تشابه اندازه توالي شماره نمونه

 ٪91/99  نوكلئوتيد1433 14 و 5، 1
 BGSC زيرگونه ايناكواسوريوم سوبتيليس باسيلوس

3A28  
EU138467 

 ATCC 14578 AB190217 آنتراسيس باسيلوس ٪100 نوكلئوتيد1497 4 و 2

 ATCC 14580 AE017333باسيلوس ليچينه فرميس   ٪86/99  نوكلئوتيد1430 12 و 9

  

 كه شود يم باعث اسپوردار يها زسازوارهير نيا خاص عتيطب

. شود ناممكن يلبن محصولات در ها آن حضور از يريجلوگ

 نهيچيل. ب و سرئوس. بوجود ) 2002( و همكاران لتلووايو

 چك گزارش ي در جمهوريدي فرادما تولري در شرا سيفرم

) 2009( صورت گرفته توسط شاه قيدر تحق. ]39[دادند 

 نشان داده شد سيآنتراس. ب حضور زهي پاستورري شيبررو

 يبررو) 2012( و همكاران يني مطالعه حسبراساس. ]40[

 ي آلودگيراني اري كفدي تولي مورد استفاده برازهي پاستوريرهايش

گزارش شد ) ٪38( گرم مثبت اسپوردار لوسي باسيبه گونه ها

 از منابع آلوده كننده يكي گرفت جهي توان نتي منيبنابرا. ]16[

رم  گلوسي باسي دوغ مطالعه حاضر به گونه هاينمونه ها

  .  آن ها باشددي در تولي مصرفري تواند شيمثبت اسپوردار م

 گونه ني ورود اقهي از منابع محتمل آلوده كننده و طرگري ديكي

 كارخانجات ي تواند هواي ميي اسپوردار به محصول نهايها

) 2012( و همكاران يني كه حسيي دوغ باشد، از آنجادكنندهيتول

 .ب و سيليسوبت. بمله  ازجلوسي باسيوجود انواع گونه ها

 يراني اري كفدكنندهي كارخانجات تولي را در هواسرئوس

 راه گريد از هوا، و زهيپاستور ريش بر علاوه. ]16[گزارش دادند 

 آب،]41[ هياول مواد به توان يم ها زسازوارهير نيا ورود يها

 پركن دستگاه ،يلبن محصولات يفرآور زاتيتجه سطوح ،]42[

 اسپوردار يها لوسيباس يها لميوفيب به دهآلو يها لوله و

  . داشت اشاره ]33[ سطح به دهيچسب

 در قيتحق نيا در شده ييشناسا يها لوسيباس رشد تيقابل

 از دور ريز ليدلا به توجه با رانيا يصنعت دوغ يها نمونه

 ٪7 غلظت تا سي فرمنهيچيل. ب نمك تحمل) i. (ستين انتظار

 جمع يلظت نمك در نمونه ها كه با توجه به محدوده غ]17[

و مقدار نمك مجاز ) ٪6/0-1 (قي تحقني شده در ايآور

امكان رشد ) 4) (٪2/0-1 (راني ايدانسته شده در استاندارد مل

 و سي فرمنهيچيل. ب رشد تيقابل) ii( شود؛ يآن محدود نم

  .]15[ نيي پايهاpH در سيليسوبت. ب

 اسپوردار مثبت گرم يها لوسيباس بودن زا يماريب به توجه با

 در ها زسازوارهير نيا حضور حاضر، قيتحق در شده ييشناسا

 به. است تياهم حائز يسلامت خطر نظر از رانيا يصنعت دوغ

 يبرخ با سيليسوبت. ب و سيفرم نهيچيل لوسيباس ارتباط

 شده اشاره يا روده يها يناراحت رينظ يكينيكل يها سندرم

 مثبت گرم ييايباكتر نپاتوژ سيآنتراس لوسيباس. ]43[ است

 روده و يتنفس عوارض بروز باعث تواند يم كه است اسپورزا

 لوسيباس ييتوانا به توجه با نيهمچن .]40[ شود انسان در يا

  مقاوم يها نيتوكس ديتول در سيليسوبت. ب و سيفرم نهيچيل

 تيمسموم انسان در توانند يم زسازوارهاير نيا حرارت به 

  .]44[ كنند جاديا ييغذا

 با يريتخم محصولات در فساد جاديا بر يمبن يگزارش اگرچه

pH ييشناسا اسپوردار مثبت گرم يها لوسيباس توسط نييپا 

 نيا ييتوانا بر يمبن يگزارشات نشد، افتي مطالعه نيا در شده

 بواسطه يلبن محصولات ريسا در فساد جاديا در ها زسازوارهير

 حرارت به مقاوم كيتپوليل و كيپروتئولت يها ميآنز ديتول

 ظيتغل ريش در ترش فساد جاديا مثال يبرا .]45[ (دارد وجود

. ب .]46[ است شده گزارش سيفرم نهيچيل. ب توسط شده

 خامه و ريش در نيريش يا لخته فساد جاديا عامل زين سيليسوبت

 ي صنعتي دوغ هاي آلودگيستي باتي نهادر .]47[ شد يمعرف

 سرد يردار گرم مثبت در ماه ها اسپوي هالوسي به باسرانيا

 ي مبني كه گزارشاتيي از آنجارد،ي مورد توجه قرار گشتريسال ب

 ماه ها وجود دارد ني در اسي فرمنهيچيل. ب شتري بيبر جداساز

]48[.  

  ي گرم منفي هالوسي باس-3-2-3

 ي با كشت بر روي گرم منفي هالوسي وجود انواع باساحتمال

 ي گرم مورد بررسيزي رنگ آم و انجامآگار NA كشت طيمح

 گرم نشان داد كه يزي و رنگ آمي كشتي هايبررس. قرار گرفت

 گرم ي هالوسي مشكوك به داشتن باس4 و 3، 2 ينمونه ها

 يي انجام شناساي شده ها براي جداسازنيا.  بودنديمنف
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 و در ي سازخالص16S rRNA يابي ي براساس تواليليتكم

  .  شدندي نگهدارخچالي

 در EzBioCloud تي حاصل در ساي هايقرار توال استبا

 گرم يزي رنگ آمجهي بر نتيديي آورده شده است كه تا6جدول 

 ي نمونه هاي در برخي گرم منفي هالوسي وجود باسهيو فرض

 مشاهده 6همانطور كه در جدول .  شده بوديدوغ جمع آور

 شده به خانواده يي شناساي گرم منفي هاي شود، باكتريم

و  سيكاليتروپ. ا دو گونه: ترها تعلق داشته و عبارتند ازاستوباك

 يبه شماره دسترس سيكاليتروپ. ا. سينسيندونزيا. ا

AB032354 ا و 2 در نمونه ٪8/99 و با درصد تشابه. 

 ي و به شماره دسترس٪7/99 با درصد تشابه سينسيندونزيا

AB032356شدنديي شناسا4 و 3 ي در نمونه ها .  
  

  16S rRNA گرم منفي جداسازي شده از نمونه ها براساس توالي ژن استوباكترشناسايي  6جدول 

 شماره دسترسي گونه شناسايي شده درصد تشابه اندازه توالي شماره نمونه

 NRIC 0312 AB032354استوباكتر تروپيكاليس  8/99  نوكلئوتيد1469 2

 NRIC 0313 AB032356 نزينسيساستوباكتر ايندو 7/99  نوكلئوتيد1368 4 و 3

  

 ي آلوده كننده دوغ صنعتي هاي انواع باكترگري از داستوباكترها

.  شدنديي و شناساي جداسازقي تحقني بودند كه در ارانيا

 ييندهاي به شركت در فرالشانياگرچه استوباكترها بواسطه تما

 ي استات و لاكتات به دك،يداستي اتانول، اسونيداسي اكسرينظ

 استون يدروكسي گلوكز به دهونيداسي و آب، و اكسدكربنيساك

 انبه و در موز، چون انگور،ي جاتوهي عمدتا در م]49[

. ]50[ شوند ي مافتي شراب و سركه ري نظيمحصولات

 .ا.  شدندييشناسا)  نمونه3( نمونه ها ٪6/17استوباكترها در 

 16S يابي ي براساس توالسينسيندونزيا. ا و سيكاليتروپ

rRNAشدنديي و دو نمونه شناساكي در بي به ترت         

  ). 6جدول (

 ها زسازوارهي رني است كه حضور اي بارني نخستني ااگرچه

 بر ي مبني شود، گزارشاتي مشاهده ميدر محصولات لبن

 ي استوباكتر در انواع محصولات لبني گونه هاري ساييشناسا

 يكروبي فلور منيي تعي برايدر مطالعه ا.  موجود استيريتخم

 Acetobacter( سينسيلووان .ا حضور يلي برزريموجود در كف

lovaniensis) (3251[گزارش شد )  شدهي جداساز[ .

 يري تخمري در شنيتوسط محقق) A. aceti( ياست. ا حضور

 كشور ژاپن موسوم به ماست يري تخمري و ش]52[ تبت هيناح

 ريهده شد شمشا.  شدديي تا]14[)  نمونه2 (ني كاسپيايدر

) A. orientalis (سينتالياور. ا ي قفقاز داراهي ناحيريتخم

 .A( پوموروم. ا ي كشور سودان دارايري ترش تخمري شو ]53[

pomorum) (1انواع گونه نيهمچن.  باشندي م]54[)  نمونه 

 با سينتالياور .ا و سينسيلووان. ا ،ياست. ا ري استوباكتر نظيها

 يريدر محصول تخم PCR-DGGEاستفاده از روش 

 شود، ي مدي كه در غرب كشور اوگاندا تولتايماشمعروف به 

  .]55[ شده است يجداساز

 گونه ي بر جداسازي توجه به گزارشات ذكر شده در بالا مبنبا

 و يري تخمي مختلف استوباكتر از انواع محصولات لبنيها

 شده در مطالعه يي استوباكتر شناساي رشد گونه هاتيقابل

 3-9در محدوده ) سينسيندونزيا .ا و سيكاليتروپ .ا (حاضر

pH ]50[ همان محدوده يعني pHي دوغ صنعتي نمونه ها 

 دوغ ي گونه ها در نمونه هانيحضور ا) 1جدول  (رانيا

 .ا و سيكاليتروپ .ا رشد يمحدوده دما. ستيناممكن ن

 بالاتر ي است و در دماوسي درجه سلس20-37 سينسيندونزيا

 وسي درجه سلس20 كمتر از ي و در دماوسي سلس درجه40از 

 گرفت گونه جهي توان نتي منيبنابرا. ]50[ شوند ي مرفعاليغ

 بعد يراني دوغ اي شده در نمونه هايي و شناساي جداسازيها

اگرچه .  وارد نمونه ها شده باشندي حرارتندياز اعمال فرا

ه  استوباكتر بي ورود گونه هاي چگونگاني بر بي مبنيقيتحق

همانطور كه درباره .  نشدافتي يري تخميمحصولات لبن

 حساس به يراستارتري غيكي لاكتي هاي ورود باكتريچگونگ

 ورود استوباكترها ي احتمالي بحث شد، راه هاي حرارتماريت

 دستگاه پركن، ،ي فرآورزاتي كارخانجات، تجهطي تواند محيم

  . باشديهوا و مواد بسته بند

   مخمرها-3-3
 ي با كشت برروراني اي دوغ صنعتيمر در نمونه ها مخوجود

 DNAسپس .  قرار گرفتي مورد بررسYGC كشت طيمح

 ي و بعد از وارد كردن توالي جداسازافتهي رشد ي هايكلون

 شده از ي جداسازي مخمرهاCBS تي بدست آمده در سايها
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 ايشيپ:  و عبارت بودند ازيينمونه ها شناسا
. سپورايوني سسيساكاروما و مگنوس پتوكوكوسيكر،فرمنتس

با درصد ) 15 و 8، 5 ،،1( نمونه 5 در سپورايوني سسيساكاروما

 بود كه ي مخمرCBS398 ي و به شماره دسترس٪100تشابه 

 به فرمنتس ايشيپبعد از آن .  شدافتي تعداد نمونه نيدر بالاتر

 4 در ٪8/99 و با درصد تشابه CBS4611 يشماره دسترس

 پتوكوكوسيكر تيقرار داشت و در نها) 16 و، 5، 3(نمونه 

 و با درصد تشابه CBS4685 ي شماره دسترسبه مگنوس

  ).7جدول ( شد يي شناسا17 و 15 ي نمونه هادر100٪

 رشد انواع ي براي مناسبطي محيري و محصولات شريش

توانستند با استفاده ) 2010(چن و همكاران .  باشنديمخمرها م

 كنند ي جداسازرخامي را در شنتسفرم ايشيپ API تياز ك

 از روش يريبا بهره گ) 2007( و همكاران نيآلوارز مارت. ]56[

RFLPكردنديي مخمر را شناساني ا]57[ ي آبري در نمونه پن  .

 ي كالن و همكاران در دو مطالعه مجزا در سال هانيهمچن

 سسيساكاروم بي به ترتتوانستند )2007(و ) 2006(

 يابي ي با استفاده از توالري پنينمونه ها را در سپوروسيوني

 پتوكوكوسيكر و ]D1/D2 26S rRNA ]58براساس 

 SSCP-PCR بز توسط روش ري شي را در نمونه هامگنوس

  .  كننديي شناسا]59[

 آلوده كننده يكروبي متي جمعني مطالعه حاضر بالاتردر

 به مخمرها راني اي دوغ صنعتي شده در نمونه هاييشناسا

 براساس يابي يتوال. تعلق داشت)  نمونه8ونه ها،  نم47٪(

D1/D2 26S rDNA سپوروسيوني سسيساكاروم حضور، 

 2 و 4، 5 در تي به ترتمگنوس پتوكوكوسيكر و فرمنتس ايشيپ

 يحضور برخ). 7جدول ( دوغ را نشان داد ينمونه از نمونه ها

 در قي تحقني شده در ايي شناساي مخمرياز گونه ها

 سسيساكاروم ري نظگري ديري تخميمحصولات لبن

 ماست و س،ي كومر،ي در انواع كففرمنتس ايشيپ و سپوروسيوني

  .]60-62[ گزارش شده بود زي نشتري پيري تخمريانواع ش

  

  D1/D2 26S rDNAشناسايي مخمرهاي جداسازي شده از نمونه ها براساس ژن  7جدول 

  

  زايماري باي بر فسادزا و ي مبني مدركي در منابع علماگرچه

 افتي شده در مطالعه حاضر يي شناساي مخمريبودن گونه ها

 فسادزا و لي بر پتانسينشد، با توجه به گزارشات موجود مبن

 رشدشان در غلظت تي زا بودن انواع مخمر بواسطه قابليماريب

 نيي پاي و دماهاpH رطوبت كم، يمحتوا نمك،ي بالايها

 يستي باراني اي صنعتي حضور مخمرها در دوغ ها]63[

 جادي گاز و ادي توانند باعث توليمخمرها م. محدود شود

 و ي بروز طعم مخمر،ي شكل در بسته بندريي و تغيبادكردگ

 در ي بافتراتيي رنگ و تغريي تغ،يري تخميبو ها،ي بدطعمگريد

مخمرها عموما در محصولات . ]64[ شوند يمحصولات لبن

 وجود نيبا ا. ]65[ كنند ي نمجادي لاكتوز فساد اابي در غيلبن

 ي به مخمرهايري تخمي محصولات لبنيدر صورت آلودگ

 ي فسادهاجادي توانند علاوه بر اي ها مزسازوارهي رنيفسادزا، ا

 يدهاي ها و اسنيتامي انواع وديمحتمل ذكر شده در بالا با تول

 محصول pH شي موجود با افزاكيدلاكتي و مصرف اسنهيآم

 موجود حساس به يفسادزا ي هاي رشد باكتري را برانهيزم

pH لي به پتانسن،ي، همچن)1992 (تيفل. ]64[ را فراهم كنند 

 ري و ساي انواع آلرژ،ي گوارشي هاي ناراحتجاديمخمرها در ا

 بالقوه ي كند كه مخمرها را خطري ها در انسان اشاره ميناراحت

  .]64[ سازند ي انسان ها مي سلامتيبرا

 توان گفت مخمرها پس ي مريز لي با استناد به دلاي طور كلبه

 مورد مطالعه از دوغ ي وارد نمونه هاي حرارتندياعمال فرا

 ي دمارخامي موجود در شيمخمرها) i. ( شده اندراني ايصنعت

رشد ) ii (،]66[ توانند تحمل كنند ي را نمونيزاسيپاستور

 ي و دمايكي لاكتي استارترهايمخمرها به واسطه غلظت بالا

 شود ي ماست محدود موسي درجه سلس40-45 حدود ريتخم

 يي مجدد محصول نهاي ورود و آلودگي احتماليراه ها. ]64[

 ي شده بر رولي تشكلميوفي تواند مخمر موجود در بيم

 آلات پركن و ني ظروف اختلاط، ماشري نظي فرآورزاتيتجه

 نشده اند ي و ضدعفونزي تمي انتقال باشد كه به خوبيلوله ها

   توان به ي مني محتمل ورود همچني ها راهگرياز د. ]67[

 ]64[ ي و مواد بسته بند]68[)  و هواوارهايد( كارخانه طيمح

 شود، ي مشاهده م8 كه در جدول همانطور .اشاره داشت

 ي به نمونه هابي به ترتيكيرلاكتي غزسازوارهي تعداد رنيبالاتر

 شماره دسترسي  شدهگونه شناسايي درصد تشابه اندازه توالي شماره نمونه

 4611CBS پيشيا فرمنتنس %807/99  نوكلئوتيد519 16 و 14، 5، 2

 4685CBS كريپتوكوكوس مگنوس %100  نوكلئوتيد622 17 و 15

 398CBS ساكارومايسس يونيسپوروس %100  نوكلئوتيد585 15 و 8، 5، 2، 1
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 گرم لوسي باسكي 2 كه در نمونه يبگونه ا.  تعلق داشت5 و 2

 شد و در يي مخمر شناسا2 استوباكتر و كيثبت اسپوردار، م

 مخمر حضور 2 گرم مثبت اسپوردار و لوسي باسكي 5نمونه 

 قي شده در تحقي دوغ جمع آوري نمونه هااني مدر .داشت

 ي آلوده كننده جداسازي هازسازوارهي تعداد رنيشتريحاضر ب

 3( 5و )  شدهي جداساز4 (2 ي به نمونه هابيشده به ترت

همانطور كه در ). 8جدول (تعلق داشت )  شدهيجداساز

 ي داري اختلاف معن٪5 شود، در سطح ي مشاهده م1جدول 

 ي احتماللي تواند دلي نمونه ها وجود داشت كه مpH انيم

 آلوده كننده ي شده هاي مشاهده بالا بودن تعداد جداسازيبرا

 نمونه ني كه ايياز آنجا). 8جدول ( باشد 5 و 2 يدر نمونه ها

نمونه ( نمونه ها داشتند ري سااني را درمpH مقدار نيها بالاتر

 ي نمونه هاpH توان ي، م)pH 826/3: 5 و نمونه 04/4: 2

 آلوده ي شده هاي محدودكننده در رشد جداسازيدوغ را عامل

  .كننده دانست

  نمونه هر از شدهي جداساز زسازوارهير نوع و تعداد 8 جدول

ها زسازوارهير ريسا  
 لوسيلاكتوباس نمونه

لوسيباس  مخمر استوباكتر 

1 2 1 - 1 

2 1 1 1 2 

3 2 - 1 - 

4 3 2 2 - 

5 2 1 - 2 

6 2 - - - 

7 2 - - - 

8 2 - - 1 

9 3 1 - - 

10 2 - - - 

11 2 - - - 

12 2 1 - - 

13 2 - - - 

14 2 1 - 1 

15 2 - - 2 

16 1 - - 1 

17 3 - - 1 

  يري گجهي نت- 4
 موجود در ي هازسازوارهي ريي مطالعه حاضر با هدف شناسادر

 و ييايميوشي بي از روش هاراني اي دوغ صنعتينمونه ها

 و  ييايميوشي بيهمانطور كه آزمون ها.  استفاده شديملكول

 نشان دادند 16S rRNA ژن ي خواني و توالPCRروش 

 عبارت رانيدوغ ا ي آلوده كننده در نمونه هاي هازسازوارهير

 و ناروميگال. ل ،يپاراكازئ. ل ،فرمنتوم لوسيلاكتوباس: بودند از

. ب و سيلي سوبت. ب،سي فرمنهيچي للوسيباس ،سيبرو. ل

 ايشيپ  ،سينسيندونزيا. ا ،سيكالي تروپاستوباكتر ،سيآنتراس

 سسيساكاروما و  مگنوسپتوكوكوسيكر ،فرمنتنس

 راني ايبق استاندارد مل حاضر طي هازسازوارهي ر.سپوروسيوني

 و ستندي نراني اي مجاز به حضور در دوغ صنعت2453به شماره 

 ي مطالعه بطور كلني شده در ايي شناساي هازسازوارهياگرچه ر

 با توجه ي كنند، ولي نمجادي فساد ايري تخمريدر محصولات ش

 شده در يي اسپوردار گرم مثبت شناساي هالوسي باسليبه پتانس

و ) ي و روده اي تنفسي هاي ناراحترينظ( عوارض  انواعجاديا

 مقاوم به ي هاني توكسديبواسطه تول (يي غذاتيمسموم

 فساد بواسطه جادي بالقوه انواع مخمر در اييو توانا) حرارت

 ي و دماpH ،ي آبتي نمك، فعاليمقاومت در برابر غلظت بالا

 در دوغ يستي ها بازسازوارهي رني حضور انيي پاينگهدار

 ني با توجه به امكان رشد اجهيدرنت.  محدود شودراني ايتصنع

 ورود آن ها به ي و راه هاراني اي ها در دوغ صنعتزسازوارهير

 راني اي كنترل حضور آن ها در دوغ صنعتيمحصول دوغ، برا

 Good Manufacturing( مناسب دي عمل توليستيبا

Practice (GMP)( عمل بهداشت مناسب ،)Good 

Hygiene Practice (GMP) (ي نقاط كنترل بحراننييو تع 

)Hazard Analysis and Critical Control Points 

(HACCP) (تي دوغ اجرا و رعاديدر كارخانجات و خط تول 

 ي نگهدار،ي مناسب و كافي حرارتندي اعمال فرانيهمچن. شوند

و ) وسيلسي درجه س4±1 (يخچالي ي در دماهاييمحصول نها

 به شماره راني اي آفتاب طبق استاندارد ملميدور از نور مستق

  . استي ضرور2453

  

  ي و سپاسگزارري تقد- 5
 كشور يي غذاعي و صناي اهي تغذقاتيتوتحقي از انستباتشكر

  . مطالعه حاضريقاتي تحقي هانهي هزني تاميبرا
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Doogh is a traditional Iranian fermented milk drink, which is produced by lactic fermentation of 
pasteurized milk. In order to isolate and identify the microorganisms present in Iran industrial Doogh 
samples, polymerase chain reaction (PCR) was applied. Doogh samples were 17 name brands. After 
conducting the preliminary identification by microscopic observations and biochemical tests, in order 
to verify the obtained results the samples were pure-cultured which was followed by PCR and 
sequencing. According to the results obtained through sequencing of 16S rRNA, the identified 
bacteria belonged to lactic acid bacteria (Lactobacillus brevis, L. fermentum, L. paracasei and L. 
gallinarum); gram-posetive spore-forming bacteria (Bacillus licheniformis, B. anthracis and B. 
subtilis) and acetic acid bacteria (Acetobacter tropicalis and A. indonesiensis). Moreover, based on 
the results obtained by sequencing of D1/D2 26S rDNA the identified yeasts were including Pichia 
fermentans, Saccaromyces unisporous and Cryptococcus magnus. The obtaining of present study 
illustrated that in addition to identified non-starter lactic acid bacteria, other types of bacteria and 
yeasts were found in Iran industrial Doogh samples. 
 
Keywords: Iran industrial Doogh, PCR, Non-starter lactic acid bacteria, Bacillus and Acetobacter 
bacteria, Yeasts 
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