
مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـی فسـا l سـال دوم l شمـاره l 2 تابستان 1391

journal.fums.ac.ir

 مطالعه ژنوتیپى و فیلوژنتیکى لاکتوباسیل هاى تولید کننده باکتریوسین جداشده از محصولات لبنى محلى و غذاى سنتى 

مطالعه ژنوتیپی و فیلوژنتیکی لاکتوباسیل های تولید کننده باکتریوسین جداشده از محصولات لبنی 
محلی و غذای سنتی 

فرزانه تفویضی1*، مریم تاج آبادی ابراهیمی2، لیلا خجاره2

1- دانشگاه آزاد اسلامی، گروه زیست شناسی، واحد پرند، تهران، ایران. 
2- دانشگاه آزاد اسلامی، گروه زیست شناسی، واحد تهران مرکزی، تهران، ایران.

چکیده
زمینه و هدف: باکتری های اسید لاکتیک )LAB(، گروهی از باکتری های گرم مثبت، بدون اسپور، کروی یا میله ای شکل و کاتالاز منفی هستند که عموماً به عنوان 
ارگانیسم های ایمن در نظر گرفته می شوند )Generally Recognized As Safe )GRAS. چندین هزار سال است که از این باکتری ها جهت تولید غذاهای تخمیر شده 
استفاده می شود چرا که دارای توانایی تولید تغییرات مطلوب در طعم و بافت غذا می باشند. مولکول های ضد میکروبی متفاوتی از جمله باکتریوسیون های تولید شده 
توسط این باکتری ها، سبب ممانعت از رشد میکروارگانیسم های مسموم کننده مواد غذایی می شوند که به نوبه خود سبب افزایش ماندگاری و افزایش ایمنی محصولات 
غذایی می گردند. بنا به اهمیت لاکتوباسیل ها در سلامت انسان، شناسایي مولکولی و بررسی فیلوژنتیکی این باکتري ها بر اساس توالی های 16S rRNA می تواند گامی 

مؤثر در شناسایی ذخیره لاکتوباسیل های بومی با خصوصیات عملکردی ویژه و به کارگیری آن ها در محصولات لبنی صنعتی باشد.

مواد و روش ها: در بین باکتری های جداشده پنج سویه با توانایی تولید باکتریوسین قوی تر نسبت به سایر نمونه ها جهت توالی یابی انتخاب شدند. استخراج DNA بر 
اساس هضم آنزیمی لیزوزیمی صورت گرفت. واکنش PCR با استفاده از پرایمرهای دجنریت انجام گرفت و محصولات PCR پس از خالص سازی، توالی سنجی شدند. 

نتایج: ایزوله های شناسایی شده تحت عنوان لاکتوباسیلوس کازئی و انتروکوکوس فاسیوم در GenBank ثبت شدند.

بحث و نتیجه گیری: نتایج گروه بندی بر اساس مارکر 16S rRNA، نشان دهنده وجود تنوع ژنتیکی بالای ایزوله های بومی ایران و امکان به کارگیری در مصارف صنعتی 
جهت بهبود و افزایش ایمنی غذایی می باشد.

کلمات کلیدی: لاکتوباسیل، بررسی فیلوژنتیکی، 16S rRNA، باکتریوسین

مقدمه
زبان  از  برگرفته  و  زندگی«  »برای  معنای  به  پروبیوتیک  واژه 
یونانی است. پروبیوتیک ها ارگانیسم های زنده ای هستند که به عنوان 
سودمندی  اثرات  و  می گیرند  قرار  استفاده  مورد  غذایی  مکمل های 
تعادل  و  تنظیم  واسطه  به  امر  این  که  می گذارند  جای  به  بدن  در 
میکروب های ناحیه گوارشی )روده ای( صورت می گیرد. باکتری های 
اسید لاکتیک )LAB(، در طبیعت پراکنده بوده و بالطبع در طیف 

وسیعی از غذاها نیز حضور دارند )1 و 2(. 
olact شامل  لاکتیک  اسید  باکتری های  به  متعلق  :جنس های 
 coccus sp.، Lactobucillus sp.، Leuconostoc sp، Weissela sp،
Pediococcus sp، Streptococcus sp، Enteroeoccus sp می باشند. 
بسیاری از ویژگی های ارگانوپتیک غذاهای تخمیر شده مثل گوشت )3( 
گیاهان )4( و محصولات لبنی )5( ناشی از عملکرد این باکتری ها می باشد.

استفاده از باکتری های اسید لاکتیک و متابولیت های آن ها در جهت 
عنوان  تحت  غذایی،  مواد  ماندگاری  افزایش  و  میکروبی  ایمنی  بهبود 

نگه دارنده های زیستی معرفی می شوند )6(.
نظر  در   ”Food Grade“ ارگانیزم های  عنوان  به  معمولاً   LAB
عنوان  به  اختصاصی  ویژگی های  بودن  دارا  با  که  می شوند  گرفته 
کشت های محافظ کارایی دارند. بعضی از LAB دارای عملکردهای 
ضد میکروبی هستند که ناشی از فعالیت پپتیدهای کوچک و مقاوم 

به حرارت به نام باکتریوسین می باشد )4 و 7(.
باکتریسیون ها، پپتیدها و یا پروتئین های مترشحه خارج سلولی با 
فعالیت باکتری کشی )Bactricidal( و یا Bacteriostatic )متوقف کننده 
رشد باکتری( می باشند. اگرچه ممکن است بسیاری از باکتری های گرم 
مثبت و گرم منفی قادر به تولید باکتریوسین باشند ولی در سال های اخیر 
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     Email: tafvizi@piau.ac.ir      021-22352253 :تلفن
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توجه ویژه بر روی شناسایی باکتری های اسید لاکتیک و باکتریوسیون های 
نگه  عنوان  به  آن ها  از  بهره گیری  در جهت  غذایی  صنایع  در  حاصله 

دارنده های مواد غذایی معطوف شده است.
با  گوارشی  سیستم  در  شدن  تجزیه  نظر  از  باکتریوسین ها، 
آنتی بیوتیک های درمانی، متفاوت می باشند. به منظور جلوگیری از رشد 
میکروارگانیسم های مسموم کننده غذایی، سوش های مولد باکتریوسین یا 
بخشی از باکتریوسین های خالص شده را می توان به غذاها اضافه کرد )8(.

اگر چه تأثیرات مفید باکتریسیون ها در غذاها، تحت تأثیر فاکتورهای 
 )MIC( حداقل غلظت مهاری ،)متعدد قرار گرفته و کاهش می یابد )3 و 8
در بین باکتریوسین ها و سوش های حساس بسیار متفاوت و وابسته به 
سوش می باشد. از این رو جداسازی و شناسایی سوش های تولیدکننده 
باکتریسیون در جهت افزایش ایمنی صنایع غذایی امری مهم و ضروری 
توالي های rRNA جهت  از  استفاده  اخیر،  تلقی می شود. در سال های 

شناسایی و آنالیز فیلوژنتیکی بسیار مورد توجه قرار گرفته است. 
بررسی فیلوژنتیکی نشان داده است که باکتری های اسید لاکتیک 
)LAB( متعلق به باکتری های گرم مثبت با میزان G + C پایینی هستند. 
جنس های لاکتوباسیلوس ها، لکونوستوک و پدیوکوکوس به طور سنتی بر 
اساس خصوصیات فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی قابل تمیز از یکدیگرند، اما 
از نظر فیزیوژنتیکی به صورت intermixed می باشند. شناسایی فتوتیپیکی 
مرسوم LAB، بسیار خسته کننده و وقت گیر است و همیشه قابل اعتماد 
نیست. علاوه بر این گونه های خاصی وجود دارند که قابل شناسایی بر 
اساس صفات فنوتیپکی نیستند. پاسخ های فنوتیپیکی می تواند تحت تأثیر 
شرایط محیطی قرار گیرد. جهت طراحی روش های شناسایی پایدارتر و 
قابل اعتمادتر، بایستی تست های ژنتیکی به کار رود. یک روش، به کارگیری 

نشانگرهای اسید نوکلئیک است )9(.
با پیشرفت روش های مولکولی، در طبقه بندی باکتری ها نیز تغییرات 
چشم گیری رخ داده است. انگیزه اصلی در ایجاد این تغییرات ناشی از 
ماهیت و ویژگی های rRNA به عنوان یک کرنومتر مولکولی است )10(. 
قسمت هایی از مولکول 16S rRNA در بین گونه های باکتریایی حفاظت 
شده است و می تواند جهت مقایسه و تطبیق ایزوله های مختلف به کار 
 )v9 تا v1( رود. تطبیق نواحی حفاظت شده، امکان مقایسه مابقی نواحی
را که در بین بسیاری از گونه ها متفاوت می باشد، فراهم می آورد )13-
11( از نقطه نظر عملی به کارگیری نشانگرهای الیگونوکلئوتیدی ویژه 
)16S rRNA )rDNA، یکی از بهترین گزینه ها جهت  توالی های ژن 
شناسایی باکتری ها بر اساس خصوصیات فیلوژنتیکی است و به عنوان 
یک روش قابل اطمینان جهت شناسایی در بسیاری از گونه های باکتریایی 
توسط تکنیک هایی مبتنی بر روش PCR و یا نشانگرهای ویژه نوکلئوتیدی 

می تواند به کار گرفته شود )14 و 15(.
بنا به اهمیت لاکتوباسیل ها در سلامت انسان، شناسایي و طبقه بندي 
مولکولی این باکتري ها می تواند گامی مؤثر در معرفی لاکتوباسیل های 
بومی با خصوصیات عملکردی ویژه و به کارگیری آن ها در محصولات لبنی 

صنعتی و تولید محصولات فرا ویژه باشد.
تولیدکننده  لاکتوباسیل های  مولکولی  شناسایی  تحقیق،  این  در 
باکتریوسین از غذای محلی ترخینه و محصولات لبنی سنتی صورت 
گرفته است و اولین گزارش، مبنی بر شناسایی مولکولی لاکتوباسیل های 

تولید کننده باکتریوسین از ترخینه می باشد.

مواد و روش ها
بـاکتـری هـای باکتری هـا، محیط کشت و شـرایط کشت: 

T16 ،T14 ،T3 ،C6I4 و Y2B4 تولیدکننده باکتریوسین قوی تر نسبت به 
سایر نمونه های جداشده از منابع مختلف )ترخینه، ماست و پنیر(، پس از 
بررسی تست های بیوشیمیایی جهت تأیید و غربال نمودن لاکتوباسیل ها 
و تأیید ظرفیت پروبیوتیکی )16(، جهت شناسایی توسط روش مولکولی 
در این تحقیق انتخاب شدند. باکتری های جدا شده، بر روی محیط کشت 
در  و  شدند  کشت   MRS )Man ROGOSA and SHARP( انتخابی 
گرم خانه   دی اکسیدکربن  درصد   10 و  سانتی گراد  درجه   37 دمای 

گذاری شدند )17(.
استخراج DNA: استخراج DNA از ایزوله های مذکور با استفاده 
 Araújo روش  در  تغییرات  اندکی  با  و  لیزوزیم  آنزیمی  هضم  از 
مورد استفاده قرار گرفت )18( از کشت 24 ساعته جهت استخراج 
به  باکتری ها  ساعته   24 کشت  محیط  از   2ml شد.  استفاده   DNA
میکروتیوپ های 2 میلی لیتری انتقال یافتند و در 3000rpm به مدت 
5 دقیقه سانتریفوژ شدند. مایع رویی دور ریخته شد و رسوب ها 3 بار 
 TEN (EDTA 100mM ،NaCl 150mM ،Tris Hcl 100Mm( با بافر
و هر بار در 3000rpm به مدت 5 دقیقه شستشو داده شدند. به رسوب های 
حاصل، بافری متشکل از 200 میکرولیتر بافر TEN و mg/ml 4 لیزوزیم 
اضافه شد و به دنبال آن انکوباسیون به مدت 45 دقیقه در دمای 37 درجه 
سانتی گراد صورت گرفت. سپس 50 میکرولیتر محلول 8/5 درصد سدیم 
دو دسیل سولفات اضافه گردید و سپس انکوباسیون به مدت 30 دقیقه 
در بن ماری 75 درجه سانتی گراد انجام گرفت. 150 میکرولیتر استات 
پتاسیم 5 مولار با 5.2pH روی یخ به نمونه ها اضافه شد، نمونه ها 20 
دقیقه در 4 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. سپس سانتریفوژ به مدت 
5 دقیقه در 3000rpm انجام شد. مایع رویی جدا شد و برای خالص سازی 
DNA از پروتئین ها از مخلوط فنل: کلروفرم: ایزوآمیل الکل با نسبت 
24:25:1 استفاده شد. در مرحله رسوب دهی DNA ایزوپروپانول سرد 
مورد استفاده قرار گرفت، در مرحله آخر برای شستشو، اتانول به کار برده 
شد. رسوب های DNA در دمای آزمایشگاه خشک شدند. رسوب های 
 DNA حل شدند. جهت بررسی کیفیت TE حاصله در 50 میکرولیتر بافر

از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 0/7 درصد استفاده شد.
ناحیه تکثیر  جهت  توالی یابی:  و   16S rRNA ناحیه  تکثیر 

16S rDNA از پرایمر های دجنریت616V, 630R تهیه شده از شرکت 
تکاپو زیست که توالی آن ها در ذیل قید شده است، استفاده شد )17(.

616V, 5oAGAGTTTGATYMTGGCTCAGo3;
630R, , 5oCAKAAAGGAGGTGATCCo3.

واکنش PCR متشکل از 1 میکرولیتر DNA الگو، 2/5 میکرولیتر از  
،)10mM Tris Hcl PH8.8, 250 mM kcl( که شـامل Buffer PCR 1x

200µM dNTP و 0.4µM آغازگرهای رفت و برگشت و 1 واحد آنزیم 
Taq DNA Polymerase، حجم کلي واکنش 25 میکرولیتر در نظر گرفته 
)Corbet,Australia(Palmcycler Gpo001 در دستگاه DNA شد. تکثیر

انجام شد. دناتوره شدن DNA الگو در دماي 94 درجه سانتي گراد به مدت 
2 دقیقه انجام گرفت و به دنبال آن واکنش تکثیري DNA در 30 سیکل 
به شرح زیر انجام شد: دناتوره شدن در 94 درجه سانتي گراد به مدت 45 
ثانیه، اتصال پرایمر در 58 درجه سانتي گراد به مدت 1 دقیقه و گسترش 
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مطالعه ژنوتیپى و فیلوژنتیکى لاکتوباسیل هاى تولید کننده باکتریوسین جداشده از محصولات لبنى محلى و غذاى سنتى 

دناتوره شدن  دقیقه.   30 مدت  به  سانتي گراد  درجه   72 در  پرایمر 
نهایی در 94 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه و انکوباسیون نهایي 
اطمینان  حصول  براي  سانتي گراد  درجه   72 در  دقیقه   4 مدت  به 
آشکارسازي  جهت  گرفت.  صورت  پرایمرها  گسترش  و  تکمیل  از 
محصولات PCR از الکتروفورز بر روي ژل آگارز 1/5 درصد با استفاده 
 TBE 0.5 x (0.5 mM EDTA, pH 8.0, 44.5 mM Tris/Borate( از بافر
استفاده شد. ژل با رنگ Rima Sight DNA Stain رنگ آمیزي شد و 
شناسایی محصول PCR با نور uv، مورد بررسي قرار گرفت. از مارکر

Gene Ruler,fermentas( 100bp( به عنوان مارکر مولکولي استفاده 
 ،)bp 1500 ًتقریبا( PCR پس از خالص سازی محصول .)شد )شکل 1
توالی یابی هر دو رشته توسط پرایمرهای 616V و 630R به کار رفته 
در واکنش PCR، به روش تمام اتوماتیک فلورسانس و توسط شرکت 

Bioneer کره جنوبی انجام گردید.
بررسی فیلوژنی: نتیجه خوانش توالی های حاصل از دو زنجیره، 
جهت شناسایی Chimeric Artifact، توسط نرم افزار Vector NTI 11 مورد 
بررسی قرار گرفت و در نهایت، توالی کامل ناحیه ژنی 16S rDNA برای 
هر ایزوله حاصل شد. برای شناسایی توالی های 16S  rDNA ایزوله های 
مورد مطالعه، از برنامه Blastn در پایگاه NCBI BLAST Search tool به 
آدرس http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST استفاده شد. هم ردیفی 
یا تطبیق تمامی توالی های 16S rDNA توسط Clustal W، انجام شد. 
درخت فیلوژنی با استفاده از روش UPGMA و عدد bootstrap محاسبه 
نرم افزار MEGA4 رسم شد )19(  با Replication 1000، توسط  شده 
 outgroup به عنوان )JQ247722.1, JQ178332.1( Bacillus Cereues

استفاده شدند.
توالی های باکتری های رفرانس به کار رفته در بررسی فیلوژنی: توالی 
ژن های 16S rRNA باکتری های رفرانس به کار رفته در بررسی های فیلوژنی پس 
از جستجو در Blastn بر مبنای حداکثر هم ردیفی با توالی های مورد مطالعه 

)99%- 97%( در تحقیق حاضر انتخاب شده و در جدول 1 ارایه شده است. 

مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـی فسـا l سـال دوم l شمـاره l 2 تابستان 1391

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
12

.2
.2

.8
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

08
 ]

 

                               3 / 7

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2012.2.2.8.4
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-55-en.html


journal.fums.ac.ir

نتایج
از بین بیست ایزوله جدا شده، سه باکتری T3 ،T14 و T16 جدا 
شده از ترخینه و دو باکتری Y2B4 و C6I4 جدا شده از ماست و پنیر با 
پتانسیل پروبیوتیکی و با قابلیت تولید باکتریوسین قوی تر نسبت به بقیه 
نمونه ها که توسط تاج آبادی و همکاران مورد ارزیابی قرارگرفته بودند 
)16(، جهت شناسایی مولکولی و بررسی فیلوژنتیکی با روش توالی یابی در 
این مطالعه انتخاب شدند. بر طبق آنالیزهای فیلوژنی پیشنهاد می شود که 
باکتری هایی با 97%> تشابه در توالی ژن 16S rRNA متعلق به همان 
گونه می باشند )20(. پس از انجام توالی یابی، مقایسه هم ردیفی در پایگاه 
NCBI Blastn انجام شد و 99 درصد تشابه با باسیلوس کازئی، برای 
ایزوله های T3 ،T16 ،Y2B4، 98 درصد تشابه با باسیلوس کازئی برای 
 C6I4 و 97 درصد تشابه با انتروکوکوس فاسیوم برای ایزوله T14 ایزوله
حاصل شد که نتایج آن به طور خلاصه در جدول 1 نمایش داده شده 
است )برای مثال برای هر ایزوله چهار باکتری با درصد تشابه بالا در نظر 
 ،Blastn گرفته شده است(. بنابراین با میزان تشابه به دست آمده حاصل از
ایزوله های مورد مطالعه متعلق به گروه لاکتوباسیل کازئی و انتروکوکوس 
فاسیوم بودند. بررسی های فیلوژنی و میزان تشابه حاصل شده، حاکی از 
شناسایی چهار سوش جدید باسیلوس کازئی در منبع ترخینه و ماست و 
یک سوش جدید و بومی از انتروکوک فاسیوم از منبع پنیر می باشد. توالی 

سوش های مذکور با شماره دستیابی های
Lactobacillus casei strain T16 )JQ771073( ،Lactobacillus casei strain T14 )JQ771072(

Lactobacillus casei strain Y2B4 )JQ412735( ،Lactobacillus casei strain T3 )JQ771071(

Enterococcus faecium strain C6I4 )JQ771070(و   

در پایگاه اطلاعاتی GenBank ثبت شدند. 
شکل 2 نشان دهنده ارتباط فیلوژنی ایزوله های مذکور و باکتری های 
مرجع موجود در GenBank می باشد. در درخت فیلوژنی حاصله، چهار 

کلاد اصلی به چشم می خورد. در اولین کلاد اصلی، چهار ایزوله مورد 
مطالعه قرار گرفتند به طوری که ایزوله T16 با 93 درصد bootstrap با 
لاکتوباسیلوس پاراکازئی در یک گروه قرار گرفتند و به ترتیب ایزوله های 
دیگر نیز با bootstrap بالا نسبت به یکدیگر و لاکتوباسیلوس پاراکازئی 
)ACGY01000162.1( قرارگرفته و همگی با هم یک کلاد را تشکیل 
دادند. ایزوله C6I4 نیز با 100 درصد bootstrap با انتروکوکوس فاسیوم 
)ABRY01000137.1( در یک کلاد گروه بندی شدند. بقیه ایزوله های 

مرجع مورد استفاده، یک کلاد جداگانه تشکیل دادند.

بحث
به طور سنتی، گونه های لاکتوباسیل ها و بیفیدوباکتریوم ها بر اساس 
مورفولوژی سلول، آنالیز محصولات تخمیری و فعالیت آنزیم های مرتبط 
با آن ها و توانایی مصرف سوبستراهای کربوهیدراتی مختلف شناسایی 
می شوند. به طور کلی نقایصی در روش های فنوتیپی به چشم می خورد 
در  کشت  به  وابسته  شرایط  توسط  تکرارپذیری  عدم  به  می توان  که 
بر گیرنده سوش های  تنوع سوش ها )که در  و  آزمایشگاه های مختلف 

شناسایی شده است( اشاره کرد )21(.
شمول  جهان  سلولی،  شناسی  زیست  در  نوکلئیک  اسیدهـای 
)universal( است و توالی بازی های نوکلئوتیدی این مولکول تحت 
اسید های  توالی  آنالیز  نمی گیرند.  قرار  کشت  محیط  شرایط  تأثیر 
نوکلئیک، پایه و اساسی را برای روش های شناسایی فراهم می آورد 

که از یک آزمایشگاه به آزمایشگاه دیگر تکرارپذیرند.
اطلاعات ژنوتیپی )منظور توالی ژنوم( از دو نظر نسبت به اطلاعات 

فنوتیپی ارجحیت دارد:
سهولت بیشتر، قابل اعتماد بودن بیشتر و تفسیر نتایج دقیق تر.

اطلاعات  به  نسبت  جامع تری  و  مفیدتر  اطلاعات  حاوی  ذاتاً 
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 مطالعه ژنوتیپى و فیلوژنتیکى لاکتوباسیل هاى تولید کننده باکتریوسین جداشده از محصولات لبنى محلى و غذاى سنتى 

فنوتیپکی است.
عرصه  وارد  مولکولی  نوین  روش های  کم کم   ،1965 سال  از 
میکروبیولوژی گردید و روش های نوین مولکولی توسط عده ای از محققین 

به عنوان یک روش مفید در طبقه بندی باکتری ها در نظر گرفته شد.
مشخص نمودن صفات ویژگی های ژنتیکی، بازهای DNA، مطالعات 
هیبریداسیون اسید نوکلئیک، آنالیز دیواره سلولی و توالی یابی پروتئین 
)البته به میزان کم( کم کم جهت گروه بندی فیلوژنتیکی معتبر باکتری ها 
به کار گرفته شدند. این روش های مولکولی اولیه، به اندازه کافی جهت 
آشکارسازی تاکسون های باکتری ها عالی نبودند و در هیچ موردی نتیجه 
مشترک و یکسانی مشاهده نشد. مولکولی که توالی آن در گذر زمان به 
طور تصادفی دچار تغییر می شود به عنوان کرنومتر مولکولی در نظر گرفته 
می شود. میزان تغییر توالی که انباشته می شود برابر است با حاصل ضرب 
نرخ )تا آنجایی که موتاسیون ها ثابت می شوند( در زمان )در بازه زمانی که 
تغییرات اتفاق افتاده اند(. بیولوژیست نمی تواند این تغییر را اندازه گیری 
کند بلکه می تواند تفاوت بین توالی ها را شناسایی کند. تمام توالی ها، 
ارزش یکسانی در تعیین ارتباط فیلوژنی ندارند. یک کرنومتر مفید بایستی 
دارای ویژگی های زیر باشد: رفتار شبه ساعتی داشته باشد )تغییرات در 
توالی آن بایستی تا حد امکان به صورت تصادفی رخ دهد( و دارای سایز 
مناسب باشد )مولکول هایی که به اندازه کافی بزرگ باشند میزان کافی از 
اطلاعات را فراهم می کنند(. چرا rRNAها مناسب هستند؟ rRNAها، به 
عنوان مفیدترین و کاربردی ترین کرنومتر مولکولی شناخته شده اند. به این 
علت که درجه بالایی از ثبات عملکردی داشته در تمام ارگانیزم ها وجود 
دارند و موقعیت های متفاوت و مختلف در توالی شان به میزان های متفاوتی 
تغییر می کند و شرایطی را فراهم می کند که بیشترین ارتباط فیلوژنتیکی 
)بیشترین فواصل ژنتیکی( قابل اندازه گیری باشد. از طرفی سایز بزرگی 
دارند و دارای نواحی یا دومین های فراوانی هستند. در حدود 50 ساقه 
مارپیچی در ساختار دوم 16S rRNA وجود دارد. شاید مهم ترین دلیل 
استفاده از rRNA به عنوان کرنومتر این است که مستقیماً می توانند 

توالی یابی شوند )22(.
در بسیاری از مطالعات از روش توالی یابی جهت شناسایی سوش های 
لاکتوباسیل های پروبیوتیک و تنوع میکروبی موجود در محصولات لبنی و 
غذایی استفاده شده است. چرا که نسبت به روش های رایج بیوشیمیایی 
که وقت گیر و در بسیاری از موارد ابهام آمیز می باشند روش قابل اعتمادی 
بوده و قادر به شناسایی سوش های نزدیک به هم می باشد. Kullen و 
همکاران در سال 2000 )23( از روش توالی سنجی ناحیه 500 جفت 
بازی ژن 16S rRNA )خصوصاً ناحیه متغیر  V1و V2 ( برای شناسایی 
به  روش  این  کردند.  استفاده  اسیدوفیلوس  سوش های لاکتوباسیلوس 
بود.  سوش ها  از  وسیعی  طیف  شناسایی  به  قادر  موفقیت آمیزی  طور 
روش توالی سنجی ناحیه V3 ژن 16S rRNA برای تعیین دقیق تنوع 
 Sisto  .)24( گرفته شد  کار  به   Wang توسط  کفیر  در  لاکتوباسیل ها 

نیز از همین روش برای شناسایی اختصاصی سوش های لاکتوباسیلوس 
پاراکازئی استفاده کرد )25(. 

Nithya و همکاران در سال 1390 باکتري L. Fermentum را با توان 
بالاي تولید باکتریوسین در آب پنیر به کمک روش توالي سنجي شناسایي 

کردند )2(.
Rajaram و همکاران نیز در سال 1389 نشان دادند که باکتري 
L. lactis  جداسازي شده از محیط آبي داراي فعالیت ضد میکروبي 
قوي علیه باکتري هاي فاسد کننده غذایي است و قابلیت استفاده به 

عنوان نگه دارنده طبیعي دارد )26(.
Patil و همکاران در 1389، باکتري هایي از جنس لاکتوباسیلوس، 
 16S rRNA پدیوکوکوس با قدرت باکتري کشي از خیار بر اساس مارکر

جداسازي کردند )27(.  
این تحقیق نیز بیانگر توان قدرتمند مارکر 16S rRNA در شناسایی 
سوش های مختلف لاکتوباسیلوس کازئی می باشد. نکته قابل توجه دیگر 
قرارگیری و گروه بندی ایزوله های جدا شده محلی در یک کلاد می باشد 
که این امر می تواند ناشی از وقوع موتاسیون ها و فشار ناشی از انتخاب 
طبیعی اعمال شده بر جمعیت میکروبی بومی ایران بوده که سبب دوری 
ایزوله های مورد مطالعه از باکتری های مرجع موجود در GenBank شده 
است که خود نشان دهنده وجود تنوع ژنتیکی بالا در ذخایر باکتریایی 

بومی ایران می باشد.

نتیجه گیری
تا به حال گزارشی مبنی بر شناسایی تنوع میکروبی موجود در

ترخینه صورت نگرفته است. نتایج حاصل از تحقیق حاضر، بیانگر وجود 
سوش های متنوعی از لاکتوباسیلوس کازئی با خاصیت پروبیوتیکی و 
باکتریوسین قوی در غذای سنتی منطقه غرب کشور  تولید  توانایی 
به طور سنتی جهت درمان  از قدیم، در فصل زمستان  می باشد که 
سرماخوردگی مورد استفاده قرار گرفته که ظرفیت پروبیوتیکی بالای 
افزایش روزافزون  با توجه به  اثبات می رساند.  این منبع غذایی را به 
مصرف غذاهای آماده و فست فود و از طرفی عدم تمایل به استفاده از 
غذاهای محلی خصوصاً در نسل جوان، ضرورت شناسایی و جداسازی 
منابع غنی و حفظ آن ها مشخص  از چنین  پروبیوتیک  باکتری های 
می شود و می تواند در جهت بهبود و افزایش کیفیت محصولات غذایی 
و زمان ماندگاری )به عنوان نگه دارنده های طبیعی( در مصارف صنعتی 

کاربردی شده و در دسترس عموم مردم جامعه قرار گیرد.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی واحد پرند به جهت تأمین

منابع مالی این تحقیق قدردانی می گردد.
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مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـی فسـا l سـال دوم l شمـاره l 2 تابستان 1391 

مطالعه ژنوتیپى و فیلوژنتیکى لاکتوباسیل هاى تولید کننده باکتریوسین جداشده از محصولات لبنى محلى و غذاى سنتى 

Abstract

Background & objective: Lactic acid bacteria )LAB( are a group of Gramopositive, nonospore forming, cocci or rod 
shaped, catalase negative organisms, considered as Generally Recognized as Safe )GRAS( organisms. These bacteria are 
used for thousands of years for production of fermented foods because of their ability to produce desirable changes in food 
taste, flavor and texture. Different antimicrobial molecules such as bacteriocins produced by these bacteria that can inhibit 
food pathogens, so enhancing the shelf life and improving the safety of food products. Because of important role of LAB to 
improving the human health, molecular identification and phylogenic analysis of these bacteria based on 16S rRNA sequeno
cing play a critical role in the investigation of local sources of LAB in Iran for the use in food industrial purposes. 

Materials & Methods: Among the isolated bacteria 5 strains which had the higher capability of producing bacteriocin were 
selected. Total genomic DNA was extracted by lysosyme extraction protocol. PCR-mediated amplification was carried out 
by degenerate primers. Sequencing was performed after purification of PCR product.

Results: Isolates were deposited as novel strains of Lactobacillus casei and Entrococcus facium in GenBank.

Conclusion: Because of high potential of local probiotic bacteria in Iran, these strains may be useful and could be used in 
the food industry.

Keywords:  Lactobacillus, Phylogenic analysis, 16S rRNA, Bacteriocin 
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