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  دهیچک
هاي یکی از مفیدترین گونه) lactobacillus acidophilus(باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

ک در محصولات لبنی مانند ماست، شیر یوتیسم پروبیکرواورگانیک میباشد که به عنوان لاکتوباسیلوس می
هاي بومی  سویهقیتحقدر این . شودیده میر روده انسان دیانداران نظ از دستگاه گوارش پستییهاو بخش

به منظور . دیهاي منطقه شهر بابک کرمان جداسازي گرد نمونه از ماست20لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس از 
شناسایی این باکتري از روشهاي غیر ملکولی شامل بررسی رشد در دماهاي مختلف، بررسی حساسیت یا 

همراه روش ه هاي آنتی بیوتیک و بررسی رفتارهاي رشدي نسبت به تخمیر قندها، بیسکمقاومت به د
 جدایه 12با استفاده از این آزمایشات .  استفاده گردید 16S rRNAملکولی تکثیر توالی جزئی ژن

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس خالص سازي گردید که نتایج بدست آمده از آنها با خصوصیات ذکر شده در 
این اولین گزارش . و نمونه شاهد مثبت مطابقت داشت  باکتري شناسی سیستماتیک روشهاي برگیکتاب
  .باشدیهاي بومی شهر بابک کرمان مهاي لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس از ماست از جداسازي جدایهيکشور

 .16S rRNAو، یلوس، گرم مثبت، هموفرمنتاتیدوفیلوس اسی لاکتوباس:يدیکلمات کل
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  مقدمه
اکتریهاي پروبیوتیک به ب

شود میکروارگانیسمهاي زنده و فعالی گفته می
اساساً (که با استقرار در بخشهاي مختلف بدن 

و عمدتاً از طریق حفظ و توازن فلور ) روده
میکروبی روده در برگیرنده خواص سلامت 

باکتري لاکتوباسیلوس . بخش براي میزبان هستند
روبیوتیک هاي پاسیدوفیلوس از جمله باکتري

 از 1900ن بار در سال ی اوليبراباشد که می
 داراي  این باکتري.شدمدفوع نوزادان جداسازي 

 با اي شکلمیله، گرم مثبتخصوصیاتی مانند 
بدون تولید اسپور و ، غیر متحرك گرد، يانتها

شتر در محصولات لبنی یبوده که بکاتالاز منفی 
تگاه  از دسییها و بخشری، پنمانند ماست، شیر

ن یر روده انسان و همچنیگوارش پستانداران نظ
 مزبور از جمله يباکتر .شودیده می دیحفره دهان

 ،ر قندیخمتو بوده که از ی هموفرمنتاتيهایباکتر
 ;Ganesh, 2006).کندید میک تولید لاکتیتنها اس

Williams, 1986) ر ی غیی شناسايهاروش
 تی همانند قابلییتهای محدودي دارایملکول

ن ین و قدرت فرق گذاشتن کم بیی پايریتکرارپذ
 با این وجود هنوز مود استفاده .باشندیها مهیسو

 Pourahmad et al ،طور مثاله ب. قرار می گیرند
 هاي شناسایی غیر  بر اساس روش(2004)
 از نمونه هاي ماست استان گیلان و ملکولی

 سویه لاکتوباسیلوس 3  و2گلپایگان به ترتیب 
ی نمودند که همگی بسیار ریز، کم شناسای

به منظور  .دراز بودند باریک ورنگ،میله اي 
موجود در خانواده  يهایقتر باکتری دقییشناسا

 ملکولی  توان از روش میلوسیدوفیاسباکتریایی 
 تکثیر وRAPD-PCR ، DGGE1همچون روش 

 در تحقیقی .استفاده کرد  ریبوزمیRNAژن 
Kefili et al  (2010)فاده از دو روش با است
RAPD-PCR و DGGE تغییرات جمعیتی 

لاکتوباسیلوس هاي پنیر سنتی لیقوان را بررسی 
 يها گونهی ژنيهایسه توالیمقا .نمودند

، 16S rRNA نشان داده است که ژن ییایباکتر
 ی محصولات لبنییای باکتريهان انواع گونهیب

  V1-V3 از ی منطقه متنوعيحفظ شده و دارا
 در سطح گونه ي باکترییبه منظور شناسابوده که 

با توجه به .  (Denis et al., 2002)رود یبکار م
  مورد استفاده دريها مشکوندر که این

د یمنظور توله که ب منطقه شهر بابک يروستاها
 يرد باکتریگمی مورد استفاده قرار یماست محل

گر مناطق ی نسبت به ديشتریلوس بیلاکتوباس
هاي ماست این نمونه از د دارداستان کرمان وجو

هدف از  منطقه در این تحقیق استفاده گردید که
 يهاهی سويق جداسارین تحقیانجام ا
 ماست يهااز نمونهاسیدوفیلوس لوس یلاکتوباس

   باشدمیشهر بابک 
  ها مواد و روش

 يح روی ماست و تلقيها  نمونهيق سازیرق
  MRS-2Agar ط کشتیمح

از نقاط مختلف  نمونه ماست 20تعداد 
 اطراف منطقه شهر بابک کرمان يشهر و روستاها

                                                

1  Denaturating Gradiant Gel Electerophoresis 
2 De Man,Rogosa and Sharpe 
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جهت   .افتی به آزمایشگاه مربوطه انتقال  وتهیه
 ماست در این ي نمونه هايانجام رقیق ساز

 که رقیق گردیدق از محلول رینگر، استفاده یتحق
هر نمونه براي  10-7 تا رقت ی تدریجيساز

ح  سپس تلقی.(Atlas, 1983)ماست انجام شد
 صورت گرفت،  MRS-Agar محیط کشت يرو

 ساعت 72 مورد نظر به مدت يو محیط کشتها
 در ل در داخل انکوباتوریئروفآکرویدر شرایط م

 ,Hardie)قرار داده شدند ºC 37 درجه حرارت

1986; Kandler, and Weiss, 1986) .  
   گرميزیرنگ آم

ط ی محيروافته یز رشد ی ري هایاز کلن نجایدر ا
MRS-Agar) 10- 10،7-6، 10-4، 10- 3يهارقت( 

 آنها به صورت صاف، براق و يکه شکل ظاهر
ه کامل بوده، به کمک سوزن کشت ی حاشداراي
 انجام تست ي براو شد يل  نمونه برداریاستر

-هب .ش قرار گرفتی گرم مورد آزمايزیرنگ آم
 ي ابتدا از نمونه هايزیمنظور انجام رنگ آم

-MRSط ی محيه روافتی رشد يهایو کلن  ماست

Agar جهت مشاهده  سپس هکرده ی گسترش ته
ب رنگها و ی به ترتاسلایدها در زیر میکروسکوپ

 استون الکل ،لوگول ،ولهیستال ویکر يهامحلول
  .)Naderi-Nasab,1996( ه شدافزودن ی فوشو

  تست کاتالاز
این تست جهت بررسی تولید آنزیم 

 شد که کاتالاز توسط باکتري مورد آزمایش انجام
کلنی مورد نظر را با جهت انجام این تست 

لام بروي استفاده از یک سوزن استریل برداشته و 
 سپس این کلنی با یک .قرار داده شد استریل

معرف ( درصد 3قطره از محلول آب اکسیژنه 
که در ، گردیدبه طور کامل مخلوط ) کاتالاز

صورت تولید حباب روي اسلاید میکروسکوپی 
ت که این باکتري توانایی تولید آنزیم توان گفمی

 باشد میمثبتته و کاتالاز شکاتالاز را دا
)Naderi-Nasab,1996(.  

 يمورد نظر و انتقال رو ی کلنيخالص ساز
  MRS-Sorbitol-Agarکشت محیط 

از باکتریهاي  ییهاین مرحله کلنیدر ا
گرام مثبت و کاتالاز منفی که در مراحل قبل 

 MRS-Agarبروي محیط شناسایی شده بودند 
سپس محیط . برده شده و خالص سازي گردیدند

 72، به مدت C° 37 ي در دماکشتهاي مورد نظر
قرار داده شد، که پس ساعت در داخل انکوباتور 

ل یله لوپ استریوسه افته بی رشد يهاکلناز آن 
، MRS-Sorbitol-Agarط کشت ی محيشده رو
 يشدط ریز در شرایط نین محی او هبرده شد

 قرار داده شدمورد نظر در داخل انکوباتور 
(Hardie, 1986; Kandler, and Weiss, 1986). 

  محیط کشت يکشت نمونه شاهد مثبت رو

MRS-Sorbitol-Agar  
 از کپسول تجاري تحقیقدر این 

 که پس از فعال سازي .اسیدوفیلوس استفاده شد
ها هاي موجود در کپسول، این باکتريباکتري

 رشد  MRS-Sorbitol-Agarط کشتروي محی
داده شده و باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
خالص سازي گردید که این باکتري به عنوان 
نمونه شاهد مثبت در طول انجام تحقیق مورد 
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 ,Hardie, 1986; Kandler) استفاده قرار گرفت

and Weiss, 1986)  .  
    مختلفي رشد در دماهاییتوانا

افته ی رشد يهایتدا کلنش ابین آزمایدر ا
 MRS-Sorbitol-Agarط کشت ی محيرو
لوس ی لاکتوباسیط کشت اختصاصیمح(

ر کشت یمجدداً ز) یلوس و کازئیدوفیاس
ح شده در داخل ی تلقيهاط کشتیمح. نددیگرد

 C° 45 و انکوباتور C° 15خچال دار یانکوباتور 
 ساعت 72ل به مدت یکروآئروفیط میو در شرا

زم به ذکر است که نمونه شاهد لا.  شدينگهدار
 یط کشت اختصاصی محيح شده رویمثبت تلق

  قرار داده شدC° 45 و C° 15 يز در دماین
)Pourahmad, 2004(.  

 ک یوتی بیا مقاومت به آنتیت یش حساسیآزما

 يهايح باکترین مرحله به منظور تلقیدر ا
، از MRS-Agarکشت  طی محيمورد نظر رو

  جهت.ل استفاده شدی استری چوبيهاسوآب
 يخالص ساز لوس ویدوفی اسي باکترییشناسا

-له سوآبیها بوسین کلنیا  مورد نظر،يهایکلن

ط کشت ی محيل برداشته شده و روی استريها
MRS-Agarن کار با استفاده یپس از ا. ، برده شد
 ،ک موجودیوتی بی آنتيهاسکیل دیاز پنس استر

 گذاشته ،يح شده با باکتریط کشت تلقی محيرو
 ی آنتيهاسکین تست از دی انجام ايبرا   .شد

 و 3نیلی سی، آمپ2نیسی، ژنتاما1نیسیک کانامایوتیب

                                                

1- Kanamaicin 
2- Gentamycin 
3- Ampicilin  

ن یپس از گذاشتن ا. ، استفاده شد4نیسفالوت
ه یط کشت مورد نظر، کلی محيها روسکید

 مورد نظر قرار يط رشدیها در شراط کشتیمح
 Johnson et al.,1987; Marisa et (ندداده شد

al., 1982( .  
   )قندها(دراتها یر کربوهیتخمش یآزما

به  نمونه قند 17ش از ین آزمایدر ا
، 7نی، اسکول6وزی، سلوب5نیجدالیآمنامهاي 

فروکتوز، گالاکتوز، گلوکز، لاکتوز، مانوز، 
نوز، یتول، سوکروز، آرابین، سوربیسیسال

بوز استفاده یتول، رامنوز و ری، مان8گلوکونات
 مورد نظر با استفاده از روش يا ابتدا قنده.دیگرد

ط ی به مح و سپسنددیل گردیون استریلتراسیف
 اضافه شده و Phenol Red Broth Baseکشت 

ن ی مورد نظر به درون ايهايپس از آن باکتر
 انجام تست جهت شدند  دادهحیط کشت تلقیمح
 يهاط کشتها لولهین محید گاز به درون ایتول

بطور  ه بودندل شدیدورهام که از قبل استر
ها اضافه ط کشتین محیدرون اه وارونه ب

 مورد نظر به مدت يهاط کشتی و محنددیگرد
 ندقرار داده شد ºC37  روز در انکوباتور 5 تا 3
)Pourahmad, 2004(.  

   16S rRNA  ژنی جزئیر توالیتکث
 يمرهای از پراین قطعه ژنیر ایجهت تکث

 PIB16 یاختصاص
                                                

4- Cephalotin 
5- Amigdalin    
6 - Cellobiose 
7 - Esculin 
8 - Gloconate 
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)AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3`َ5(  و
MIB16 

)´GGCTGCTGGCACGTAGTTAG3َ5( 

 با مرحله اي پلیمرازواکنش زنجیرهد یاستفاده گرد
 ºC 94  دقیقه در5ناتوراسیون اولیه به مدت د
)(Hot star سیکل 35 آغاز گردید و با انجام 

به مدت  ºC 55 ثانیه، 15  به مدتºC 94(متوالی 
 ºCو در پایان )  دقیقه1 به مدت ºC 72 ، ثانیه15
  آنپس از .به اتمام رسید دقیقه 10به مدت  72

به منظور شناسایی باکتري مورد نظر در سطح 
هاي حاصل الکتروفورز گونه فراورده

  .  (Denis et al., 2002)گردیدند
  ج و بحثینتا

ــی ــازي کلن ــالص س ــاي خ ــیلوس ه لاکتوباس
  و انتقـال روي محـیط کـشت    اسـیدوفیلوس 

MRS-Sorbotol-Agar 
هـاي تهیـه    یکروسکوپی نمونه  م یبررسبا  

-MRSهاي رشد یافته روي محـیط       شده از کلنی  

Agar، 46 شـد  يلوس جداساز یه لاکتوباس ی جدا . 
 گرم مشخص کرد کـه      يزیش رنگ آم  یج آزما ینتا

هـاي گـرم مثبـت میلـه        ها باسـیل  هین جدا یهمه ا 
باشـند کـه    شکل با انتهاي گرد و فاقد اسپور مـی        

. ر آمدنـد   بـه رنـگ بـنفش د       يزی ـپس از رنگ آم   
ز یش کاتالاز ن  یج بدست آمده از آزما    یان نت یهمچن

هـا کاتـالاز منفـی    نشان داد که همگی این جدایـه  
 ـباشند و قادر به تجز  می ژنه و یه کـردن آب اکـس  ی
کـه  ،  کروسـکوپ نبودنـد   یر م ی ـد حباب در ز   یتول
 يات بـاکتر یج بدست آمده کاملاً بـا خـصوص      ینتا

ــ ــت یلاکتوباس ــت داش ــشی .لوس مطابق  در پژوه

(2000) Shah ، را بـراي  اي سـاده  انتخابی روش
جداسازي بـاکتري لاکتوباسـیلوس اسـیدوفیلوس      

هـــاي طبیعـــی ماســـت و در حـــضور بـــاکتري
بیفیـدوباکتریوم بـر اســاس تخمیـر قنـد پیــشنهاد     

این دانشمند مشخص کرد که روي محیط       . کردند
ــشت  ــا MRS-Sorbitol-Agarکــ -Agar و یــ

MRS-Salicin  کتوباسـیلوس  هـاي لا  ، تنها باکتري
-اسیدوفیلوس و لاکتوباسیلوس کازئی رشـد مـی       

هـا بـا رشـد روي ایـن محـیط           این بـاکتري  . کنند
هـا، قنــد سالیـسین و سـوربیتول را مــورد    کـشت 

هـاي  استفاده قرار داده و روي محیط کشت کلنی       
 بـدین ترتیـب   . کننـد واضح و بزرگی را ایجاد می     
 هاي مورد ها باکتري بابکارگیري این محیط کشت   

 ی بررس).Shah, 2000( نظر خالص سازي گردید
روي رشـد یافتـه     هاي  کلنیاز  ج بدست آمده    ینتا

 مـشخص   MRS-Sorbotol-Agar محیط کـشت  
 23 جدایه خالص سازي شـده       46کرد که از بین     

همراه نمونه شاهد مثبت توانستند روي      ه  جدایه ب 
. ، رشد کنند  MRS-Sorbotol-Agarمحیط کشت   

 ـ ا هبیان داشـت ک ـ   توان  یم  يهـا بـاکتر  هی ـن جدای
ــ ــیلاکتوباس ــیدوفیلوس اس لوس یلوس و لاکتوباس

بـــه منظـــور جداســـازي  .باشـــندی مـــیکـــازئ
لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس از لاکتوباســیلوس 

هایی همانند توانایی رشـد  توان از تست کازئی می 
یا مقاومـت   در دماهاي مختلف، تست حساسیت      

 ـ     ه به آنتی بیوتیک، تست تخمیر قند، حـساسیت ب
 و فعالیـت   Oxgall درصـد 2/0لیزوزیم، رشد در 

آنزیم بتاگالاکتوزیداز نیز استفاده کرد کـه در ایـن        
 تــــست اول بـــراي شناســــایی  3ق از یــ ـتحق
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ــد   ــتفاده گردی ــیدوفیلوس اس ــیلوس اس  لاکتوباس
(Johnson et al., 1987; Wheater, 1955).   

 هاي مختلفتوانایی رشد در دمانتایج بررسی 

ســیلوس اســیدوفیلوس  بــاکتري لاکتوبا
بهتـرین رشــد را در شــرایط میکروآئروفیــل و در  

ایـن  .  سـاعت دارد 72بـه مـدت   ,  ºC37 دمـاي  
 در بـوده  ºC45  رشـد در دمـاي   قادر بـه باکتري 

 . را نـدارد ºC15  رشد در دماي تواناییحالی که 
هــاي بــاکتري لاکتوباســیلوس کــازئی نیــز رفتــار
از خود  رشدي متفاوتی را نسبت به اسیدوفیلوس       

 .(Lorca and De Valdez, 1998)دهـد نشان مـی 
هاي رشد یافته روي محـیط      جدایه تحقیق   در این 

کشت اختصاصی مورد آزمایش قرار گرفـت کـه         
ن ی نشان داد که از ب     1نتایج بدست آمده در شکل      

 جدایـه توانــستند در  13افتـه،  ی جدایـه رشـد   23
رشـد کننـد ولـی قـادر بـه رشـد در        ºC45 دماي
هاي نوع ها جدایه این جدایه. نبودندºC  15دماي

A   نـوع  يهـا هی ـز جدا یمانده ن یه باق ی جدا 10و B 
ج یمشخص شد که نتا    همچنین. گردید گذارينام

ج ی بـا نتـا  A نوع يهاهی در مورد جدا  بدست آمده 
لوس کـاملاً  یدوفی اس ـيمورد انتظار در مورد باکتر 

  نـوع  يهـا هی ـ کـه جدا ی در حالمطابقت داشت

Bنـوع  يهـا هی ـکاملاً بـرعکس جدا    يرفتار  A  را 
 جهـت انجـام     A نـوع    يهـا هی ـجدا .نشان دادنـد  

لازم  مورد استفاده قـرار گرفتنـد        يشات بعد یآزما
به ذکر است که نمونـه شـاهد مثبـت نیـز رفتـار              

 ºC45  در دمـاي Aهاي نـوع  رشدي مشابه جدایه
  . از خود نشان دادºC15  و

  

    
 (B ))ب (A)) الف

 
هاي لاکتوباسیلوس و انتقال روي محیط کشت اختصاصی در دماي سازي جدایه خالص -1شکل 

C°45هاي رشد یافته روي محیط جدایه )ب .هاي لاکتوباسیلوس و نمونه شاهد مثبتجدایه )، الف
  . به همراه نمونه شاهد مثبتA)نوع ( C ° 45اختصاصی در دماي کشت

Figure 1- Isolation of Lactobacillus isolates on specific medium at 45C. A) Lactobacillus 
isolates and positive control. B) Growth of Lactobacillus isolates and positive control on 
specific medium. 
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 یا مقاومت به آنتی حساسیت یبررسنتایج 
 ک یوتیب

هاي لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس باکتري
، 1ی بیوتیک نئومایسینهاي آنتنسبت به دیسک

 نیلی  و، کانامایسین، ژنتامایسین2پلی میکسین
 ممانعت از  مقاوم بوده و هاله3دیکسیک اسید

 در حالی که نسبت به ،کنندنمی  ایجادرشد
 مانند ریفامایسین، یتیکبیوهاي آنتی دیسک

، پنی سیلین و آمپی سیلین 4سفالوتین، نووبیوسین
-تولید می  ممانعت از رشدحساس بوده و هاله

هاي آنتی بیوتیکی نسبت به دیسکهمچنین  .کنند
 و اکسی 6، تتراساکلین5مانند استرپتوماسین

 دهند واکنش متغییري را نشان می7تتراساکلین
)Johnson et al.,1987; Marisa et al., 1982.( 

ا یت و یشات حساسینتایج بدست آمده از آزما
، 2ک در شکل یوتی بی آنتيهاسکیمقاومت به د

، نسبت به Aهاي نوع نشان داد که جدایه
هاي آنتی بیوتیک ژنتامایسین و کانامایسین دیسک
جاد نکردند ولی ی اياچ گونه هالهیو هبوده مقاوم 

هاي آنتی بیوتیک آمپی سیلین و نسبت به دیسک
 . کردندتولیدو هاله بوده ژنتامایسین حساس 

فتار را نسبت به نمونه شاهد مثبت نیز همین ر
 این در حالی .هاي آنتی بیوتیک نشان داددیسک

 کاملاً  B نوعيهاهی جداي رشديبود که رفتارها

                                                

1-Neomycin 
2- Polymyxin 
3- Nalidixic acid 
4 - Novobiocin 
5- Streptomycin 
6- Tetracycline 
7- Oxi tetracycline 

 و نمونه شاهد مثبت A نوع يهاهیمتفاوت با جدا
ج بدست آمده در یبود و مشخص شد که نتا

، باخصوصیات باکتري A نوع يه هایمورد جدا
 .ابقت داردلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس  کاملاً مط

(2011) Natt and Garcha مشاهده نمودند که 
L. acidophilus NCDC291 نتی بیوتیک آ به

هاي آمپی سیلین، اریترومایسین، استرپتومایسین، 
وانکومایسن، پنی سیلین، کلرامفنیکول و 

 Ocana et al (2006).تتراسیکلین حساس بود
 پیدا نمودند که L. acidophilusاسترین هایی از 

  .ه وانکومایسین حساس بودندب
  نتایج بررسی تخمیر قند

باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس قادر به     
تخمیــر قنــدهایی هماننــد آمیجــدالین، ســلوبیوز، 
اسکولین، فروکتـوز، گـالاکتوز، گلـوکز، لاکتـوز،         
مالتوز، مـانوز، سالیـسین، سـوکروز و سـوربیتول        

در نتیجه بـا تخمیـر   ). Williams, 1986(باشدمی
ها رنـگ محـیط کـشت از قرمـز بـه زرد             این قند 

در حالی که این باکتري قـادر بـه         . شودتبدیل می 
ــات،    ــوز، گلوکون ــد آرابین ــدهایی مانن ــر قن تخمی

توانـد رنـگ    مانیتول، رامنوز و ریبوز نبوده و نمی      
نتایج بدست آمـده در     . محیط کشت را تغییر دهد    

، Aهـاي نـوع  دهـد کـه جدایـه    نشان مـی   3شکل  
ــاري مـ ـ ــاکتريرفت ــیلوس  شابه ب ــاي لاکتوباس ه

اسیدوفیلوس را نشان دادند که نتایج بدست آمده        
با نتایج حاصـل از آزمـایش تخمیـر قنـد نمونـه             

ــاهد  ــت شـ ــت .مثبـ ــت داشـ ــاملاً مطابقـ . کـ
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  (C)) ج (B ))ب  (A)) الف

  
 .یوتیکهاي مورد نظر و نمونه شاهد مثبت نسبت به دیسکهاي آنتی ب حساسیت پذیري جدایه-2شکل 

هاي آنتی بیوتیک آمپی سیلین و ژنتامایسین حساس بوده و  که نسبت به دیسکA هاي نوع جدایه )الف
.  هاي آنتی بیوتیک نشان دادنمونه شاهد مثبت نیز همین رفتار را نسبت به دیسک. هاله تولید کردند

  . شاهد مثبتنمونه)  که رفتار نامشابه با کنترل مثبت داشتند  جB هاي نوع جدایه) ب
  

Figure 2- susceptibility of investigated isolates and positive control to antibiotic disks. 
A) Isolates A showed susceptibility to ampicilin and gentamicin as it is existed in 
positive control sample. B) Isolate B which showed different effect from positive 
control. C) positive control. 

.  
  
  

  
  

  .A  هاي نوع نتایج تست تخمیر قند بدست آمده از جدایه-3شکل 
Figure 3- Result of carbohydrates fermentation of isolates A. 
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 نیـز  Bهاي نوع نتایج بدست آمده از جدایه    
 و نمونـه    Aهـاي نـوع     با نتایج حاصل از جدایـه     

 در پژوهـشی  .هد مثبـت کـاملاً متفـاوت بـود    شـا 
(2006) Barrangou et al  نشان دادند که باکتري

 قادر بـه    1(NCFM)لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس   
ــالاکتوز،   ــوز، گ ــد فروکت ــدهایی همانن ــر قن تخمی
گلــوکز، ســوکروز، لاکتــوز، ترهــالوز، رافینــوز و 

 .باشدفروکتولیگوساکاریدها می

  Sجزئی ژن تکثیر توالی نتایج بررسی 
rRNA16 خانواده باکتریایی لاکتوباسیلوس 

  اسیدوفیلوس
از  Kullen et al (2002)در پژوهشی 
، به عنوان یک  16S rRNAتکثیر توالی جزئی ژن

روش سریع و مطمئن براي شناسایی باکتریهاي 
موجود در خانواده باکتریایی اسیدوفیلوس 

این دانشمندان ابتدا در طی . استفاده کردند
- هاي اختصاصی باندکمک پرایمره، ب PCRلعم

 جفت باز را بدست آوردند که 500طوله هایی ب
در نیمه اولش مشخص کردند که این قطعه ژنی 

باشد  جفت باز می50داراي منطقه متنوعی بطول 
که براي شناسایی کمپلکس اسیدوفیلوس بکار 

 ی جزئیق از تکثیر توالین تحقیدر ا .رودمی
ر یجه تکثی نتدر.دیستفاده گرد، ا 16S rRNAژن

هاي اختصاصی  پرایمربا استفاده از ین قطعه ژنیا
 جفت باز 500هایی بطول رفت باندیانتظار م

ج ینتا.  درصد مشاهده گردد1 ژل آگارز يرو
دهد که همه ی نشان م4بدست آمده در شکل 

                                                

1 . North Carolina Food microbiology 

ه  ب37ه شماره ی به جز جداA نوع يهاهیجدا
 درصد 1 ژل آگارز يهمراه نمونه شاهد مثبت رو

این  .دادند را ي جفت باز500باً یک باند تقری
 يج مورد انتظار در مورد باکتری با نتانتایج

همچنین توالی جزئی  .منطبق بودلاکتوباسیلوس 
 12جدا شده از جدایه شماره 16S rRNA ژن 

نکته قابل توجه در رابطه با . توالی یابی گردید
 93 یکسانی 12 توالی نوکلئوتیدي جدایه شماره

 درصدي با توالی جزئی ژن 97درصدي و تشابه 
16S rRNAهاي باکتري لاکتوباسیلوس  استرین

اسیدوفیلوس موجود در بانک جهانی ژن 
)NCBI ((2007) .باشدمی Berger et al 

 گونه 16S rRNA توانست با توالی یابی ژن 
 .Lرا از  L. delbrueckii و L. acidophilusهاي 

plantarum، L. sakei و L. salivarius   مجزا و
  .شناسایی نماید
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 با Aهاي نوع ، جدایهs rRNA16 باند حاصل از واکنش زنجیره اي اختصاصی قطعه ژن -4شکل  

  .bp 500طول 
Figure 4- PCR band of partial 16s rRNA gene from Isolates A by use of specific primers 
with 500 bp length.  
 

  
  نتیجه گیري 

در این تحقیق جداسازي باکتري 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس از ماست محلی شهر 
بابک کرمان مورد بررسی قرار گرفت که با توجه 
به نتایج بدست آمده و مقایسه آن با نتایج بدست 
آمده در مورد باکتري لاکتوباسیلوس 

 Bergeys(اسیدوفیلوس توسط دیگر دانشمندان 

et al., 2007(ه  و همچنین مقایسه با نتایج ب
دست آمده از نمونه شاهد مثبت مشخص شد که 

، جداسازي شده از نمونه Aهاي نوع همه جدایه
 37جز جدایه شماره ه هاي شهر بابک کرمان ب

باشند و باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس می

توان گفت که این باکتري در ماستهاي یقیناً می
کرمان وجود دارد و همچنین محلی شهر بابک 

توان این ، نیز می16S rRNAبه کمک تکثیر ژن 
جهت اطمینان از اینکه . باکتري را شناسایی کرد

این باکتریهاي لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
جداسازي شده داراي خصوصیات پروبیوتیکی و 
درمانی ذکر شده هستند باید این باکتریها را در 

در . ن را تکثیر نموددرون روده قرار داده و آ
توان باکتریهاي انجام ادامه این تحقیق نیز می

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس جداسازي شده را از 
نظر قدرت و خواص پروبیوتیکی و درجه مفید 

  .بودنشان مورد مقایسه قرار داد
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ABSTRACT 

Lactobacillus acidophilus bacterium is one of the most useful specieses of 
lactobacillus genus, which can be seen as a probiotic microorganism in dairy products like 
yoghourt, milk and some portions of mammal digestive systems like human intestine. The 
bacterium is positive gram and negative catalaze, and has the best growth in 37 °C during 72 
hours in microaerophil condition. In this research, local strains of Lactobacillus acidophilus 
are dissected from 20 yoghourt samples of Shahr babak city of kerman. In order to identify 
this bacterium from non-molecular methods including growth study in different degrees, 
studying of sensitivity or resistance to antibiotic disks and surveying growth behavior 
regarding to carbohydrate fermentation, As well as molecular methods partial 16S rRNA gene 
sequencing were used. Using these examinations, 12 isolates of Lactobacillus acidophilus 
were extracted, where coincidanced with the positive samples noted in the bergey´s manual of 
systematic bacteriology. This is the first state report for isolation of Lactobacillus acidophilus 
isolates for local yoghourt of Shahr babak city of kerman. 
Key words: Lactobacillus acidophilus, Gram Positive, Homofermentative, 16S rRNA Gene. 

                                                

 Corresponding Author: Sharifi-Sirchi G.R.           Tel: 09131951969             Email: sharifisirchi@yahoo.com  


