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   ارزيابيدر  يكيژنت فيلوگرام كاربرد

 CLC bioو  Bioedit يبر نرم افزار ها يهتك با يماريزاب يها يباكتر تنوع 

  يمحل يلبن يدر فرآورده ها
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  چكيده

 دارند پيش در را مسائلي ژنتيك، علم و مولكولي بيولوژي. شوندمي شامل را بيولوژيكي تحقيقات از ايگسترده يحوزه بيوانفورماتيكي، مطالعات امروزه

مختلف،  هاي يتمبا استفاده از  الگور محاسباتي هايروش و هاابزار. بپردازد هابه حل آن اطلاعات اين بردن كار به با تواند مي بيوانفورماتيك دانش كه

- نشان دادن رابطه يها برا يتمالگور يناز مهمتر يكيشوند.  يبه كار گرفته م بيولوژيكي هاييافته يدنكش يرو به تصو اطلاعات اين تحليل و تجزيه براي

 يماريزاب يها يابتدا باكتر اساس اين بر. باشدمي ژنتيكي فيلوگرام مختلف، غذايي محصولات در ميكروبي فلور ژنتيكي تشابه و خويشاوندي ي

آگار و  يلرد با يولتوابسته به كشت ( برد پاركر آگار، و يكمك روش ها به يمحل يو سالمونلا) از فرآورده ها يكل يااورئوس، اشرش يلوكوكوس(استاف

 يي. پس از شناساگيرد مي قرار بررسي موردوالان)  يپل يسرم ها يو آن IMVIC( كاتالاز، كواگولاز،  يوشيمياييب يآگار) و آزمون ها يگلاش-سالمونلا

. در انتها، پس از ودش يها اقدام م يزولها يقدق ييو شناسا ي) نسبت به جداساز16SrRNA( يمولكول روش زبا استفاده ا يماريزاب يها يباكتر يهاول

با كمك دو روش  يماريزاب يها يباكتر ژنتيكي يلوگرامف CLC bioو  Bioedit يها افزار نرماستفاده از  با ها، زولهاي يو اصلاح توال يينتع

UPGMA  وNeighbor Joining  گيرد مي قرار يابيارز مورد.  

  محلي لبني هاي فرآورده ،CLC bio، Bioedit يماريزا،ب يها يباكتر ژنتيكي، گرام فيلو:  واژگان كليد

  مقدمه

 در را مسائلي ژنتيك علم و مولكولي بيولوژي. دربردارند را بيولوژي تحقيقات از گستردهاي ي حوزه بيوانفورماتيكي مطالعات امروزه

 جهت كه هايي ابزار ترين مهم از يكي .)1( بپردازد آنها حل به اطلاعات، اين بردن بكار با تواند مي بيوانفورماتيك دانش كه دارند پيش

 گرفته كار به غذايي محصولات در ميكروبي ژنتيكي تشابهات جمله از بيولوژيكي هاي يافته كشيدن تصوير به و اطلاعات تحليل و تجزيه

 شده بدل جهان هاي كشور در مهمي  نگراني به آلوده، غذاهاي از ناشي هاي بيماري ديگر سوي از. باشد مي ژنتيكي فيلوگرام شود، مي

 رنج ها  ميكروارگانيسم به آلوده موادغذايي مصرف از ناشي هاي بيماري از صنعتي هاي كشور در مردم از درصد سي حدود هرساله ..است

 سهم پاستوريزاسيون، نظير  بخش ايمني هاي فرآيند از برخورداري عدم دليل به سنتي و بومي  هاي فرآورده ميان اين در كه برند مي

  .)3(دهند مي اختصاص خود به را اي عمده
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 و  ژنتيكي فيلوگرام تهيه  منظور به   لبني هاي فرآورده از پاتوژن هاي  ميكروارگانيسم ايزولاسيون فرآيند  مروري، تحقيق اين در

  . گيرد مي قرار ارزيابي مورد  ها آن بين در خويشاوندي روابط  تفسير

  ها روش و مواد

 Brain-hearthو  Modified Giolitti and Cantoni Broth(GCB))(BPA Baird Praker Agar,يكشت ها يها يطمح

Infusion Broth (BHIB) كشت هايمحيط ،1مثبت كواگولاز هاي اورئوس استافيلوكوكوس شناسايي و جداسازي براي Violet Red 

Bile Agar (VRB) و Lactose Bile Brilliant Green Broth(LBG) و كلي اشرشيا جمله از ها كليفرم شناسايي و جداسازي براي 

  ).5( گيرد مي قرار استفاده موردسالمونلا  شناسايي و جداسازي براي Salmonella-shigella Agar (SSA) كشت محيط

 تلوريت و مرغ تخم زرده  امولوسيون از  پاركر برد كشت محيط سطح بر استافيلوكوكي سياه هاي كلني تشخيص و شناسايي  جهت

  استفاده شد. يكل يااشرش ييبه منظور شناسا IMVIC آزمايش  از همچنين. شد استفاده حجمي -حجمي%  5 ميزان به پتاسيم

  اورئوس استافيلوكوكوس جداسازي و تشخيص

 ي شده اصلاح آبگوشت كشت محيط ليتر ميلي 10 به را ها فرآورده ساير از گرم يك يا مايع، لبني ي فرآورده از ليتر ميلي يك

 مي استريل محيط به را شده استريل 22/0 فيلتر توسط كه% 1 پتاسيم تلوريت محلول سي سي يك و كنيم مي اضافه كانتوني و جيوليتي

 مي اضافه كشت محيط به اي گونه به است، رسيده سلسيوس درجه 47 تا 44 دماي به كه را پارافين يا آگار محلول دقت به و افزاييم

 استفاده نيز 2هوازي بي گرمخانه يا جار از توان مي جايگزين روش عنوان به. شود پوشانده كاملا شده تلقيح كشت محيط سطح تا كنيم

  ).5( نمود

شود.  يمناسب رقت ساز يكنده  يقبا رق يستيخود با يتبا توجه به ماه يهر محصول محل ياكره و  ي،محل يرتازه، ماست، پن شير

 به پپتونه آب ياو  يمسد يتراتتوان از س يكره م ي% و برا2 يمسد يتراتاز س يرپن يبرا يزيولوژي،و ماست از سرم ف يرش يمنظور برا ينبد

 يگراددرجه سانت 37 يساعت در دما 24ها را به مدت  لوله. نمود استفاده يو آب ينمودن فاز روغن يفيهجهت امولس 340تويين همراه

 پليت سطح بر آنس توسط آنشد از  يجاددر آن ا ياهرسوب س يارنگ شد  ياهشده س يحكشت تلق يط. اگر محيمكن يم يگرمخانه گذار

 يم يبه آن افزوده شده است، كشت خط يمپتاس يتتلور - زرده تخم مرغ يون% از امولوس5 ميزان به كه پاركر -برد كشت محيط حاوي

  ).5( يمده

 مشخصات نظر از ها پرگنه سپس  گذاري علامت كرده رشد  هاي كلني ها، پرگنه شدن ظاهر و گذاري گرمخانه پايان از پس

 كروي،( شكل و) مقعر و محدب صاف، (برآمدگي ،)عمقي يا سطحي( گرفتن قرار محل قطر، رنگ،(  ظاهري هاي ويژگي و مورفولوژيكي

  ).4( گيرند مي قرار بررسي مورد) خورده چين و بيضوي

 ميلي 5/2 تا 5/1 قطر و گذاري گرمخانه ساعت 24 از پس متر ميلي 5/1 تا 1 قطر با(  محدب و براق خاكستري يا سياه هاي كلني  

 استافيلوكوكس بعنوان باشند، شده كدر جزئي صورت به است ممكن كه شفاف هاله با) گذاري گرمخانه ساعت 48 زمان مدت از پس متر

  . شوند مي انتخاب اورئوس

  كوآگولاز تست

به  يوسدرجه سلس 37 يدما در يو گرمخانه گذار  BHIBكشت  يطمح يحاو يبه داخل لوله ها رنگ سياه هاي كلني يحاز تلق پس 

ساعت  4- 6  از پس لخته تشكيل صورتشود. در  يم يابيارز خرگوش پلاسمايمقابل  در شده ياد سوسپانسيونساعت   واكنش  24مدت 

  ).7( شود يكواگولاز مثبت در نظر گرفته م يشآزما يگرمخانه گذار

  ها كليفرم جداسازي و تشخيص

 در ساعت 24 مدت به گذاري گرمخانه از پس.پذيرد مي انجام  VRB كشت محيط از استفاده با و 4آميخته صورت به ها كليفرم كشت

 گرمخانه از پس گاز، توليد. شود مي منتقل دورهام لوله حاوي  LBG كشت محيط به  قرمز هاله با هاي پرگنه سانتيگراد درجه 30

  ).7( نمايد مي محرز  را نمونه در كليفرم وجود گذاري

                                                             
1  -coagulase positive 
2 -Incubator under anaerobic 
3 -Tween 40 
4  -pour plate 
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1آزمون
IMVIC   

  )2. (شود مي استفاده IMVICآزمون از)  انتروباكتر از كلي اشرشيا( ها كليفرم تشخيص و جداسازي براي

  ها كليفرم شناسايي جهت IMVIC آزمون: 1 جدول

 پروسكوار ووگس  )MR( رد متيل  )I( ايندول  

)VP(  

  )C( سيترات

  -   -   +  +  كلي اشرشيا

  +  +  -   -   آئروژنس انتروباكتر

  سالمونلا جداسازي و تشخيص

 لاكتوز، شامل محيط اين باشد مي SSAمحيط كلي، اشرشيا و شيگلا سالمونلا، جداسازي براي مناسب كشت هاي محيط از يكي 

 صورتي، رنگ به هايي كلني  لاكتوز تخمير با  كلي اشرشيا زير شكل اساس بر. باشد مي خنثي قرمز و سيترات فريك صفراوي، هاي نمك

 عدم و هيدروژن سولفيد توليد عدم با  شيگلا وجنس   سياه هاي كلني هيدروژن سولفيد توليدگاز و  لاكتوز تخمير عدم با  سالمونلا

  ).5د (كن مي ايجاد كشت محيط اين در رنگ بي هايي كلني لاكتوز تخمير

  

-Salmonnellaكشت محيط در  شيگلا جنس هاي كلني -c.  سالمونلا جنس هاي كلني - b. كلي اشرشيا هاي كلني - a:  1 شكل

Shigella   

   16S rRNA  ژن ناحيه تكثير و باكتريايي يها يهجدا  از DNA استخراج

 مولكولي هاي آزمايش تحت گونه و جنس دقيق تعيين براي شوند مي انتخاب بيوشيميايي آزمونهاي نتايج اساس بر كه هايي جدايه 

 پرايمرهاي از استفاده با PCR واكنش )كيت از استفاده يا(جوشاندن  باكتري DNA استخراج  از منظورپس اين به..گيرند مي قرار

universal )27F( 16  ناحيه تكثير جهتS rRNA  پذيرد مي انجام.  

  

   Multialignmentو انجام  توالي تعيين

                                                             
1 - Indol-Methyl Red- Voges proskuer-Citrat 
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 يتوال ينشمورد استفاده اقدام و سپس با گز يتوال يرايش)، ابتدا نسبت به و Macrogenشده ( يرتكث يهناح يتوال يينپس از انجام تع 

مرجع مورد  يها يكروارگانيسمو م ييمورد شناسا يها يكروارگانيسمشده از م يرتكث يعدم تشابه توال يامرجع از بانك ژن تشابه  يها

قادر  ClustalW Multiple Alignmentبا كمك روش CLC bioو  Bioedit افزارهاي نرم كه است ذكر به. لازم يردگ يقرار م يسهمقا

 يباكتر 7 با ليقوان پنير از شده جدا يلوكوكوساستاف يدو باكتر يراساس در  جدول ز ين. بر ابود خواهند مقايسه اين انجام به

 يباكتر ينب يزتما يجادعوامل ا رعايت مرجع باكتري انتخاب در اهميت حائزقرار گرفته است.  نكته  يسهمرجع مورد مقا يلوكوكوساستاف

 ييمنجر به شناسا  يگونه طبقه بند ينباشد. ا يم يطيمح يطمقاومت به شرا يزانو م يماريزاييب يتقابل ي،مختلف مثل منشاء باكتر يها

  خواهد شد.  ييجدا شده از ماده غذا يباكتر يقدق يو طبقه بند

  

  )يلوكوكوس(استافمرجع و شده شناسايي هاي ميكروارگانيسم گونه و جنس: 2جدول

  بارز مشخصه  استافيلوكوكوس باكتري گونه و جنس  رديف

1  Staphylococcus hominis  بيماران در عفونت ودر پوست  يماريب يجادا عامل  )يقوان(ل  

2  Staphylococcus epidermidis انسان پوست بيماريزاي غير و طبيعي فلور  )يقوان(ل  

3  Staphylococcus saprophyticus  ادراري مجاري در عفونت كننده ايجاد  

4  Staphylococcus lugdunensis  حاد هاي عفونت از شده جدا و پوست روي موجود  

5  Staphylococcus lentus  محيطي فلور - رافينوز قند مصرف به قادر  

6  Staphylococcus lutrae  يطيفلور مح -(سمور)  وحشي حيوانات روي موجود  

7  Staphylococcus aureus  انسان در استافيلوكوكال مسموميت ايجاد عامل  

8  Staphylococcus simiae  محيطي فلور -)يمون(م وحشي حيوانات روي موجود  

9  Uncultured Staphylococcus  كشت قابل غير استافيلوكوكوس  

  

  

  ) Phylogenetic tree( ها باكتري ژنتيكي خويشاوندي درخت تهيه

وبا كمك دو روش  CLCbioو  Bioedit ينرم افزارها از استفاده با ها ميكروارگانيسم شده ويرايش هاي توالي مقايسهاز  پس

UPGMA  وNeighbor Joining Method  يرز شكلها اقدام خواهد شد.  يباكتر يكيژنت يشاونديدرخت خو يهبه ته نسبت 

Phylogenetic tree يلوكوكوساستاف يرباشد. بر اساس شكل ز يم 2موجود در جدول  يلوكوكوساستاف يها يباكتر يسهحاصل از مقا 

شباهت را به  يشترينب يب) به ترت Staphylococcus epidermidisو  Staphylococcus hominis( يقوانل يرشده از پن يزولها يها

Staphylococcus saprophyticus  وUncultured Staphylococcus جدايه دو گرفت نتيجه وانت مي اساس ايندارد. بر 

 يبهداشت عموم يتو رعا يرپن يدتول ينددر فرآ بهينه شرايط اعمال و بوده آميز مخاطره حدودي تا ليقوان پنير در موجود استافيلوكوكال

  رسد. يبه نظ م يضرور

  

 

 
 

  

  

  

  

  

   

  

  

  

  مرجع هاي استافيلوكوكس و ليقوان پنير استافيلوكوكال هاي جدايه ژنتيكي فيلوگرام: 2شكل



439 

 

  

  

  

  منابع

[1]Caruana, R.,2008. A Non-Parametric EM-Style Algorithm for Imputing Missing Values. BMC 

Bioinformatics, 9(252). doi:10.1186/1471-2105-9-252. 

[2]Harrigan W.F. 1998. Laboratory Methods in Food Microbiology. Academic Press: London, 100-118, 343-

348. 

[3].Albenzio, M., Corbo, M.R., Rehman, U.S., Fox, P.F., de Angelis, M., Corsetti, A., Sevi, A., Gobbetti, M., 

2001. Microbiological and biochemical characteristics of Canestrato Pugliese cheese made from raw milk, 

pasteurized milk or by heating the curd in hot whey. International Journal of Food Microbiology 67, 35–48. 

[4]Ayad, E.H.E., Verheul, A., Engels, W.J., Wouters, J.T., Smit, G., 2001. Enhanced flavor formation by 

combination of selected lactococci from industrial and artisanal origin with focus on completion of a metabolic 

pathway. Journal of Applied Micriobiology 90, 59–67. 

[5]Cocolin, L., Aggio, D., Manzano, M., Cantoni, C., Comi, G., 2002. An application of PCRDGGE analysis to 

profile the yeast populations in raw milk. International Dairy Journal 12, 407–411. 

[6]Cogan, T.M., Barbosa, M., Beuvier, E., Bianchi-Salvadori, S., Cocconcelli, P.S., Fernandes, I., Gómez, J., 

Gómez, R., Kalantzopoulos, G., Lledda, A., Medina, M., Rea, M.C., 

[7].Rodríguez, E., 1997. Characterization of the lactic acid bacteria in artisan dairy products. Journal of Dairy 

Research 64, 409–421. 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 


	Ghiamati4
	Ghiamati2

