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  چکیده
اند، زیرا برخی از این مواد غذایی تحت زا آلوده شدههاي بیماريیزسازوارهبرخی مردم نگران مصرف مواد غذایی ارگانیکی هستند که احتمالا توسط ر

جامعه میکروبی آن  شوند. هدف از این مطالعه ارزیابی کیفیت بهداشتی دوغ گوسفندي از عشایر سومار و شناسایی کلشرایط بهداشتی ضعیف تولید می
براسـاس روش  هـا  نمونه دوغ گوسفندي جدا گردید. ایـن جدایـه   3باکتري اسید لاکتیک از  40باشد. مجموع هاي اسید لاکتیک میخصوص باکتريهب

 ـیابی، و توالی 1492R و  27Fبا پرایمرهاي یونیورسال 16S rRNAتوسط تکثیر ژن مولکولی وابسته به کشت،   Lactobacillus apisصـورت  هب
20% Lactobacillus ultunensi,10% Pediococcus argentinicus, 10%  وLactobacillus delbrueckii 40%   شناسایی گردیدند. ایـن

و  V3کامل شد. نـواحی   16S ribosomal RNAهاي ژن روش مولکولی مستقل از کشت براساس نسل جدید توالی یابی آمپلیکونتوسط شناسایی 
V4  16از ژنS rRNA  پلتفرم تکثیر شد و توسطIllumina MiSeq افـزار  ها با نـرم دادهیابی گردید. این توالیBaseSpace    و بانـک اطلاعـاتی

greengenes 08/94ت صـور یابی در سطح جنس بهآنالیز گردید. جامعه میکروبی دوغ گوسفندي برپایه نسل جدید توالی% Lactobacillus، 07/1% 
Pediococcus، 33/0% Streptococcus، 20/0% Enterococcus، 11/0% Candidatus Blochmannia، 11/0% Alkalibacillus ،

06/0% Cohnella  82/24صـورت  در سـطح گونـه بـه    شناسـایی شـدند.  بندي باکتري غیرقابل طبقه %02/3و% Lactobacillus equicursoris ،
81/51% Lactobacillus delbrueckii، 61/3% Lactobacillus apis ،79/2% Lactobacillus ultunensis، 86/0% Lactobacillus 

taiwanensis ،85/0% Lactobacillus gigeriorum ،42/0% Pediococcus argentinicus شناسایی  بنديباکتري غیرقابل طبقه %64/13 و
تر و بهتر شناخته شد. نتایج نشان داد دوغ گوسفندي عشایر سومار از کیفیـت  یابی در شناسایی تنوع میکروبی دوغ صحیحروش نسل جدید توالی شدند.

 زایی در این محصول شناسایی نگردید.هداشتی برخوردار است اما هیچ باکتري بیماريضعیف ب
  

 یابی، دوغ، گوسفند، عشایرنسل جدید توالی کلیدي: هايواژه
  

   1  مقدمه
هاي ناشی از مصرف محصولات غذایی باتوجه به افزایش بیماري

صنعتی به دلیل استفاده بی رویـه و نامناسـب از رنگهـاي خـوراکی،     
هـاي شـیمیایی،   و سـایر افزودنـی  ها هاي شیمیایی، نگهدارندهاسانس

اند. اغلب مردم تمایل زیادي به مصرف محصولات ارگانیک پیدا کرده
توان از مردم مناطق روستایی و عشایر ساکن در این محصولات را می
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دست آورد. عشایر به دلیل اصرار در حفظ شیوه زنـدگی  دل طبیعت به
تی در زندگی خود بمانند گذشتگان خود، اجازه به ورود تکنولوژي صنع

اند خصوص آداب غذایی خود را حفظ کردهههاي قدیمی بنداده و سنت
ها یافـت.  توان ردپایی از غذاهاي صنعتی در زندگی آنو به ندرت می

ها محصولات لبنـی نظیـر پنیـر،    یکی از محصولات غذایی اصلی آن
باشد. عشایر بسیاري از تولیـدات  ماست، کره، دوغ، کشک و غیره می

برنـد و مـردم سـاکن در    امی و لبنی خود را براي فروش به شهر مید
شهر و همچنین بسیاري مسافران بازدیدکننده از مناطق عشـایري از  

شوند. اما در کنار غنی طرفداران این محصولات ارگانیک محسوب می
هـاي بـومی کشـور و عـدم     هاي لبنی عشایري از سویهبودن فراورده

زگر وارداتی، نگرانی اصـلی مـردم از کیفیـت    هاي آغااستفاده از کشت
باشد. زیرا عشایر بدون اسـتفاده از  پایین بهداشتی این محصولات می

ابزار و تکنولوژي صـنعتی و بـدون رعایـت اسـتانداردهاي بهداشـتی،      
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  کنند.صورت سنتی تولید میمحصولات لبنی خود را به
تخمیري هاي هاي اسیدلاکتیک اهمیت زیادي در فراوردهباکتري

ها منجر به تولید مواد فراّر مـوثر در  هاي متابولیکی آنفعالیت دارند و
توسعه طعم، آروما و بافـت شـده و همچنـین باعـث افـزایش زمـان       

برخی  .(Khedid et al., 2009)شوند هاي لبنی میماندگاري فراورده
تواننـد بـه دلیـل    مـی هاي اسیدلاکتیک پروبیوتیک بوده و از باکتري

هاي ضدتوموري، کاهش کلسترول سرم، درمـان نقـص عـدم    فعالیت
تحمل لاکتوز، تحریک سیستم ایمنی و تثبیت فلور میکروبی دستگاه 

 ,.Ashmaig et al) گوارش اثرات مفید بر سلامت انسان داشته باشند
هاي لبنی تخمیري بومی هر منطقه داراي فلـور  اکثر فراورده .(2009

ها باعث ایجاد باشند و همین تفاوتخود میمیکروبی ویژه منحصر به 
براي حفظ خواص ارگانولپتیکی ها شده است. تنوع در رایحه و طعم آن

هاي اسید لاکتیـک  محصولات لبنی تخمیري هر منطقه باید باکتري
با توجه به اهمیت رو ذاتی محصولات بومی آن شناسایی شوند. از این

فلور میکروبی هر محصول تخمیري در ایجاد خـواص حسـی (طعـم،    
و همچنین شناسایی عطر و بافت)، ضدباکتریایی، درمانی، پروبیوتیکی 

ذخایر ژنتیکی با ارزش کشور بهتر است مطالعات مربوطه در منـاطق  
باشند، متمرکز شود. بکر، نظیر عشایر که حاوي جوامع کاملا سنتی می

هاي فنوتیپی (بر شامل روش هاي میکروبیسویهشناسایی هاي شرو
هاي بیوشیمیایی) و اساس خصوصیات فیزیولوژي، مورفولوژي و تست

) 16S rRNAمولکولی (براساس نـواحی ژنتیکـی عمـدتا ژن ناحیـه     
 هـاي تکنیک پایه بر توان از مطالعات متاژنومیکسباشد. امروزه میمی

هاي شناسایی مولکولی جدیدترین روشعنوان به 1ابییتوالی جدید نسل
بهره  هاریزسازوارهفیلوژنتیکی و تنوع متابولیکی بهتر منظور بررسی به

هاي مورد مطالعه برد. در گذشته درك صحیح از تنوع میکروبی نمونه
هاي وابسته به کشت بسیار مشکل و طاقت فرسا بود. براساس تکنیک

 16Sیـابی ژن نــگ و تـوالی هـا براسـاس کلونی  اغلـب ایـن تکنیــک  
ribosomal RNA (rDNA)      توسـط طیـف وسـیعی از پرایمرهـاي

PCR 2010 ,.گیرد انجام می)et alNossa (. هاي اخیـر  با پیشرفت
طـور  صورت گسترده، محققین قادر شدند تا بهیابی موازي بهدر توالی

)Mardis ,یـابی کننـد   خـود را تـوالی   PCRهـاي  مستقیم آمپلیکون
, 2009)Armougom and Raoult2008; .   

یـابی جهـت آنـالیز جوامـع     با استفاده از تکنیک نسل جدید توالی
تري از دینامیـک میکروبـی   تر و کاملتوان مطالعه دقیقمیکروبی می

  .) Millsand Bokulich(2012 , دست آوردمحصولات تخمیري به
شـیر  هدف از این مطالعه ارزیابی کیفیت بهداشتی دوغ تولیدي از 

گوسفندي عشایر سومار واقع در منطقه قصر شیرین، پیگیري احتمال 
هاي بومی منطقه سومار و زا، شناسایی سویههاي بیماريوجود باکتري

از تکنیـک  هاي پروبیوتیـک در آن بـا اسـتفاده    بررسی وجود باکتري
                                                        
1 Next Generation Sequencing 

جهت شناسایی دقیق و کامـل   ابییتوالی جدید نسل متاژنومیکس بر پایه
زیرا این روش اطلاعات کاملی از کل جامعه باشد. میروبی آن جامعه میک

هاي موجود را ارائه ها و گونهمیکروبی، میزان غالب بودن هر یک از جنس
بتوان درك  NGSتوسط تکنیک رود در این مطالعه انتظار میدهد. می

عنـوان  دوغ عشایر سومار ایران بهامعه میکروبی بهتر و کاملتري از ج
  کاملا ارگانیک پیدا کرد.یک محصول 

  
  ها مواد و روش

سه نمونه دوغ گوسفندي از عشایر منطقه سـومار تحـت شـرایط    
گراد به آزمایشگاه انتقال درجه سانتی 4آوري و در دماي استریل جمع

سـازي گردیـد و   رقیـق  10-7آب پپتونه تا رقت داده شد. هرنمونه در 
هاي از رقتجهت شناسایی فلور لاکتیکی نمونه تا سطح جنس  سپس

کشـت  آگـار   KAAآگار و  M17آگار،  MRSهاي مختلف در محیط
درجه  37هوازي در دماي در جار بی Aگردیدند و توسط گازپک نوع 

گذاري شدند. سپس هر کلنی ساعت گرمخانه 48گراد به مدت سانتی
تقعـر و شـکل، توسـط کشـت      متفاوت از لحاظ رنگ، اندازه، تحدب،

سازي گردیدند. پس از انجام تست کاتالاز و مرحله خالص 3خطی تا 
هاي گرم مثبت و کاتالاز منفی آمیزي گرم براي هر کلنی، جدایهرنگ

عنوان جدایه مشکوك به باکتري اسید لاکتیک در نظر گرفته شدند به
, 1998; Benson, 1967)HaroldHarrigan (. 

  
  ها در سطح جنسفنوتیپی جدایهشناسایی 
هاي بیوشیمیایی جهت تشخیص تا سـطح جـنس بـراي    آزمایش
صورت زیر صورت گرفت: بررسی رشـد در دو دمـاي   ها بهکلیه جدایه

°C10 و°C45 6/9کلرور سدیم، در  %18و  %5/6، در دو غلظتpH= 
اکسید کربن از قند گلوکز در محیط بررسی تولید گاز دي، =4/4pHو 

اصلاح شده حاوي لوله دورهام جهت تشخیص هومـو و   MRSبراث 
منظور به .)(Salminen & Von Wright, 2004هتروفرمنتاتیو بودن 

ها، از محیط ردي براث اسـتفاده  بررسی هیدرولیز آرژنین توسط جدایه
  .(Cardinal et al., 1997)شد 

  
شناسایی مولکولی وابسته به کشت جامعه میکروبی نمونه دوغ 

  گوسفندي
  DNAاستخراج 

آب  lµ 100در  جدایـه ، کلنی خالص از هر DNAجهت استخراج 
از الکـل ایزوآمیـل/کلروفرم    lµ 100سازي شد و سپس استریل تعلیق

       ثانیـه، در  5) اضافه گردید و بعد از مخلـوط کـردن بـه مـدت     1/24(
g 16000  دقیقه سانتریفوژ شـد. سـپس از فـاز آبـی بـالا       5به مدت
اسـتفاده گردیـد    PCRش و الگـو بـراي واکـن    DNAعنوان منبـع  به

., 2005)et alBarba -Ruiz(. 
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ژل و  16S rRNAجهت تکثیر ناحیـه ژن   PCRانجام عملیات 
  الکتروفورز 

شــامل  16S rRNAجهــت تکثیــر ژن   Universalپرایمرهــاي
B27F  وU1492R )Bioneerصورت زیر بودند، کره) به:  

Forward:  
B27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)   

Reverse: 
U1492R (5′-ACGTGGTTTGAAGAGATTTTCG-3′)  

هر جدایـه،   DNAاز  µl2 وسیله مخلوط کردن به PCRواکنش 
µl 16  استریل فاقد آنزیم آبDNAse   (سـیناکلون، ایـران) ، µl1  از

) picomole /µl 10غلظت(  U1492Rو B27Fهریک از پرایمرهاي 
وسـیله دسـتگاه   به کره) ،2X PCR Master )Intron با کیت خشک

  ترموسایکلر با پروفایل برنامه دمایی زیر انجام گردید.
سـیکل مراحـل    35دقیقـه،   5بـه مـدت    C95°در  1سـازي فعال
بـه   C50°در  3ثانیـه، اتصـال   30به مدت  C94°در  2سازيواسرشته

دقیقه. در نهایت توسعه  2به مدت  C72°در  4ثانیه و توسعه 45مدت 
قیقه انجام گردید. الکتروفورز به مدت د 10به مدت  C72°در  5نهایی

 6ولت انجام شد. سپس ژل در دسـتگاه ژل داك  95دقیقه با ولتاژ  30
) al etAlegría ,.بررسی شد  bp  1500قرار داده شد و تشکیل باند

2009).  
م شد. تـوالی  یابی توسط شرکت ماکروژن کره انجاعملیات توالی

بـا کمـک    7هاي موجود در بانک اطلاعـاتی ژن خوانش شده با توالی
ــت ــه بلاس ــایت  8برنام  http://www.NCBI.nlm.nih.govدر س

مشابهت یا بـیش از آن در تـوالی    %98هایی با مقایسه گردید. جدایه
 عنوان همانگونه شناسایی شدند. به

  
شناسایی مولکولی مستقل از کشت جامعه میکروبی نمونه دوغ 

  گوسفندي
  کل از نمونه دوغ گوسفندي DNAاستخراج 

 & DNeasy ®Bloodتوسـط کیـت   نمونـه از  DNAاستخراج 
Tissue Kit  شرکتQIAGEN انجام گردید.  

 
   Next generation sequencingشناسایی مولکولی به روش 

DNA یابی به روشجهت توالی از نمونه دوغ گوسفندي(NGS)  
Next generation sequencing   به مرکز آنالیز ژنومیکس پیشـرفته

                                                        
1 Activation 
2  Denaturation  
3 Annealing  
4 Extension  
5 Final extension  
6 Gel doc   
7 Gen Bank 
8 Blast 

 NGSیـابی  ارسال گردید و کلیه مراحل تـوالی  9دانشگاه گولف کانادا
 مطابق PCRو با انجام دو  Illumina sequencing پرتوکلبراساس 

 مراحل زیر انجام گردید:
  

   16S DNA Libraryالف) تهیه 
دوغ گوسـفندي بـر    DNAاز نمونـه   16S DNA Libraryتهیه 

ــاس پرتو ــاس  16S metagenomic sequencing libraryلک
protocol (Illumina)  .انجام گردیدPCR  با پرایمرهاي نشـان  اول

بـراي   16S rRNAاز ژن  V4و  V3داده در زیر جهت تکثیر نواحی 
 تکرار انجام شد.  3در  bp 460آمپلیکون به اندازه 

Forward Primer:  
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACA
GCCTACGGGNGGCWGCAG  
Reverse Primer: 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
GGACTACHVGGGTATCTAATCC 

هاي جفت پرایمر جهت سازگاري بـا  به توالی Overhangآداپتور 
Illumina index  .ــد ــوالیالحــاق گردی ــور هــايت  Illuminaآداپت

overhang  باشد. زیر می به شرح  
Forward overhang: 
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AG‐[locus-specific sequence]  
Reverse overhang: 
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA
CAG‐[locus-specific sequence].  

 

  Amplicon PCRانجام ب) 
) از µl5/2 )ng/μl 5 وسـیله مخلـوط کـردن    بـه  PCRواکـنش  

DNA  ،مخلوط میکروبی µl5   از هریک از پرایمرهاي اشاره شـده در
 2x KAPA HiFi hotstartاز μl5/12 ) و μM1 ت غلظ ـ(بـا   بـالا 

readymix  وسیله دستگاه ترموسایکلر با برنامه دمایی شامل مرحله به
سـیکل مراحـل    25، دقیقـه  3بـه مـدت    C95°سازي در دماي فعال

به مدت  C55°ثانیه، اتصال در  30به مدت  C95°در  سازيواسرشته
ثانیه، و در نهایت مرحله توسعه  30به مدت  C72°ثانیه، توسعه در  30

تکرار به همراه  3براي هر نمونه در دقیقه  5به مدت  C72°نهایی در 
  نمونه کنترل انجام گردید. 

 
 Index PCRج) انجام 

ــه، شــاخصPCRزي محصــول بعــد از تمیزســا و  10هــاي دوگان
 Nextera XT Indexتوسط کیـت   Illuminaیابی آداپتورهاي توالی

هـاي مـورد اسـتفاده در    شـاخص  به آن الحاق گردید. لیستی از توالی
 حاوي µL50به حجم  PCRنشان داده شده است. واکنش  1جدول 

                                                        
9 Genomics Facility , Advanced Analysis Centre, University 
of Guelph 
10 dual indices 
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μl25  2ازx KAPA HiFi hotstart readymix  و µl5  ازDNA، 
µl5 ز هریک از پرایمرهاي اNextera XT index 1 وNextera XT 

index 2   وμl10  آب با درجهPCR وسیله دستگاه ترموسایکلر با به
 3بـه مـدت    C95°سازي در دمـاي  مرحله فعال برنامه دمایی شامل

ثانیـه،   30به مـدت   C95°سازي در سیکل مراحل واسرشته 8، دقیقه
ثانیه،  30به مدت  C72°ثانیه، توسعه در  30به مدت  C55°اتصال در 

انجـام  دقیقـه   5به مـدت   C72°و در نهایت مرحله توسعه نهایی در 
 گردید. 

  
  یابیمورد استفاده در نسل جدید توالی indexهاي لیست توالی - 1جدول 

Index 1 (i7) Sequence Index 2 (i5) Sequence 
N701 TAAGGCGA S501 TAGATCGC 
N702 CGTACTAG                    S502 CTCTCTAT 
N703 AGGCAGAA                   S503 TATCCTCT 
N704 TCCTGAGC                    S504 AGAGTAGA 
N705 GGACTCCT                    S505 GTAAGGAG 
N706 TAGGCATG                    S506 ACTGCATA 
N707 CTCTCTAC                     S507 AAGGAGTA 

N708 CAGAGAGG                   S508 CTAAGCCT 
N709 GCTACGCT  
N710 CGAGGCTG  
N711 AAGAGGCA  
N712 GTAGAGGA  

 
 Illumina MiSeqیابی توالی

، مرکز آنالیز پیشرفته ژنومیکس دانشگاه گولفاین توالی یابی در 
  کشور کانادا صورت گرفت.

  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
‐cloudتوسـط   NGS یـابی شـده بـه روش   توالی ماهاي خداده
MSR; , 2016 Illuminabased software, 

version; 2.4.60.8Metagenomics,   مورد آنالیز قرار گرفت. آنـالیز
و  V3از ناحیه آمپلیکون  16S rRNAهاي دادهمتاژنومیکس بر روي 

V4کمک پایگاه داده ها را به ، ارگانیسمGreengenes کرد.  بنديرده
در سطوح سلسله، رده، راسته، خـانواده،  ها سازوارهریز بندينتایج طبقه

گرافیکـی ارائـه گردیـد.    صورت جـداول و بـه شـکل    جنس و گونه به
هاي باکتریایی از دوغ میانگین و نوار خطا از درصد فراوانی نسبی گونه

  حاصل گردید. Excel Microsoft 2010افزار گوسفندي توسط نرم

  و بحث نتایج
  شناسایی فنوتیپی جامعه لاکتیکی دوغ گوسفندي عشایر سومار

کاتـالاز)  بر اساس شناسایی اولیه (مشاهده میکروسکوپی و تست 
جدایه میکروبی مشکوك به جدایه لاکتیکی شناسایی شدند. که در  40

 ـهـاي بیوشـیمیایی و فیزیولـوژي    مرحله بعد توسط تسـت  ت صـور هب
Lactobacillus و Pediococcus بنـدي شـدند   در سطح جنس طبقه

 ). 2(جدول 
 16Sحاصـل از تکثیـر ژن   PCRتشـکیل محصـول   اي ازنمونـه 

rRNA نشـان   1دوغ گوسفندي در شکل  لاکتیکیهاي برخی جدایه
  شود.داده می

 16S یـابی در ناحیـه  نتایج شناسایی مولکـولی حاصـل از تـوالی   
rRNA gene شوند.، نشان داده می3 در جدول 

  

 جنسهاي اسید لاکتیک جدا شده از شیر گوسفندي در سطح خصوصیات فنوتیپی باکتري - 2جدول 
Non-lactic acid bacteria genus Lactobacillus Pediococcus جنس 

 فراوانی نسبی  % 5/3 88% % 5/8
 مورفولوژي کوکسی باسیلی 

 ± - 
از   CO2تولید 

 گلوکز
   

 رشد در
 ± ± 10°C 
 ± ± 45°C 
 ± ± 6.5% NaCl 
 ± + pH 4.4 
 − − pH 9.6 

 جامعه میکروبی دوغ گوسفندي عشایر سومار وابسته به کشت نتایج شناسایی مولکولیها متفاوت است بین گونه ± ;نشانه عدم رشد - ;+ نشانه رشد
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 1000bpمارکر  Mو  PCRمحصول  4و  3، 2، 1هاي هاي مورد مطالعه. ردیفاز برخی جدایه 16S rRNAژن تکثیر شده  - 1شکل 

  

  هاي دوغ گوسفندي.نتایج شناسایی جدایه - 3جدول 
 کد جدایه  شناسایی شده نزدیک ترین خویشاوند  درصد شباهت در شناسایی 

100 Lactobacillus delbrueckii 1 -2-5-9 -11 -12 -13 -21 -32 -34 -35 -36 -37 -38 -39 -40 
99 Lactobacillus apis 4 -6-15-17-27-31-18-33 
100 Lactobacillus ultunensis 16-19-24-30 
99 Pediococcus  argentinicus 3 -10 -25 -26 
هاي شناسایی نشدهجدایه   7 -8-14-20-22-23-28-29  

  
جامعـه میکروبـی دوغ    مسـتقل از کشـت   شناسایی مولکـولی 

  گوسفندي عشایر سومار
یابی خام از توالی خوانش 008/217و  690/274، 395/217ل درک

illumine  توسطMiseq platform      .در سـه تکـرار حاصـل گردیـد
آنالیز مولکولی مستقل از کشت فلور میکروبی نمونـه   یک تکرار نتایج

نمـایش داده   4تا سطح جـنس در جـدول    NGSدوغ توسط تکنیک 

هـاي آن  سهم جنس لاکتوباسیلوس و تنوع گونـه ، همچنین شود.می
هـاي  عنوان جنس غالـب در دوغ گوسـفندي در بـین سـایر گونـه     به

و چـارت  (A) ي تا گونه به شکل چارت خورشـید  باکتریایی از سلسله
در  2ل دست آمده اسـت در شـک  به NGSتوسط آنالیز که  (B)نواري 

   خوبی قابل مشاهده است.یک نگاه کلی به

 
 (B)باکتري شاخص دوغ گوسفندي  20اي و چارت میله (A)چارت خورشیدي از فراوانی نسبی جامعه میکروبی غالب دوغ گوسفندي  -2شکل
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   NGS هاي دوغ گوسفندي در سطوح تاکسونومیک تا سطح جنس توسط تکنیک بندي باکترينتایج طبقه - 4جدول 

Sequencing Statistics 

Total 
R ads 

Reads Passing 
Quality Filtering 

% 
Reads 

Passing 
Quality 

Filtering 
217,395 183,531 84.4 % 

Classification Rate Summary 

Taxonomic 
Level 

Reads Classified to 
Taxonomic Level 

% Total 
Reads  

Kingdo 183,384 99.92 % 
Phylum 182,924 99.67 % 

Class 182,646 99.52 % 
Order 182,192 99.27 % 
Family 181,555 98.92 % 
Genus 177,988 96.98 % 
Species 159,433 86.87 % 

Top Class Classification Results 

Classification Number 
of Reads 

% 
Total 
Reads 

Bacilli 180,798 98.51 % 
Unclassified at Class 

level 
885 0.48 % 

Gammaproteobacteria 773 0.42 % 
Clostridia 366 0.20 % 

Actinobacteria 141 0.08 % 
Betaproteobacteria 131 0.07 % 

Alphaproteobacteria 111 0.06 % 
Sphingobacteriia 85 0.05 % 

 

Top Family Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Lactobacillaceae 177,860 96.91 % 
Unclassified at 

Family level 
1,976 1.08 % 

Streptococcaceae 616 0.34 % 
Enterococcaceae 410 0.22 % 

Bacillaceae 409 0.22 % 
Enterobacteriaceae 402 0.22 % 

Paenibacillaceae 153 0.08 % 
Clostridiaceae 127 0.07 % 

 

Top Kingdom Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Bacteria 183,381 99.92 % 
Unclassified at 
Kingdom level 

147 0.08 % 

Viruses 3 0.00 % 
 

Top Phylum Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Firmicutes 181,401 98.84 % 
Proteobacteria 1,103 0.60 % 

Unclassified at Phylum 
level 

607 0.33 % 

Actinobacteria 142 0.08 % 
Bacteroidetes 131 0.07 % 
Tenericutes 62 0.03 % 

Verrucomicrobia 21 0.01 % 
Thermodesulfobacteria 13 0.01 % 

 

Top Order Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Lactobacillales 179,597 97.86 % 
Unclassified at Order 

level 
1,339 0.73 % 

Bacillales 855 0.47 % 
Enterobacteriales 402 0.22 % 

Clostridiales 284 0.15 % 
Actinomycetales 103 0.06 % 

Pseudomonadales 91 0.05 % 
Chromatiales 89 0.05 % 

 

Top Genus Classification Results 

Classification Number of 
Reads 

% Total 
Reads 

Lactobacillus 172,659 94.08 % 
Unclassified at Genus 

level 
5,543 3.02 % 

Pediococcus 1,962 1.07 % 
Streptococcus 611 0.33 % 
Enterococcus 360 0.20 % 
Candidatus 

Blochmannia 
207 0.11 % 

Alkalibacillus 199 0.11 % 
Cohnella 108 0.06 % 

 

 
 

 3تکرار گزارش شده است در شـکل   3چون نتایج این مطالعه در 
نیز درصد میـانگین فراوانـی    4سهم هر گونه در هر تکرار و در شکل 

تکرار به همراه نوار خطاي آنها  3غالب باکتري از این هاي نسبی گونه
 شود.براي نمونه نشان داده می
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             1نتایج براي تکرار 

  
 2نتایج براي تکرار 

 
3نتایج براي تکرار   

  تکرار 3دوغ گوسفندي در  میکروبیبندي در سطح گونه جامعه نتایج طبقه - 3شکل 
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 دوغ گوسفنديتکرار از  3(%) در هاي باکتري فراوانی نسبی گونه -4شکل

 

 
 از جامعه باکتریایی دوغ گوسفندي 16S rRNA یابی آمپلیکون ژن درخت تکامل ژنتیکی براساس نسل جدید توالی - 5شکل 

  
با بیشـترین   هاي شناسایی شدهدرخت تکامل ژنتیکی براي گونه

هاي حاصل از نسل جدیـد  فراوانی از دوغ گوسفندي که براساس داده
ــري از دو     ــره گیـــ ــا بهـــ ــابی و بـــ ــوالی یـــ ــایت تـــ ســـ

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree
/wwwcmt.cg  وhttp://itol.embl.de/upload.cgi  ،حاصل گردید

  شود.نشان داده می 5در شکل 
برخی  سطح جنس در مولکولیو با توجه به مقایسه نتایج فنوتیپی 
شود و نتایج توزیع تنوع ژنتیکـی  موارد تناقض و عدم تطابق دیده می

اختلاف دارد. البته نتایج شناسـایی  روش مولکولی با روش فنوتیپی به
تـري نسـبت بـه شناسـایی     فنوتیپی به دلایل مختلفی از دقت پایین

اي مطالعه 2013و همکاران در سال   Moraesمولکولی برخودار است.

 API50CHLجهت مقایسه دقت دو روش فنـوتیپی شـامل سیسـتم    
ش کربوهیدرات در کنـار هیـدرولیز اسـکولین) و رو    49(شامل تخمیر 

هـا و گـرم   بیولوژي (شامل یک پلیت منحصر به فرد براي گرم مثبت
یابی کربوهیدرات) با دو روش مولکولی توالی 96ها جهت تخمیر منفی

16S rDNA  وSpecies specific PCR reactions   براي تعـدادي
باکتري اسید لاکتیک مشخص انجام دادند. در ایـن مطالعـه قابلیـت    

هـاي  بـود و تسـت   %100لی مورد اسـتفاده  اعتماد به دو روش مولکو
که براي دو روش تري نشان داده بطوريفنوتیپی قابلیت اعتماد پایین

 %2/78-9/99و  74 - 9/99ترتیب به API50CHLبیولوژي و روش 
هـا و  هـاي فنـوتیپی داراي محـدودیت   روشطـورکلی  هب .گزارش شد

0.00
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جمله  ه از آنک هاي اسید لاکتیک هستندمعایبی در شناسایی باکتري
  توان به موارد زیر اشاره کرد:می

 اي کوتـاه تغییر شکل از حالت کروي به میله، تکرارپذیري ضعیف
 تمایزقدرت پایین ،  et al.(Moraes(2013 ,و بالعکس  در طی رشد
., 2008) et alMohania ( تخمیـر  در واکنش آنزیمـی  ، تاثیرپذیري

) Ouadghiriگذاري زمان و دماي گرمخانه وابسته بهها کربوهیدرات
., 2005)et al  هـاي تخمیـر   ها (بعضی آنـزیم عدم بیان برخی ژنو

ها که مرتبط با شرایط محیطی ها) در برخی باکتريکننده کربوهیدرات
   . (Moraes et al., 2013)باشدمی

اي هـاي اسـید لاکتیـک نیازهـاي تغذیـه     اکثر بـاکتري همچنین 
هـاي  شد خود داشته و نتایج شناسایی براسـاس روش مشابهی براي ر

نتایج یکسـانی  توانند میبیوشیمیایی در بسیاري موارد قطعی نبوده و 
  .(Moraes et al., 2013)ند حاصل کن

مستقل از کشت  مولکولینتایج شناسایی  هایی درتفاوتهمچنین 
و وابسته به کشت مشاهده گردید. براساس نتایج شناسایی وابسته به 

 هـاي ترتیـب گونـه  بـه  16S rRNAیابی ناحیـه  کشت براساس توالی
Lactobacillus delbrueckii ،Lactobacillus apis ،

Lactobacillus ultunensi ،Pediococcus argentinicus 
هـر دو   4و شـکل   3. براساس جدول بیشترین فراوانی را نشان دادند

ــایی   ــابهی در شناس ــایج مش ــهروش نت ــايگون  Lactobacillusه
delbrueckii ،Lactobacillus apis  وPediococcus 

argentinicus        نشان دادند. امـا روش وابسـته بـه کشـت قـادر بـه
، Lactobacillus equicursorisهــــاي  شناســــایی گونــــه 

Lactobacillus ultunensis ،Lactobacillus taiwanensis  و
Lactobacillus gigeriorum هاي باکتریایی نبود. احتمالا این گونه

قادر به بازیافت از نمونه توسط کشت و تشکیل کلنی جهت استخراج 
DNA .براي شناسایی مولکولی وابسته به کشت نبوده است 

مستقل  مولکولیشود روش به دلایل متعددي که در زیر اشاره می
از کشت نسبت به وابسته به کشت بیشتر مورد تایید بوده و نتایج آن 

ها به شناسایی باکتريباشد. معرف بهتري از جامعه میکروبی نمونه می
 بـاکتري، سـپس   کشـت روش مولکولی وابسته به کشت کـه شـامل   

یـابی بـر روي   توالی و PCRاز کلنی باکتري، انجام  DNAاستخراج 
داراي  قـرار دارد  16S rRNA در ناحیـه  هاي خاصی که معمـولا ژن

هـاي محیطـی و حتـی    معایبی است. از جمله اینکه بـه دلیـل تـنش   
هـا ضـعیف   برخی بـاکتري  هاي کشت،اختصاصی بودن برخی محیط

شده، یا از بین رفته و قادر به رشد بر روي محیط کشت، تشکیل کلنی 
باشند و مطالعات مشخص کرده است که اکثریت و قابل شناسایی نمی

هاي بر پایـه کشـت از   میکروبی بوسیله روش تنوع زیستی عظیمی از
باشـد.  ها کامل نمـی روند و اطلاعات حاصل از شناسایی آندست می

تـوان در شـرایط آزمایشـگاه    را نمیها سازوارههمچنین بسیاري از ریز
کشت داد که این موضـوع در درك فیزیولـوژي، ژنتیـک و اکولـوژي     

هـاي  نمایـد. بنـابراین روش  جامعه میکروبـی محـدودیت ایجـاد مـی    
د. نباششناسایی مولکولی مستقل از کشت بسیار در این زمینه مفید می

حـل مناسـب   استفاده از دانش و ابزاري جامع به نام متاژنومیکس راه 
رفع این مشکل است. متاژنومیکس اجازه مطالعه اکولوژي میکروبی در 

هـا در  دهد. یکـی از روش سطح بسیار بالاتر و جزئی تر از قبل را می
بـا اسـتفاده از    .است  PCR-DGGEگیري ژن در متاژنومیکسهدف

هـاي میکروبـی و شناسـایی ریـز     ، تشخیص بیمـاري DGGEش رو
دسـت آیـد   تر بـه تر و سریعتواند سادهزرگ میسازواره ها در مقیاس ب

امروزه در جدیدترین روش مطالعه  .)1391، طباطبایی و پورمظاهري(
تـوان  مـی یـابی نیـز   هاي نسل جدید توالیتکنیک متاژنومیکس بر پایه

ها بهره منظور بررسی بهتر فیلوژنتیکی و تنوع متابولیکی ریزسازوارهبه
متاژنومیکس بـر  عه نیز استفاده از تکنیک این مطالما در برد. که هدف 

یابی جهت شناسایی دقیق و کامل جامعه میکروبـی  پایه نسل جدید توالی
به دلیـل عـدم رعایـت    براساس این نتایج مولکولی، . بود ایرانعشایر  دوغ

عـلاوه بـر   گوسفندي  دوغ میکروبی فلور غالبدر بهداشت توسط عشایر، 
درصد فراوانی) و استرپتوکوکوس سـایر  جنس لاکتوباسیلوس (با بیشترین 

و همچنین  Enterococcusو  Pediococcusهاي لاکتیکی شامل جنس
از خانواده انتروباکتریاسه، جنس  Candidatus Blochmanniaجنس 

Alkalibacillus    ــه و جـــنس از  Cohnellaاز خـــانواده باسیلاسـ
 هـاي جنس باوجود اینکهشناسایی گردید.   Paenibacillaceaeخانواده

Enterococcus ،Candidatus Blochmannia ،Alkalibacillus  و
Cohnella گردیدنـد امـا   شناسایی در دوغ غالب  هايجنس عنوانبه

که  هاي آن سهم چشمگیري در فلور غالب میکروبی نشان ندادندگونه
تواند به دلیل غالب شدن فلور لاکتوباسیلوسی و پدیوکوکوسـی در  می

جنس باشد کـه  دو این  توسطهایی و تولید باکتریوسین ماست و دوغ
تواند دلیل طبیعت عملکردي باکتریوسین این ماده ضدمیکروبی میبه

هـاي تولیدکننـده   هایی با خویشاوندي نزدیک به باکتريبرعلیه گونه
هـا. بنـابراین علـت عـدم رشـد      عمل کنـد نظیـر انتروکوکـوس    خود

توانـد بـه دلیـل حضـور     مـی صـورت فلـور غالـب    ها بـه انتروکوکوس
 هاي حاصل از جنس لاکتوباسیلوس و پدیوکوکوس باشد.باکتریوسین

از  Alkalibacillusهـایی از جـنس   براساس مطالعات گذشـته گونـه  
نظیــر خاکهــاي جنگلــی غیرنمکــی و  قلیــایی هــاي طبیعــیمحــیط

) et alUsami ;2007 ,.هاي معـدنی جداسـازي گردیدنـد    حوضچه
05)., 20et alRomano . 

هـاي طبیعـی نظیـر    نیز از محیط Cohnellaهایی از جنس گونه
) et Choانـد  هاي آتشفشانی، غدد ریشه گیاهان و ... جدا شدهتالاب

., 2008)et alFraile -., 2007; Garcíaal. 
از مورچه چـوب   Candidatus Blochmanniaهمچنین جنس 

که زیستگاه اصلی آن جنگل و مناطق صحرایی حاوي چوب درختان 
  .) 2007et alFeldhaar ,.(ت باشد جداسازي شده اسمی

بنابراین به دلیل ماهیت زندگی عشـایر در طبیعـت، حضـور ایـن     
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در بـین  باشـد.  ها بعید نمـی در محصولات تولیدي توسط آن هاجنس
 جــنس لاکتوباســیلوس گونـــه  هــاي شناســایی شــده در    گونــه 

Lactobacillus delbrueckii   بیشترین فراوانی را نشان داد که بـه
دلیل نقش کلیدي زیرگونه بولگاریکوس این گونه در تولید ماسـت از  

شود طبیعتـا در  شیر است و چون دوغ از ماست، آب و نمک تولید می
  دوغ حضور آن با فراوانی بالا قابل انتظار است.  

ــا   Streptococcus salivarius subsp. thermophilusام
باکتري کلیدي دیگر در تولید ماست محسوب می شـود و بـه دنبـال    

باید در دوغ حاصل از ماست حضور چشمگیري داشته لاکتوباسیلوس 
هاي با فراوانی بالا در نمونه گزارش نگردید و سهم گونه ءباشد، اما جز

از آنجاییکـه از  بـود.   سیار پـایین جنس استرپتوکوکوس در نمونه دوغ ب
 Lactobacillusسـالیانه گذشـته مطالعـات علمـی حضـور دو بـاکتري       

delbrueckii subsp. Bulgaricus و Streptococcus salivarius 
subsp thermophiles   را در تولید ماست از شیر تایید کرده است کـه

 د امـا تشـکیل ده ـ  و دوغ حاصـل از آن  باید فلور غالب را در ماسـت 
در ایــن مطالعــه تنهــا حضــور  همــانطور کــه در بــالا اشــاره گردیــد

Lactobacillus delbrueckii  عنوان یکی از فلورهاي غالب میکروبی به
و سـهم جـنس اسـترپتوکوکوس تنهـا      و جامعه لاکتیکی ماست تایید شد

البتـه در برخـی مطالعـات انجـام شـده در دنیـا بـر روي         بود. 33/0%
 نیز مشابه این مطالعه حضـور  نظیر دوغ ماست ازت تولیدي محصولا

 Streptococcus بـدون حضـور   Lactobacillus delbrueckiiگونـه  
salivarius   .تایید شده اسـتAzadnia  وKhan Nazer )2009 ( در

هاي اسید لاکتیک دوغ انجام دادنـد  تحقیقی که در شناسایی باکتري
 Lactococcus lactis .هاي زیـر گردیدنـد  موفق به جداسازي گونه

subsp. cremoris; Leuconostoc mesenteroides subsp. 
cremoris, Lactobacillus helveticus ; Lactobacillus 
plantarum ; Lactobacillus brevis; Lactobacillus casei 
subsp. casei; Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus. 
ــه ــه در مطالع ــازي و  )Asmahan )2011 اي ک ــر روي جداس ب

سـودان  هاي اسید لاکتیک دوغ از منطقـه خـارطوم   شناسایی باکتري
لاکتوکوکـوس لاکتـیس،   هـاي  انجام داد موفق بـه شناسـایی گونـه   

ــوس،  لوکونوســــتوك مزنتروئیــــدس، لاکتوباســــیلوس هلویتیکــ
لاکتوباسیلوس پلانتـاروم، لاکتوباسـیلوس بـرویس، لاکتوباسـیلوس     

ــ ــازئی، لاکتوباس ــی ک ــد.یلوس دلبروک ــد از   گردی ــا بع ــه م در مطالع
Lactobacillus delbrueckiiــه ــاي ، گونـ  Lactobacillusهـ

equicursoris ،Lactobacillus apis ،Lactobacillus 
ultunensis ،Lactobacillus taiwanensis ،Lactobacillus 

gigeriorum  ــه ــین گون از  Pediococcus argentinicusو همچن
در ترتیـب بیشـترین فراوانـی را نشـان دادنـد.      جنس پدیوکوکوس به

 Pediococcusاز پـدیوکوکوس بـه نـام     نـادري ونـه  پژوهش حاضر، گ
argentinicus   از گندم تخمیر شده آرژانتینی  2008که اولین بار در سال

 همچنین .(De Bruyne et al., 2008)گزارش شد نیز شناسایی گردید 
Lactobacillus taiwanensis وLactobacillus gigeriorum  در

 ءطوریکه جـز نیز فرصت رشد پیدا کرده به دوغ یا احتمالا ماست اولیه
هـا در  تواند به دلیل حضور این گونهفلور غالب شناسایی شدند که می

هـا در شـرایط   مایه ماست اضافه شده به شیر و قابلیت رشد این گونه
و عدم رعایت شـرایط بهداشـتی   محیطی ایجاد شده حاصل از تخمیر 

ــت دوغ حاصــل از آن   ــد ماســت و در نهای ــر  .دانســتتولی عــلاوه ب
Pediococcus argentinicus  هاي شناسایی شده غیر از تمام گونه
Lactobacillus delbrueckii هاي تـازه کشـف شـده    نیز جزء گونه

که  Lactobacillus taiwanensisد نظیر شونلاکتیکی محسوب می
از یونجـه   2009در سال  Wangعنوان گونه جدید توسط اولین بار به
گوسـفندي عشـایر نیـز     دوغکه دلیل حضور این گونه در  .جدا گردید

 ،تواند به دلیل عدم رعایت بهداشت عشایر در نگهداري مایه ماستمی
گونه نوظهور دیگـر کـه بـه     باشد. و دوغ حاصل از آن فراوري ماست
از جوجه جدا گردید  )2012و همکاران ( Gulat-Okallaتازگی توسط 

Lactobacillus gigeriorum  عشایر نیز جدا گردید  دوغاست که از
تواند ناشی از انتقال آلودگی از محل نگهداري طیور به ماست یا می و

بـار توسـط    عنوان یک گونه نوظهور اولـین نیز به L. apis .شیر باشد
Killer  ــد و ) 2014(و همکــارانش ــور عســل جــدا گردی از معــده زنب

تواند به دلیـل همجـواري   عشایر می دوغبنابراین حضور این گونه در 
زیستنگاه زنبور عسل و محل زندگی عشایر که معمولا صحرا و دامنه 

  .(Killer et al., 2014) کوه است بعید نباشد
ــه  در  ــا گون ــاط ب ــده در  L. ultunensisارتب ــایی ش  دوغشناس
انجام شده در دنیا جداسازي آن از موکـوس   براساس مطالعات عشایر

 ,.Goldstein et al., 2015; Roos et al)معده گزارش شده اسـت  
2005).  

Lactobacillus equicursoris گونه جدیـد ابتـدا   یک عنوان به
از مدفوع اسب جدا گردیـد. کـه    )2010( شو همکاران  Moritaتوسط

بـه  همانطور که قبلا اشاره گردیـد   تواندعشایر می دوغحضور آن در 
دلیل بهداشت ضعیف این عشایر در نگهداري مایـه ماسـت و انتقـال    

   .ها باشدهاي حاضر در محل زندگی آنآلودگی از اسب
هاي شناسایی شده تنها براساس مطالعات انجام شده، در بین گونه

Lactobacillus delbrueckii  باشـد و  داراي فعالیت پربیوتیکی مـی
هاي تازه شناسـایی شـده بـوده و    باکتري ءهاي موجود جزسایر گونه

ها انجام نشده است و تاکنون تحقیقی مبنی بر فعالیت پروبیوتیکی آن
هـا  شود مطالعاتی در این زمینه در آینده بر روي این گونهپیشنهاد می
وجود ترکیب هتروژنی از فلور میکروبی لاکتیکی نامتداول انجام شود. 

 هاي باکتریایی در آن که در مطالعـات در این محصول با حضور گونه
توانـد  اند میاز محیط، اسب، زنبور و طیور جدا شده انجام شده در دنیا

حضـور دو  اي از کیفیت بهداشتی پایین ایـن محصـول باشـد و    نشانه
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ــاد عف ــل ایجـ ــامل خـــانواده عامـ ــمومیت شـ ــت و مسـ  %22/0ونـ
Enterobacteriaceae  07/0و% Clostridiaceae  در دوغ تایید شد
زا از این دو خـانواده در دوغ بعیـد   هاي بیماريکه احتمال حضور گونه

 pHاما بـه دلیـل غالـب بـودن فلـور لاکتیکـی و کـاهش         دباشنمی
ي در محصول، این دو خانواده قدرت رشد نداشته و سهم بسیار ناچیز

طور کلـی  هکل جامعه میکروبی دارا بودند که قابل صرف نظر است. ب
در این مطالعه آشکار شد کـه از نظـر بهداشـتی کیفیـت دوغ عشـایر      
سومار پایین بوده اما فلور میکروبی غالب آن خطر جدي براي سلامت 

  انسان نخواهد داشت.
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Introduction: Nowadays, More people are interested in consuming organic products. Many of the organic 

foods and dairy products are produced by rural people and nomads in Iran. Some people are concerned about 
using of the contaminated organic foods with pathogenic microorganisms, because some of these organic foods 
are produced under poor hygienic conditions. On the other hand, many native strains of probiotic bacteria 
especially lactic acid bacteria can be found in these organic foods. In this study, the microbial community and 
sanitary quality of ewe’s drinking yogurt produced by Somar region nomads, by using culture dependent 
molecular method and next-generation sequencing (NGS), as a new tool for the culture independent molecular 
characterization of bacteria, were assessed.  

 
Materials and methods: A total of three Ewe's drinking yogurt samples were collected from the nomads of 

Somar region in Iran under sterile conditions. For phenotypic identification of lactic acid bacteria, a volume of 
0.1 milliliters of appropriate dilutions was cultured on MRS agar and M17 agar media. The plates were 
incubated at 37oC under anaerobic condition with Anaerocult® A for 48 hours. Typical LAB characteristics 
colonies were purified by streaking method on MRS agar and M17 agar. The catalase negative and Gram 
positive isolates were selected as presumptive lactic acid bacteria for phenotypic identification to the genus level. 
These isolated bacteria were tested for growth at 100C and 450C in MRS and M17 broth, gas production from 
glucose, growth in the presence of 6.5% and 18% of NaCl, growth at pH 4.4 and pH 9.6 and arginine hydrolysis. 
Isolates were identified by amplification of the 16S ribosomal RNA gene by Polymerase Chain Reaction and 
ribosomal DNA sequencing as a culture dependent molecular method. After DNA extraction of isolates, PCR 
was performed using prokaryotic 16S rDNA universal primers 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') and 
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3). In the next step, the culture-independent molecular method based 
on next-generation sequencing of 16S ribosomal RNA gene amplicons was applied. The V3 and V4 regions of 
16S ribosomal RNA gene were amplified using Forward Primer 
5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG and Reverse Primer 
5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC Overhang 
adapter sequences were appended to the primer pair sequences for compatibility with Illumina index and 
sequencing adapters.  The Illumina overhang adapter sequences to be added to locus‐specific sequences were: 
Forward overhang: 5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG‐ [locus- specific sequence] 
Reverse overhang: 5’ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG‐[locus- specific sequence]. Both 
contained an Illumina adapter region for sequencing on the Illumina MiSeq System. Then, Illumina sequencing 
on MiSeq was performed. The fastq files from the next generation sequencing were analyzed with BaseSpace 
(cloud‐based software, MSR: Metagenomics, version: 2.4.60.8). This metagenomics analysis classified 
organisms from V3 and V4 amplicon using a database of 16S rRNA data and performed a taxonomic 
classification using the Greengenes database showing species level classification in a graphical format 
(http://greengenes.lbl.gov/). The analysis output was a classification of reads at several taxonomic levels: 
kingdom, phylum, class, order, family, genus, and species. The analysis results included tables, cluster pie 
charts, phylogenetic trees and bar charts. The average and error bars of the relative abundance (%) of bacterial 
species from ewe’s milk and yogurt were calculated using Microsoft Excel 2010 software. 

 
Results  & Discussion: A total of 40 bacteria as lactic acid bacteria were isolated from ewe’s drinking yogurt. 
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Among isolated bacteria, two different genus of lactic acid bacteria were phenotypically characterized as 88% 
Lactobacillus, 3.5% Pediococcus and 8.5% Non-lactic acid bacteria. Isolates were identified by ribosomal DNA 
sequencing as Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus apis, Lactobacillus ultunensis and Pediococcus 
argentinicus.  

The microbial community from ewe’s drinking yogurt were identified on the basis of Next-generation 
sequencing (NGS) at genus level as 94.08% Lactobacillus, 1.07% Pediococcus, 0.33% Streptococcus, 0.20% 
Enterococcus, 0.11% Candidatus Blochmannia, 0.11% Alkalibacillus, 0.06% Cohnella and 3.02% unclassified. 
At species level 24.82% Lactobacillus equicursoris, 51.81% Lactobacillus delbrueckii, 3.61% Lactobacillus 
apis, 2.79% Lactobacillus ultunensis, 0.86% Lactobacillus taiwanensis, 0.85% Lactobacillus gigeriorum, 0.42% 
Pediococcus argentinicus and 13.64% unclassified were identified. Findings of this study have provided 
fundamental knowledge on sanitary quality and microbial composition of drinking yogurt produced by Somar 
nomads. Both phenotypic and molecular identification methods showed Pediococcus and Lactobacillus genus as 
the dominant genera in these samples. Molecular identification results showed Lactobacillus delbrueckii as the 
dominant species. Four species, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus apis, Lactobacillus ultunensis and 
Pediococcus argentinicus were identified by both cultivation-dependent and cultivation-independent (NGS) 
methods. Rather, culture-dependent and culture-independent methods were found to be complementary in 
describing the microbial community of the ewe’s drinking yogurt produced by Somar nomads. The next-
generation sequencing was found to be more accurate method in detecting the microbial diversity of drinking 
yogurt. The results showed poor hygienic quality of ewe’s drinking yogurt from Somar nomads, but there were 
no pathogenic bacteria in this product. 
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