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 چىیذُ

٣ام ٥ٝدػ٥د در ركدق  ك ت٥ؼػ٢ُ ٝیکعكارگا٠یؽػٜ  ت٥ا٠ط َاٝٙ ٤ٝٞی در  ٣ام اكؿ پػ از ت٥ٚط، ٝی ٥١َاف ت٤١ا ١ٝبٍ تْظی٢ در ٝاق ؿیع ٝادر ب٢

ت٥ا٠ػط  ٣ػا ٝی در ؼلاٝت ا٠ؽاف، ؿ١اؼایی ٥ٝٚک٥ٚی ایػٟ باکتعم ٣ا لاکت٥باؼیٙصك٥ص ٢ ٣ام اؼیطلاکتیک ب باؿط. ب١ا ب٢ ا٣ٞیت باکتعم٥٠زاد 

٣ام لاکت٥باؼی٥ٛس ٥ٝد٥د در  ٣ا در ٝسك٥لات ٔعا كیژق باؿط. ٣طؼ از ایٟ تس٘یٖ، تـضیف ك ؿ١اؼایی ؼ٥ی٢ کارگیعم آف گاٝی ٝؤجع در ب٢

٣ا در ٣ٞاف ٝسیه  ؼازم ؼ٥ی٢ ، دطاؼازم ك صاٚف1اـ آر اس بعاث ٣ام ؿیع در ٝسیه ؼازم ٢٠٥ٞ٠ ایٟ ٝىا٢ُٚ پػ از ١ّیؿیع ٝادر اؼت. در 

 ، بیػ٥گعاـ ٣ام بی٥ؿیٞیایی ازد٢ٛٞ تضٞیع ١ٗػط، ت٥ٚیػط گػاز ك آزٝػ٥ف آ٠تی ٣ام ٝیکعكؼک٥پی با آز٥ٝف کـت ق٥رت گعٔت. پػ از بعرؼی

 وعیٖ از ژ٥٠ٝی ٠گارم ا٠گـت ؼپػ ك ٣s rRNA  16ام ت٥اٚی اؼاس بع در ٤٠ایت ؿ١اؼایی ٥ٝٚک٥ٚی٣ا تُییٟ ؿط.  صك٥قیات اكٚی٢ باکتعم

REP-PCR ٙ٣ام گعـ ٝحبػت ك کاتػالاز ١ٕٝػی ؿ١اؼػایی ك بػع اؼػاس ٠٥ٞ٠ػ٢ ك ٥ٝر٥ٔٚػ٥ژم ک١ٛػی کطگػظارم  ٣ا ك ک٥کؽی ا٠ذاـ ؿط. باؼی

٣ػایی از صػ٥د ٠ـػاف دادق ب٥د٠ػط بػعام  عاـ، تضٞیع ١ٗط ك ت٥ٚیط گػاز تٕاكتبی٥گ ٣ام آ٠تی ٣ایی ک٢ در آز٥ٝف گعدیط٠ط. در ٝعز٢ٛ بُط باکتعم

 ٥ٝردبعرؼػی ٗػعار گعٔت١ػط. BLASTأغار  ٣ا در ٠عـ ت٥اٚی یابی ؿط٠ط ك ت٥اٚی PCRؿ١اؼایی ٥ٝٚک٥ٚی ا٠تضا  ؿط٠ط. در ٤٠ایت ٝسك٥لات 

، 2پػػطی٥ک٥ک٥س ٚػػ٥ٚی ٣ام دطاؿػػطق از ٠ػػ٥ع د کػػ٢ ؼػػ٥ی٢یغ ؿػػط. ٠تػػایخ ٠ـػػاف داآ٠ػػاٚ Ez Taxon ٠تػػایخ تػػ٥اٚی یػػابی بػػا اؼػػتٕادق از ؼػػعكر  

 پعكبیػ٥تیکی ٣ػام باکتعم اؼیطلاکتیک از ١ٝبُی ٥١َاف ب٢ ت٥ا٠ط ٝی ٝادراف ؿیعب٥د٠ط.  4ٔع١ٝت٥ـ لاکت٥باؼی٥ٛسك  3را٥١ٝؼ٥س لاکت٥باؼی٥ٛس

 د١٣طق ٠ـاف زامع باؿط. از وعٔی تس٘یٖ داؿت٢ ٣ام ٠٥َٕی بیٞارم ب٢ ٥٠زاداف ابتلا پیـگیعم در ٤ٝٞی ٠٘ؾ ٝٞکٟ اؼت ک٢ باؿط ٥ٝردت٥د٢

 باؿط. ٝی ٣ا ژ٠تیکی باکتعم ت٥١ع ك ٔی٥ٛژ٠یک ركابه بعرؼی در (GTG 5)  ٠ـا٠گع کٞک با REP-PCR ژ٥٠ٝی ٠گارم ا٠گـت کارایی

 s rRNA16 ،REP-PCR،لاکت٥باؼی٥ٛسؿیع ٝادر، : ّای ولیذی ٍاطُ

 

                                                           
1
 MRS broth 

2
 Pediococcus lolii 

3
 Lactobacillus rhamnosus 

4
 Lactobacillus fermentum 
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 همذهِ

م ك ای١ٞػی ا اؼػت کػ٢ ٠یاز٣ػام تْظیػ٢ زؼتیؿیع ا٠ؽاف ٝایٍ 

ک١ػط. ؿػیع  ٣ػام اكؿ پػػ از ت٥ٚػط بػعآكردق ٝی ٥٠زاداف را در ٝاق

٣ام  ٝیکعكارگا٠یؽػػٜ ت٥ا٠ػػط َاٝػػٙ ٤ٝٞػػی در ایذػػاد ك ت٥ؼػػ٢ُ ٝی

. در گظؿػت٢ بیـػتع تس٘ی٘ػات بػع (1)٥ٝد٥د در ركدق ٥٠زاد باؿط 

زا در ؿػیع ٝػادر  ٣ام بیٞارم ركم ازتٞاؿ زن٥ر ٝیکعكارگا٠یؽٜ

 بػا تْظیػ٢ کػ٢ داد٠ط ٠ـاف گعدیطق ب٥د تا ای١ک٢ تس٘ی٘ات ٝتٞعکغ

 ٣ام زؽاؼیت ٠٥َٕی، ٣ام بیٞارم بعابع در را ٥٠زاداف ٝادر، ؿیع

ت٥ا٠ػط در٠تیذػ٢  ایٟ تػأجیعات ٝی ک١ط. ٝی ٝسأٌت آؼٜ ك دٛطم

 .(2)باؿط ٣ام ٕٝیط  زن٥ر ك رؿط باکتعم

٣ػػػػػػام اؼػػػػػػیطلاکتیک، گػػػػػػعكق ٝت١ػػػػػػ٥َی از  باکتعم

ام یػا  ٣ػام ٝیٛػ٢ قػ٥رت باکتعم ٣ا ٣ؽت١ط کػ٢ ب٢ ٝیکعكارگا٠یؽٜ

٥َٞٝػان کاتػالاز ١ٕٝػی ٣ام گعـ ٝحبػت، بػطكف اؼػپ٥ر ك  ک٥ک٥س

٣ػام اؼػیطلاکتیک ؿػاٝٙ  ق٥رت ؼ١تی، باکتعم كد٥د دار٠ط. ب٢

ك  3اؼتعپت٥ک٥ک٥س، 2پطی٥ک٥ک٥س، 1لاکت٥باؼی٥ٛس چ٤ار دؼت٢ 

4ک٥٠٥ؼػت٥ؾ٥ٚ
 ٔٛػػ٥ر اقػػٛی ادػغام از ٣ػػا ایػػٟ باکتعم٣ؽػت١ط.  

 . ٣ٞچ١ػیٟ دػغ٣ؽػت١ط ؿػیعم ٣ػام ٔعاكردق ك صػاـ ؿیع ٝیکعكبی

 تػأجیعات ٝیغبػاف ركم کػ٢ آی١ػط زؽػا  ٝی ّظایی ب٢ ٣ام ٝکٞٙ

٣ا با ت٥ٚیط تعکیبات مط ٝیکعكبػی اجػع  اکحع آف دار٠ط. ؼ٥د١ٝطم

 ٝیکعكبػی ٛػ٥رٔ تُػادؿ ك زا ٣ػام بیٞػارم ٤ٝارم بع رؿػط باکتعم

دك گعكق اركپایی، صاقػیت  21در آّاز ٗعف . (4, 3)دار٠ط  ركدق

کعد٠ػط ٣ام اؼیطلاکتیک ؿیع ٝادر را اجبات  پعكبی٥تیکی باکتعم

تس٘ی٘ات دطیط ٠یغ زاکی از كد٥د صػ٥اص پعكبیػ٥تیکی  (6, 5)

 باؿط ٣ام اؼیطلاکتیک دطاؿطق از ؿیع ٝادر ٝی بعصی از باکتعم

از ا٣ٞیػت  ٣ػا دطاؼػازم ك ؿ١اؼػایی ایػٟ باکتعمب٢ ٣ٞیٟ دٚیٙ  .(7)

تػعیٟ  تػ٥اف یکػی از ٤ٜٝ ٣ا را ٝی صاقی بعص٥ردار اؼت. پعكبی٥تیک

اقػىلاح پعكبی٥تیػک كرد٣ام ٝس٘٘یٟ در ٗعف زامع دا٠ؽػت، دؼتا

اٝػعكزق ١ُٝػی  باؿػط. بضؾ ٝی ک٢ ریـ٢ لاتیٟ دارد، بػ٢ ١ُٝػی زیػات

                                                           
1
 Lactobacillus 

2
 Pediococcus 

3
 Streptococcus 

4
 Leuconostoc 

٣ام  ٝیکعكارگا٠یؽػػٜ"٣ػا گؽػػتعدق ؿػطق ك تسػػت ١َػ٥اف  پعكبی٥تیک

ک٢ از وعیٖ ٝكعؼ ص٥راکی باَػث ب٤بػ٥د صك٥قػیات  ام ز٠طق

ؼػػلاٝت ٝیکعكٔٛػػ٥ر وبیُػػی ٝیغبػػاف ؿػػطق، اجػػعات ٕٝیػػط ركم 

. (4)ؿػػػ٠٥ط  ، تُعیػػػٓ ٝی"گظار٠ػػػط  دا ٝػػػی ک١١طق بػػػ٢ ٝكػػػعؼ

باؿط. ب١ا بػ٢  ٣ا كابؽت٢ ب٢ ؼ٥ی٢ ٝی ٣ام پعكبی٥تیکی باکتعم كیژگی

٣ام اؼیطلاکتیک در ؼلاٝت ا٠ؽػاف، ؿ١اؼػایی ك  ا٣ٞیت باکتعم

ت٥ا٠ػػط گػػاٝی ٝػػؤجع در  ٣ػػا ٝی ب١ػػطم ٥ٝٚکػػ٥ٚی ایػػٟ باکتعم وب٢٘

٣ا در ٝسك٥لات ٚب١ی ق١ُتی ك ت٥ٚیط ٝسك٥لات  کارگیعم آف ب٢

٣ػام پعكبیػ٥تیکی كابؽػت٢  ک٢ ًعٔیتٔعا كیژق باؿط. با ت٥د٢ ب٢ ای١

اوٞی١اف بعام ؿ١اؼػایی  ٣ام ٗابٙ باؿ١ط، ا٠تضا  ركش ب٢ ؼ٥ی٢ ٝی

٣ػا از ا٣ٞیػت صاقػی بعصػ٥ردار اؼػت. از  اؼیطلاکتیک باکتعم

٣ام بی٥ؿػیٞیایی ك ٔیغی٥ٚػ٥ژیکی بؽػیار  کارگیعم ركش وعٔی ب٢

م ٣ػا اٝعكزق ؿ١اؼایی از ركش باؿ١ط. ٚظا آٝیغ ٝی گیع ك اب٤اـ كٗت

٥١ٔتیپی ب٢ ژ٥٠تیپی تْییعیأت٢ اؼػت، زیػعا دارام دٗػت ك قػست 

 ك DNA بالاتعم ٣ؽت١ط. ٝىاُٚات ٥ٝٚک٥ٚی ازد٢ٛٞ ٣یبعیطاؼی٥ف

ت٥ا١٠ػط در ؿ١اؼػایی ٕٝیػط  ٝی ٣rRNAػام  ؿ١اؼایی از وعیػٖ ژف

 كاٍٗ ؿ٠٥ط .

 ای١ٞػی ك ؼػلاٝت ٝادر ؿیع ٝكعؼ ٝحبت تاجیع ب٢ ت٥د٢ با ٚظا

 ك تعکیبػات در ٝسیىػی ؿعایه ك تْظی٢ عتاجی ك ؿیعص٥ار ٥٠زاداف

 ایػٟ ا٠ذػاـ ٝضتٛػٓ، ١ٝػاوٖ ٝػادراف ؿػیع ٝیکعكبی ٥ٛٔر ازد٢ٛٞ

 ك دطاؼػازم ٥ٌ١ٝر بػ٢ ت٤عا٠ی ٝادراف ؿیع بعرؼی ٣طؼ با تس٘یٖ

 د٤ت کا٠طیطم ٥١َاف ب٢ ت٥ا١٠ط ٝی ک٢ ٕٝیط ٣ام باکتعم ؿ١اؼایی

 بػعام ت٥قػی٢ د٤ػت باؿػ١ط، ٝىػعح پعكبیػ٥تیکی صػ٥اص اجبات

بػػا ركش دٗیػػٖ ٥ٝٚکػػ٥ٚی ك  ٝسكػػ٥لات ّػػظایی در ادقاؼػػتٕ

 ا٠ذػاـ٣ا د٤ت بعرؼػی ت١ػ٥ع ژ٠تیکػی  ٠گارم ژ٥٠ٝی آف ا٠گـت

 گعٔت.

 ّا هَاد ٍ سٍؽ

 گیشی ًوًَِ

٠ٕع از ٝادراف ؼاٜٚ ك  15ق٥رت تكادٔی  ب٢ 1392در تابؽتاف 

ٝا٢٣ ك ؼاکٟ  12تا  3ؼا٢ٚ، با ٔعز٠طاف ؿیعص٥ارق  35تا  25ؿیعدق 
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٣ػام لازـ از  اكوٛبا٠ػ٢، ا٠تضػا  ك پػػ از آ٥ٝزشو٥ر د ت٤عاف ب٢

بػػعام ا٠ذػػاـ ٔعآی١ػػط آكرم ؿػػط.  ٣ام ؿػػیع دٞػػٍ ٣ػػا ٠٥ٞ٠ػػ٢ آف

قػػاب٥ف ك آ   ابتػػطا ٠ػػ٥ؾ ؼػػی٢١ ك اوػػعاؼ آف بػػاگیعم،  ٠٥ٞ٠ػػ٢

اؼػػتعیٙ ؿؽتـػػ٥ دادق ؿػػط ك ؼػػپػ بػػا کٛع٣گػػغدیٟ مػػط٠٥َٕی 

گعدیػػط ك د٤ػػت اوٞی١ػػاف از َٞػػٙ مػػط٠٥َٕی از ٠ػػ٥ؾ ؼػػی٢١ ك 

کػػ٢  ف ؼػػ٥آ  بػػ٢ َٞػػٙ آٝػػط. ٝػػادراف درزاٚیاوػػعاؼ آف آزٝػػ٥

٣ام ؿػػیع را در ٥ٚٚػػ٢  دؼػػتکؾ اؼػػتعیٙ بػػ٢ دؼػػت داؿػػت١ط ٠٥ٞ٠ػػ٢

آكرم کعد٠ط ک٢ ٠ػ٥ؾ ؼػی٢١  ام دٍٞ گ٢٠٥ ٣ام اؼتعیٙ ب٢ ٔاٚک٥ف

با ٥ٚٚػ٢ تٞػاس پیػطا ٠ک١ػط ك د٤ػت اوٞی١ػاف از آٚػ٥دگی ؿػیع بػا 

بُػطم  ml 10اٚػی  5اكؿ دطا دكؿػیطق ؿػط ك  ml 2کٛع٣گغدیٟ 

بػ٢  h 2اف ٢٠٥ٞ٠ اقٛی در یضػطاف ٠گ٤ػطارم ك در کٞتػع از ٥١َ ب٢

 آزٝایـگاق ١ٝت٘ٙ ؿط.

 ّا خذاػاصی باوتشی

٣ػام  باکتعم رؿػط ؿػیع د٤ػت ٣ام ٢٠٥ٞ٠ از ٝتٕاكتی ٝ٘ادیع 

 تسػت ؿػعایهاـ ار اس آگػار ،  در ٝسیه کـػت اؼیطلاکتیک

 گعٝضا٢٠ h 72 -48   ب٢ ٝطت  C 37° دٝام در ٥٣ازم بی کاٝلان

 تكػادٔی و٥ر بػ٢ پٛیػت ٣ػع از ٝتٕاكت ٣ام ک١ٛی ط.ؿط٠ گظارم

 ٝسیه ركم بار چ١طیٟ صاٚف ک١ٛی ب٢ دؼتیابی د٤ت ك ا٠تضا 

ؿػکٙ  ٠ٌػع از ؼػپػ ؿػط٠ط. دادق پاؼػاژ اـ ار اس آگػارکـػت 

 ٥ٝردبعرؼػی گعـ آٝیغم ر٠گ آز٥ٝف ك کاتالاز آز٥ٝف ًا٣عم،

 ك ٝحبػت گعـ ؿکٙ باؼیٙ ك ک٥کؽی ٣ام باکتعم ك ٗعار گعٔت١ط

٣ػام  گعدیط٠ػط. در ایػٟ ٝعزٛػ٢ از آز٥ٝف ؿ١اؼایی ١ٕٝی تالازکا

بیػ٥گعاـ،  تضٞیع ١ٗط، ت٥ٚیػط گػاز ك آزٝػ٥ف آ٠تی بی٥ؿیٞیایی ٠ٌیع

 ٣ا اؼتٕادق ؿط. بعام ؿ١اؼایی بیـتع باکتعم

 آصهَى تخویش لٌذ ٍ تَلیذ گاص

َكػارق ٝضٞػع ) پایػ٢د٤ت ا٠ذػاـ تضٞیػع ١ٗػط ابتػطا ٝسٛػ٥ؿ 

gr 5 ،  پپتػػػػػػػ٥فgr 2 ، 1K2HPO4 gr 1 ، gr KH2PO4
21 )

٣ام آزٝػػایؾ زػػاكم  از آف دركف ٥ٚٚػػ٢ ml 8    ت٤یػػ٢ ؿػػط ك

                                                           
 دم پتاؼیٜ ٣یطركژف ٔؽٕات 1
 پتاؼیٜ دم ٣یطركژف ٔؽٕات 2

 ك از ١ٗػػط ٝػػ٥رد٠ٌع امػػا٢ٔ ml  2ؼػػپػ ك٥ٚٚػػ٢ دكر٣ػػاـ ریضتػػ٢ 

٣ػػا بػػا تضٞیػػع ١ٗػػط ؼػػب   ؼػػپػ بػػاکتعم امػػا٢ٔ ؿػػط. باکتعم

ؿػػ٠٥ط ك در قػػ٥رت ت٥ٚیػػط گػػاز در  اؼػػیطم ؿػػطف ٝسػػیه ٝی

از امػػا٢ٔ ؿػػطف ؿػػ٥د. پػػػ  ٥ٚٚػػ٢ دكر٣ػػاـ تذٞػػٍ گػػاز دیػػطق ٝی

 ٣ػػ٥ازم در دٝػػام ٣ا در ؿػػعایه بی بػػاکتعم، ٥ٚٚػػ٢
°C 37 ،  بػػ٢

 .ؿط٠ط ا٠ک٥ب٢ h 72تا 48ٝطت 

 بیَگشام آصهَى آًتی

ا٠تـػار  ركش بػا بی٥تیکی آ٠تی زؽاؼیت اٚگ٥م بعام بعرؼی

 از ٔار١ٚط ٝک ٠یٜ ُٝادؿ ٝیکعكبی ؼ٥ؼپا٠ؽی٥ف ابتطا 3از دیؽک

 از اؼػتعیٙ ٥آ ؼػ بػا ؼػپػ ك ؿػط ت٤یػ٢ ؼػاَت٢ 18 ٣ػام ک١ٛی

ركم زذٜ جابتی از ٝسیه اـ ار اس آگػار  ٝیکعكبی ؼ٥ؼپا٠ؽی٥ف

 ٣ام دیؽػک تٛ٘ػیر، از min15 گظؿػت  از بُػط ك دادق کـػت

 از بُػط ٗػعار دادق ؿػط. ٝسػیه ؼػىر ٔػ٥ؽ ركم بیػ٥تیکی آ٠تی

 بػ٢ ٥٣ازم ك ؿعایه بی C 37°دٝام در ٣ا پٛیت min 15 گظؿت

 صػه بػا رؿػط َػطـ ا٣٢ٚ گعدیط٠ط. ٗىع ا٠ک٥ب٢ h 16 -18 ٝطت

 در ؿػطق ا٠تضا  ٣ػام ؿػط. در ٤٠ایػت باکتعم گیعم ا٠طازق کؾ

 ك ؼػا٠تعی٥ٕژ از پػػ دادق ؿػط ك اـ ار اس کـػت ٝػایٍ ٝسػیه

د٤ػت ا٠ذػاـ  اؼػتعیٙ، ٔؽػٕات٢ بػأع ٠ٞکػی بػا رؼ٥  ؿؽتـ٥م

 در ك ٚیػ٥ٔٛیغق اؼػتعیٙ، %15 ؼػ٥کعكز ٝسٛػ٥ؿ ٝعازٙ بُطم در

 ؿط٠ط. ٠گ٤طارم  -C 20°دٝام

 DNAاج اػتخش

اـ ار  یک تک ک١ٛی از ٣ع ٢٠٥ٞ٠ ٝػ٥رد آزٝػایؾ بػ٢ ٝسػیه 

از در اکؽػیط  % 10ك تػعاکٜ   ºC 37 ك در دٝػام ١ٝت٘ٙ اس بعاث

ی٢( ؼػ٥)بػع اؼػاس ؼػعَت رؿػط ٣ػع  h48 -24بػ٢ ٝػطت کػعبٟ 

بػا اؼػتٕادق از کیػت  اؼػتضعاج ٝعازػٙ گظارم ؿط. ب٘ی٢ صا٢٠ گعـ

Molecular Biological System Transfer MBST  بػع اؼػاس

د٤ت بع ركم ّـاء ؼیٛیکا ق٥رت گعٔت.  DNAدظ  ؼت٠٥ی 

از ، ؿػػػػطق در ركش ٔػػػػ٥ؽ  اؼتضعاج DNAبعرؼػػػػی کیٕیػػػػت 

 اؼتٕادق ؿط. %7/0اٚکتعك٥ٔرز بع ركم ژؿ آگارز 

                                                           
3
 Disk diffusion 
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 باوتشی ؿٌاػایی ٍ SrDNA 16لغؼِ تىثیش

 از S rRNA 16 ژف ٠ازی٢ bp 1500 ٢تکحیع ٗىُ د٤ت

 ٣ا آف ت٥اٚی ک٢ اپ٥زیؽت ایعافتک ؿعکت از ؿطق پعایٞع٣ام ت٤ی٢

 ؿط: اؼتٕادق اؼت، ٗیطؿطق ذیٙ در
F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

R CTACGGCTACCTTGTTACGA 

PCR كاکػػػ١ؾ
1
        تع٥ٝؼػػػایکٛع     دؼػػػتگاق از اؼػػػتٕادق بػػػا  

(Bio Rad ) از. گعٔػػػػت ا٠ذػػػػاـ Master Mix ٝسكػػػػ٥ؿ 

                زػػػػاكم ٝسٛػػػػ٥ؿ ایػػػػٟ. ؿػػػػط اؼػػػػتٕادق Ampliqonؿػػػػعکت

Taq DNA Polymerase، بأع PCR ،MgCl كdNTPs باؿط ٝی .

 دغ بػػ٢ PCRبػعام لازـ ادػػغاء تٞػاـ زػاكم ٝسٛػػ٥ؿ ایػٟ دركاٗػٍ

 در پٛیٞػػعاز ام ز٠ذیػػعق كاکػػ١ؾ. باؿػػط ٝی اٚگػػ٥ DNA ك پعایٞػػع

 ٣ػع از Master Mix ،µM  4/0 از ٤٠lµ 25 (lµ 5/ 12ایی  زذٜ

 وی یٙ( دراؼتع ىعٝ٘ آ  ب٘ی٢ ك باکتعم DNA از ng 20 پعایٞع،

  C 94°دٝػام در min 5 ٝػطت ب٢ ؼیکٙ 1 ؿاٝٙ، زعارتی ؼیکٙ

دٝػام  در C 94  ، min 1° در min 1 دٝایی بع٠ا٢ٝ با ؼیکٙ 30 ك

°C 56 ك min 1 دٝام در °C 72  ٝػطت بػ٢ ؼیکٙ 1 ٤٠ایت در ك 

min 10 دٝػػام در°C 72  ٝسكػػ٥ؿ. ؿػػط ا٠ذػػاـ PCR ژؿ ركم 

 ٗىُػ٢ ؼػازم صاٚف. گعٔػت ٗػعار ارزیػابی ٥ٝرد% 2 اٚکتعك٥ٔرز

 ٠ٞػ٥دف کٛػ٥ف د٤ػت T/A cloning ؼػپػ. ؿػط ا٠ذاـ ٥ٝرد٠ٌع

 تکحیعؿػطق، ٗى٢ُ ت٥اٚی تُییٟ ؼپػ. گعٔت ا٠ذاـ ٥ٝرد٠ٌع ٗى٢ُ

 ٗىُػات تػعادؼ. گعدیػط ا٠ذػاـ د٥١بی کعق بی٠٥یع ؿعکت ت٥ؼه

 BLAST (Blast Local)اولاَػاتی  با٠ػک در ؿػطق تػ٥اٚی تُیػیٟ

Alignment Search Tool 

http://www.ncbi,nlm.nih.gov/BLAST  ٗػػعار ٝ٘ایؽػػ٢ ٝػػ٥رد 

 .ؿط٠ط ؿ١اؼایی ٣ا باکتعم ك گعٔت

بوا    REP-PCR ًگاسی طًوَهی بوش اػواع سٍؽ    اًگـت

 GTG5 پشایوش

DNA د٤ػػت ٝػ٥رد٠ٌع ٣ام ایغكٚػػ٢ از ؿػطق اؼتضعاج ژ٠ػ٥ٝی 

-GTG GTG GTG GTG GTG-'5 پعایٞع با REP-PCR ا٠ذاـ

3' GTG5 گعٔػت ٗػعار ٥ٝرداؼتٕادق (8) س٘یٖت در ؿطق گغارش .
                                                           

1
 Polymerase Chain Reaction 

 كاکػ١ؾ. گعدیػط ت٤یػ٢ زیؽػت تکػاپ٥ ؿػعکت از ٝػ٥رد٠ٌع پعایٞع

REP-PCR ٤٠ایی زذٜ درlµ 25 ؿط ؼازم ب٤ی٢١ ذیٙ ؿعح ب٢ : 

 Master Mixاز  lµ 5/12از  ٝتـػػػػکٙ PCR كاکػػػػ١ؾ

(Ampliqon company) (µM 8/0 پعایٞػػػػع GTG5  كng50  از

DNA ٤٠ایی  زذٜ در اٚگ٥lµ 25 تکحیع . ؿط ؼازم ب٤ی٢١DNA در 

. ؿػػػط ا٠ذػػػاـ -Corbet,Australia (Palmcycler Gp) دؼػػػتگاق

 ا٠ذػاـ min  7ٝػطت بػ٢ C 92°دٝػام در اٚگ٥ DNA ؿطف د٠ات٥رق

 ؿعح ب٢ ؼیکٙ 30 در DNA تکحیعم كاک١ؾ آف ٠باؿد ب٢ ك گعٔت

 : ؿط ا٠ذاـ زیع

در  پعایٞػػع اتكػػاؿ ، s 30 ٝػػطت بػػ٢ C 92°در ؿػػطف د٠ػػات٥رق

°C5/53 ٝػطت ب٢ min 1 در پعایٞػع گؽػتعش ك°C 72 ٝػطت بػ٢      

min 2 . 

 زكػ٥ؿ بػعام C 72°در دٗی٢٘ دق ٝطت ب٢ ٤٠ایی ا٠ک٥باؼی٥ف

 د٤ػت. گعٔػت قػ٥رت پعایٞع٣ػا گؽػتعش ك تکٞیٙ از اوٞی١اف

 آگارز ژؿ ركم بع اٚکتعك٥ٔرز از PCR ٝسك٥لات آؿکارؼازم

                            X 5/0بػػػػػا ٌّٛػػػػػت    TBEبػػػػػأع از اؼػػػػػتٕادق بػػػػػا% 5/1

(8 mM EDTA, pH:  5/0, mM Tris/Borate 5/44اؼػتٕادق ) 

 ٠ػ٥ر بػا ك ؿػط آٝیغم ر٠ػگ Rima Sight DNA  ر٠ػگ با ژؿ. ؿط

 ٝػػػػػػارکع. گعٔػػػػػػت ٗػػػػػػعار عرؼػػػػػػی٥ٝردب ،ٝػػػػػػاكراب١ٕؾ

(GeneRuler,fermentas100bp) ٥ٝٚکػػػػ٥ٚی ٝػػػػارکع ٥١َاف بػػػػ٢ 

 .گعٔت ٗعار ٥ٝرداؼتٕادق

 GTG5 بشسػی فیلَطًی بش اػاع هاسوش

 وعیػػٖ ٔػػ٥ؽ، بػػ٢ ٠GTG 5ـػػا٠گع  گػػظارم ارزش از پػػػ 

 تـػاب٢ معی  .گعٔت ا٠ذاـ ٣ا  دادق ركم بع زیع آٝارم آ٠اٚیغ٣ام

Dice ب١ػطم گػعكق ك ؿػط ٝساؼػب٢ ردٝىا٥ٝ٢ُٚ ٣ام ایغك٢ٚ بیٟ در 

 از اؼػتٕادق با ك02/2NTSYS-PC (Ver  )أغار)) با ٠عـ ٣ا ژ٥٠تی 

٠تػایخ  بػا زاقٙ گعٔت. د٠طركگعاـ ا٠ذاـ٣UPGMA 2ام  ركش

 .(9) ؿط ٝ٘ایؽ٢ت٥اٚی یابی 

 

                                                           
2
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 ًتایح
ؼػازم،  ازم، دطاؼػازم ك صاٚفؼ از ا٠ذاـ ٝعازٙ ١ّی پػ 

ك ک٥کؽی گعـ ٝحبت ك کاتالاز ١ٕٝی ؿ١اؼایی ك   ؼ٥ی٢ باؼیٙ 23

ؿ١اؼػی ک١ٛػی کطگػظارم گعدیط٠ػط. ؼػپػ بػا  بع اؼػاس ریضت

آٝطق از  دؼػت ٣ا ك ٠تایخ ب٢ صك٥قیات ٥ٝر٥ٚ٥ٔژم ؼ٥ی٢ ت٥د٢ ب٢

 ٣13ا،  بیػ٥گعاـ ؼػ٥ی٢ ٣ام تضٞیع ١ٗػط، ت٥ٚیػط گػاز ك آ٠تی آز٥ٝف

٣ا، بػ٢  ؿ١اؼایی ٥ٝٚک٥ٚی ا٠تضا  ؿط٠ط. تٞاٝی ایغك٢ٚؼ٥ی٢ بعام 

ؼػػیٛیٟ ك کلاریتعكٝایؽػػیٟ  اریتعكٝایؽػػیٟ، آزیتعكٝایؽػػیٟ، آٝپی

یؽػیٟ ك د١تاٝیؽػیٟ ت٥بعاٝا زؽاس ب٥د٠ػط كٚػی بػ٢ ك٠ک٥ٝایؽػیٟ،

 1ٝ٘اكٝت ٠ـاف داد٠ط. ٠تایخ تضٞیع ١ٗط ك ت٥ٚیػط گػاز در دػطكؿ 

 ؿطق اؼت. ٠ٞایؾ دادق
٠ٞػػایؾ  1ؿػػطق در ؿػػکٙ  اجاؼتضع DNAکیٕػػی ٠تػػایخ 

٣ا بػا  د٤ػت ؿ١اؼػایی گ٠٥ػ٢ PCR كاک١ؾ ا٠ذاـ ؿطق اؼت. دادق

گعدیػط )ؿػکٙ  bp1500 پعایٞع٣ام اصتكاقی ؼب  تکحیع ٗى٢ُ

 تُیػیٟ ؼ٥ی٢ د٤ػت 5%، 2 اٚکتعك٥ٔرز ژؿ ركم تائیط از پػ(. 2

 .ك ؿ١اؼایی در زط گ٢٠٥ گغی١ؾ ؿط٠ط ت٥اٚی

 پایگػاق در ردیٕػی ٣ٜ ٢ٝ٘ایؽػ ك یابی ت٥اٚی ا٠ذاـ با ٤٠ایت در

NCBI Blastn، ٣ام ٠٥ٞ٠ػ٢ کػ٢ ؿػط ٝـػضف تـاب٢ ٝیغاف A10 ،

A6  كA1 پػطی٥ک٥ک٥سٝـػاب٢ % 6/99 زػطاٗٙ ؿػطق یابی ت٥اٚی 

 لاکت٥باؼػػی٥ٛس% ؿػػبا٣ت بػػا  8/99دارام  B3 ٠٥ٞ٠ػػ٢ ، كٚػػ٥ٚی

 لاکت٥باؼػػی٥ٛس% ؿػػبا٣ت بػػا  ٠8/99یػػغ دارام  B9ك  را٥١ٝؼػػ٥س

 ب٥د٠ط. ٔع١ٝت٥ـ

 
ّایی اص  ًوًَِ 4ٍ  2،3، 1ّای  چاّه .MBSTؿذُ بش اػاع ویت  ػتخشاجا DNA -1ؿىل

DNA باؿٌذ. دسصذ هی 7/0ؿذُ بش سٍی طل آگاسص  اػتخشاج 

 
دس  S rRNA01( حاصل اص تىثیش طى  bp 1500 لغؼِ  ) PCRًوایؾ هحصَل  -2ؿىل 

 دسصذ. 5/1بش سٍی طل آگاسص  DNA Ladderّای هَسدهغالؼِ بِ ّوشاُ  تؼذادی اص ایضٍلِ

 REP-PCRبشسػی تٌَع طًتیىی حاصل اص ًتایح 

         ٣ا بػػع اؼػػاس ٝػػارکع ٠گارم ژ٠ػػ٥ٝی ایغكٚػػ٢ پعكٔایػػٙ ا٠گـػػت

GTG5  ٥ٝردبعرؼی ٗعار گعٔت١ط. تٞاٝی با٠ط٣ام زاقٙ از تکحیع

PCR  تا  200در ٝسطكدقbp 3700  بػع اؼػاس کػط قػٕع ك یػک

با٠ػط كیػژق  5با٠ط ٝـا٣طق ؿط ک٢  13اٝتیازد٣ی ؿط٠ط. درٝذ٥ٞع 

ب٥د ی١ُی ت٤١ا در یک ایغك٢ٚ ؿ١اؼایی ؿط. در د٠طركگعاـ زاق٢ٛ 

٣ام  صػػ٥د از ص٥ؿػػ٢ 2ك  1کػػلاد اقػػٛی ؿػػکٙ گعٔػػت. کػػلاد  3

٣ام  ، ص٥ؿػ1٢ک٢ در کػلاد  و٥رم تعم تـکیٙ یأت١ط. ب٢ ک٥چک

A و B وC   ؿکٙ گعٔت. در ص٥ؿ٢A٣ام  ، ایغكٚػ٢C2  ،B3  و

B1  ٗعار گعٔت١ط، در ص٥ؿ٢B٣ام ٢ٚ، ایغكA2  ،A10 ،A1 ،A6  ك

A4  ص٥ؿ٢  ك درC  ایغك٢ٚB9 ٣ایی ک٢ از ٠ٌع  ٗعار گعٔت. ایغك٢ٚ

بعرؼی ؿػط٠ط ٣ٞگػی در  ٥ٝS rRNA16ٚک٥ٚی بع اؼاس ٝارکع 

ك  ٣B3 ،A6 ،A1 ،A10ام  ٗعار داؿت١ط ک٢ ؿػاٝٙ ایغكٚػ٢ 1کلاد 

B9 ؿػػ٥د در  و٥ر کػػ٢ در د٠ػػطركگعاـ ٝـػػا٣طق ٝی ب٥د٠ػػط. ٣ٞػػاف

با بیـتعیٟ تـاب٢ ژ٠تیکی با  A10و  ٣A6 ،A1ام  ، ایغكB٢ٚص٥ؿ٢ 

بػا زٕػي ٔاقػ٢ٛ  ٣B9ٜ ك در یػک گػعكق ٗػعار گعٔت١ػط. ایغكٚػ٢ 

، در ص٥ؿػ٢ B3ٗعار گعٔت١ػط. ایغكٚػ٢  Bژ٠تیکی ٠غدیک ب٢ ص٥ؿ٢ 

A٣ام کلاد  ، دكرتع از ایغك٢ٚB ؿطق اؼت. ب١طم گعكق 
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 NTSYS-PC.افضاس تَػظ ًشم Dice ٍ ضشیب تـابِ UPGMAؿذُ با سٍؽ ّای خذا ای ًوًَِ دًذسٍگشام حاصل اص تدضیِ خَؿِ -3ؿىل 

 

 هادس ؿیش اص خذاؿذُ ّای باوتشی گاص تَلیذ ٍ لٌذ تخویش ًتایح -1خذٍل 

 ولًَی
 گلَوض هالتَص فشٍوتَص

 تَلیذ گاص تخویش تَلیذ گاص تخویش تَلیذ گاص تخویش

A1 + - + گاز + - 

B1 + - + گاز + - 

A2 + - - - + - 

B2 + - - - + - 

C2 + - - - + - 

A3 - - + گاز + - 

B3 + - + - + - 

A4 + گاز - - + - 

B4 - - + گاز + گاز 

C4 + - - - + گاز 

A6 + - - گاز + - 

B6 + - - - + - 

A7 + - - - + - 

B7 + - - - + - 

A8 + - + - + گاز 

B8 + - + گاز + - 

A9 + گاز + - + گاز 

B9 + - + گاز + زگا 

A10 + - + - + گاز 

A11 + - + - + - 

B11 + - + - + - 

A13 + - + گاز + گاز 

B13 + گاز + گاز + گاز 

 بحث
بی٥ؿػیٞیایی ٝا١٠ػط  ٣ػام ركش٣ػا،  در ٔعای١ط ؿ١اؼایی باکتعم

 ٣ا دارام كٚی ایٟ ركش باؿ١ط رایخ ٝی تضٞیع ١ٗط٣ا ك ت٥ٚیط گاز

قعؼ كٗػت  ت٥اف ب٢ ٢ٛٞ ٝیباؿ١ط ک٢ از آف د ٣ایی ٝی ٝسطكدیت

ب١ابعایٟ ؛ ٣ا اؿارق کعد آٝیغ ب٥دف ٠تایخ آزٝایؾ ك ٣غی٢١ ك ٠یغ اب٤اـ

٣ام ٥ٝٚکػ٥ٚی ٝضتٛػٓ ؼػب  رٔػٍ ٝـػکلات  کارگیعم ركش ب٢

 

٣ػا  از وعٔی ٥ٞ٣ارق تُػطادم از باکتعم .اٚظکع گعدیطق اؼت ٥ٔؽ

گ٠٥ػ٢  ٣ػام یک ٣ام یکؽػا٠ی از باکتعم دطاؼازم ؿػطق، ؼػ٥ش

ب١ػػػابعایٟ ا٠تضػػػا  یػػػک ركش ٥ٝٚکػػػ٥ٚی دٗیػػػٖ ك ؛ باؿػػػ١ط ٝی

باؿػػط. یکػػی از  اوٞی١ػػاف از ا٣ٞیػػت بػػالایی بعصػػ٥ردار ٝی ٗابٙ

 RNA ٣ػػام دٗیػػٖ در ؿ١اؼػػایی ٥ٝٚکػػ٥ٚی، تػػ٥اٚی یػػابی ركش
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باؿط. در ایٟ تس٘یٖ ٠یغ ركش ت٥اٚی یابی  باکتعیایی ٝی ریب٥زكٝی

٥ٝرداؼتٕادق ٗعار گعٔت. ایٟ ٗؽٞت  ٠rRNA s61ازی٢ ژ٥٠ٝی    

باؿػط کػ٢ تٕػاكت  ؿػطق ٝی از ژ٥٠ـ دارام ٥٠ازی ٝتْیع ك زٕاًت

باؿػط. ٝس٘٘ػیٟ بػا  ٣ا، زاقٙ تٕػاكت در ٠ػ٥ازی ٝتْیػع ٝی ؼ٥ش

وعازی پعایٞع٣ام ٝضتٛٓ اٗطاـ ب٢ تکحیع ایػٟ ٠ازیػ٢ ك ؿ١اؼػایی 

 .(10)ا٠ط  ٣ا با ت٥اٚی یابی ٗى٢ُ ٥ٝرد٠ٌع ؿطق باکتعم

 ریضت ؿ١اؼیؼ٥ی٢ دارام صك٥قیات  23در ٝىا٢ُٚ زامع 

دطاؼازم ؿط٠ط ک٢ با ت٥د٢ ب٢  ٣ا لاکت٥باؼیٙك بی٥ؿیٞیایی ٝـاب٢ 

تضٞیػػع ١ٗػػط ك بیػػ٥گعاـ،  ٣ػػام آ٠تی آٝطق از آز٥ٝف دؼػػت ب٢ ٠تػػایخ

ؼ٥ی٢ ٝتٕاكت بعام ؿ١اؼػایی  ٣13ا،  صك٥قیات ٥ٝر٥ٚ٥ٔژم ؼ٥ی٢

تػ٥اٚی یػابی ٝـػضف  ٥ٝٚک٥ٚی ا٠تضا  ؿط٠ط ك در ٤٠ایت پػػ از

، 1پػطی٥ک٥ک٥س ٚػ٥ٚی٣ام ت٥اٚی یػابی ؿػطق از ٠ػ٥ع  ؿط ک٢ ٢٠٥ٞ٠

ب٥د٠ػػط.  3لاکت٥باؼػػی٥ٛس ٔع١ٝتػػ٥ـك  2لاکت٥باؼػػی٥ٛس را٥١ٝؼػػ٥س

٣ػام باکتعیػام  ، ب٢ بعرؼی ت١ػ٥ع د١ػ(2012ك ٣ٞکاراف )  ٣4ا٠ت

. در ایػػٟ (11) پعداصت١ػػط قػػ٥رت کٞػػی ؿػػیع ٝػػادر وػػ٥ؿ زٝػػاف ب٢

 یکعكبػػػی ؿػػػیع بػػػا ركش تػػػ٥اٚی یػػػابی ژف            پػػػژك٣ؾ ٔٛػػػ٥ر ٝ

rRNA s61 وػػی ؼػػ٢ ٝعزٛػػ٢ زٝػػا٠ی ؿ١اؼػػایی ؿػػط٠ط کػػ٢ ٠تػػایخ

آٝطق در ایٟ پژك٣ؾ ٠ـاف داد ک٢ د٥اٍٝ ٝیکعكبػی ؿػیع  دؼت ب٢

ؼػت. و٥رکٛی از ٠ٌػع ١ٝى٘ػی پیچیػطق ا ا٠ؽاف در وػ٥ؿ زٝػاف بػ٢

٣ػػام ٥ٝردٝىاُٚػػ٢  کػػ٢ در وػػ٥ؿ زٝػػاف بعصػػی از باکتعم درزاٚی

٣ػػام ّاٚػػ  در ؿػػیع را  ک١١ػػط ك د١ػ ؼػػازگارم بیـػػتع پیػػطا ٝی

د١٣ط. در ایػٟ پػژك٣ؾ ٠یػغ ٣ٞا١٠ػط ٝىاُٚػ٢ زامػع از  تـکیٙ ٝی

د١٣طق دٗت بالام  اؼتٕادق ؿط ک٢ ٠ـاف rRNA s61ت٥اٚی یابی ژف

ا١٠ط ٝىا٢ُٚ زامع ٣ام دطاؿطق ٣ٞ ایٟ ركش اؼت ك بعصی ؼ٥ی٢

ٝضتٛػٓ دطاؼػازم  ٣ػام ب٥د. اٚبت٢ در ایٟ تس٘یػٖ در وػ٥ؿ زٝاف

ت٥ا٠ػط در ٝىاُٚػات آتػی ٚسػاظ  ٣ا از ؿیع ا٠ذاـ ؿط کػ٢ ٝی ؼ٥ی٢

 ( ،2007ام ) ك ٣ٞکػػاراف در ٝىاُٚػػ٢ 5لارا كی٥ٛؼػػلادا .(12)ؿػػ٥د 

، 6لاکت٥باؼػػػی٥ٛس گاؼػػػعم٣ػػػام  ٔػػػٖ بػػػ٢ دطاؼػػػازم باکتعم٥ٝ
                                                           

1 Pediococcus lolii 
2 Lactobacillus rhamnosus 
3 lactobacillus fermentum 
4
 Hunt 

5
 Villoslada 

6
 Lactobacillus gasseri 

از ؿیع ٝػادر  لاکت٥باؼی٥ٛس ٔع١ٝت٥ـك  7لاکت٥باؼی٥ٛس ؼاٚی٥اری٥س

٣ػا در کػا٣ؾ چؽػب١طگی  ؿط٠ط. ؼػپػ اجػعات ٕٝیػط ایػٟ باکتعم

 وػی پژك٣ـػی 8. آركیطؼ٥ف(6)ٗعارداد٠ط را ٥ٝردبعرؼی  ؼا٠٥ٞٚلا

٥ٝدػ٥د در  9لاکت٥باؼػی٥ٛس ركتػعم( ب٢ بعرؼی ٔعاكا٠ػی 2005) 

ٝادر ؼاٜٚ  ٣220ام ؿیع  ٢٠٥ٞ٠ ٠ؽاف پعداصت. در ایٟ ٝىا٢ُٚؿیع ا

 –اؼػػعائیٙ  –دا٠ٞػػارؾ  –ؼػػ٥ئط ) کـػػ٥ر 7ؿػػ٤عم ك ركؼػػتام 

( ٥ٝردبعرؼػی ٗػعار پػعكکعق د١ػ٥بی ك  -ژاپٟ  –أعی٘ام د٥١بی 

ركز پػػ از زایٞػاف قػ٥رت  32تا  6گیعم در  گعٔت. ایٟ ٢٠٥ٞ٠

در بیٟ ٝادراف  لاکت٥باؼی٥ٛس ركتعمگعٔت ک٢ بیـتعیٟ ٔعاكا٠ی 

ك  عیٟ ٠یػغ در ٝػادراف اؼػعائیٛی، پػعك% بػ٥د ك کٞتػ3/56ژاپ١ی با 

دا٠ٞارکی ب٥د ک٢ ٔاٗط ایٟ باکتعم ب٥د٠ط. در ز٠اف ركؼتایی ٝتُٖٛ 

ب٢ پعك ك کعق، باکتعم دطاؼازم ٠ـط. بع وبٖ ٠تایخ ایػٟ ٝىاُٚػ٢، 

در کـػ٥ر٣ام ٝضتٛػٓ ٝتٕػاكت لاکت٥باؼی٥ٛس ركتػعم ٔعاكا٠ی 

ؿػ٤عم اؼػت  در ١ٝاوٖ ركؼتایی بیـتع از ١ٝػاوٖ ٔعاكا٠ی اؼت ك

(13,14 ). 

در ؿیع  ٣ا لاکت٥باؼی٥ٛس( ، ت٥١ع 2007ك ٣ٞکاراف ) 10ٝارتیٟ

ٝادر ك كاژف ز٠اف ؼػاٜٚ ك ٠٘ػؾ بػا٥٘ٚق در ٗػعار گػعٔتٟ در ركدق 

٥٠زاداف را ٥ٝردبعرؼی داد٠ط. ٠تػایخ ایػٟ پػژك٣ؾ ٠ـػاف داد کػ٢ 

م بػا٥٘ٚق پعكبی٥تیػک ٣ػا ؿیع ا٠ؽاف، یک ١ٝبػٍ ٝؽػتٞع از باکتعم

( اؼػػت کػػ٢ در ركدق ٠ػػ٥زاد ٝؽػػت٘ع ٣ػػا لاکت٥باؼػػیٙ)صك٥قػػان 

ؿ٠٥ط. ٣ٞچ١یٟ ٣ع زف یک اٚگػ٥م باکتعیػام صػاص در ؿػیع  ٝی

دارم بػا ركش  ٣ام ركدق ٥٠زاد ارتبػاط ١ُٝػی ص٥د دارد ك باکتعم

 PCRدر ایػٟ تس٘یػٖ ٠یػغ بػا اؼػتٕادق از . (15,16)زایٞاف ٠طار٠ػط 

٣ام  دػطا ؿػط کػ٢ ٝـػاب٢ ؼػ٥ی٢ لاکت٥باؼػی٣ٙام  از ؼ٥ی٢ا٥٠اَی 

تایپی١گ دیگعم ک٢ تس٘یػٖ  ركش دطاؿطق از ٝىا٢ُٚ زامع ب٥د.

 بػا REP- PCR ٠گارم زامع ٥ٝرداؼتٕادق ٗعار گعٔػت، ا٠گـػت

 ایػػٟ ركش اكٚػػیٟ بػػار ت٥ؼػػه. بػػ٥د GTG  5کٞػػک پعایٞػػع

١ٕٝػی گػعـ  ٣ػام تایپ١یػگ باکتعم د٤ت( ، 1991) 11یکكرؼ٥ٚ

                                                           
7 Lactobacillus salivarious 
8
 Arvidsson 

9
 Lactobacillus reuteri 

10
 Martín 

11
 Versalovic 
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ركش د٤ػت  بُط٣ا ٝس٘٘ػیٟ دیگػعم ازایػٟ .(17) عدق ؿطکارب ب٢

 ٣ام گعـ ٝحبػت اؼػتٕادق کعد٠ػط ك تذعبیػات ژ٥٠تایپی١گ باکتعم

٠ـاف دادق اؼت ک٢ ایٟ ٠ـا٠گع دارام ٗطرت تٕکیػک بػالایی در 

 ك ٣ٞکػاراف 1گػ٥رس .باؿػط ٣ػا از ٣ػٜ ٝی ٝتٞایغ ٠ٞػ٥دف باکتعم

 GTG 5 از ٠ـػػػا٠گع ٣ا لاکت٥باؼػػػیٙ، د٤ػػػت ؿ١اؼػػػایی ( 2001)

2ؼ٥ؾ .(8) اؼتٕادق ٥ٞ٠د٠ط
 د٤ػت( 2009 ك 2005) ك ٣ٞکػاراف 

 3یع ٚی١ػػک ؿػػ ك ٣ام ا٠ؽػػا٠ی از ٠٥ٞ٠ػػ٢ ٣ا لاکت٥باؼػػیٙؿ١اؼػػایی 

 ٣ام لاکت٥باؼػػیٙؿ١اؼػػایی  د٤ػػت (2008) ٣4ػػ٥ردكف ك ( 2007)

  .(22-18)بعد٠ػطدطاؿطق از ١ٝابٍ ّظایی ایٟ تک١یػک را بػ٢ کػار 

ك  rRNA  s61 ز ركش تػػ٥اٚی یػػابی ژفٝ٘ایؽػػ٢ ٠تػػایخ زاقػػٙ ا

د١٣طق  در ٝىا٢ُٚ زامع ٠ـاف REP-PCRپعكٔایٙ زاقٙ از ٠تایخ 

باؿػػط ك  آٝطق در ٣ػػع دك ركش ٝی دؼػػت ب٢ تىػػابٖ کاٝػػٙ ٠تػػایخ

٠گارم در ٝتٞػایغ  ٗطرت تٕکیػک بػالام ركش ا٠گـػت ٣ٞچ١یٟ

بػا ت٥دػ٢ بػ٢ ای١کػ٢  د٣ط. ٣ام دطاؿطق را ٠ـاف ٝی ٥ٞ٠دف باکتعم

٣ام دارد ٝب١ػی بػع ٣غی١ػ٢ بیـػتع ك  یػابی ٝسػطكدیت ركش ت٥اٚی

٠گارم ژ٠ػػ٥ٝی  ای١کػ٢ گػػا٣ی ٠یػاز بػػ٢ تکػعار دارد. ركش ا٠گـػػت

REP-PCR  با داؿتٟ ٝغایام چ٥ف ؼ٥٤ٚت ا٠ذاـ کػار ك ؼػعَت

ا٠ذػاـ آزٝػػایؾ ك تکعارپػػظیعم، ٣غی١ػ٢ کٞتػػع ك ؿ١اؼػػایی دٗیػػٖ 

ٙ از ٥١َاف یک ٝعزٛػ٢ اكٚیػ٢ ّعبػاٚگعم ٗبػ ت٥ا٠ط ب٢ ٣ا ٝی ژ٥٠تی 

ت٥اٚی یابی ٥ٝرداؼتٕادق ٗػعار گیػعد. بػا ٝ٘ایؽػ٢ ٠تػایخ زاقػٙ از 

٠گارم ژ٠ػ٥ٝی، ٠تػایخ دػاٚبی زاقػٙ ؿػط.  ت٥اٚی یابی ك ا٠گـػت

ب١ػطم  ک٢ بع وبٖ ٠تػایخ تػ٥اٚی یػابی، کػاٝلان ٠تػایخ گعكق و٥رم ب٢

ک٢ بػع وبػٖ ٠تػایخ تػ٥اٚی یػابی،  و٥رم ٣ا را تائیط ٥ٞ٠د. ب٢ ژ٥٠تی 

 ٪ ٣99ع ؼ٢ بػا درقػط تـػاب٢ بػالام  A10ك  ٣A1 ،A9ام  ایغك٢ٚ

ُٝعٔػی ؿػط٠ط. در د٠ػطركگعاـ  پطی٥ک٥ک٥س ٚػ٥ٚیتست ٥١َاف 

٠یػػغ، ایػػػٟ ؼػػػ٢ ایغكٚػػ٢ بػػػا بیـػػػتعیٟ تـػػاب٢ ژ٠تیکػػػی ٠غدیػػػک

                                                           
1
 Gevers 

2
 Švec 

3
 Scheirlinck 

4
 Van Hoorde 

ك  B3ٗعار گعٔت١ػط. دك ایغكٚػ٢ دیگػع ی١ُػی  Bب٢ ٣ٜ ك در ص٥ؿ٢  

B9  ٠یغ ک٢ دارام تٕاكت ژ٠تیکی ب٥د٠ط با ٔاق٢ٛ ژ٠تیکی ٠ؽبت ب٢

لاکت٥باؼػی٥ٛس ٣ام ٝظک٥ر ٗػعار گعٔت١ػط ك تسػت ١َػ٥اف  ایغك٢ٚ

، 2ُٝعٔػی ؿػط٠ط. در کػلاد  لاکت٥باؼی٥ٛس ٔع١ٝت٥ـك  را٥١ٝؼ٥س

٠یػػغ دارام بػػالاتعیٟ دردػػ٢ تـػػاب٢ ژ٠تیکػػی  B4ك  A7دك ایغكٚػػ٢ 

گ٢٠٥ ص٥ا١٣ػط ب٥د٠ػط کػ٢ در یػک  ٣ؽت١ط ك ازتٞالان ٝتُٖٛ ب٢ یک

 ا٠ط.  ص٥ؿ٢ ٣ٜ ٗعارگعٔت٢

بیـتعیٟ تٕػاكت ژ٠تیکػی  B11اـ، ایغك٢ٚ د٠طركگع با ت٥د٢ ب٢

٣ا دارد ك با ٔاقػ٢ٛ ٠ؽػبت بػ٢ ؼػایعیٟ در  را ٠ؽبت ب٢ ؼایع ایغك٢ٚ

 د٠طركگعاـ ٗعارگعٔت٢ اؼت.

 کػػ٢ بػػ٥ٝی ٣ػػام باکتعم ؿ١اؼػػایی ك دطاؼػػازم بػػ٢ ت٥دػػ٢ بػػا

 پعكبیػ٥تیکی صػ٥اص اجبػات د٤ػت کا٠طیػطم ٥١َاف ب٢ ت٥ا١٠ط ٝی

 ٝػادر ؿیع ٝا١٠ط ارزؿی با ك ؼاٜٚ ١ٝبٍ از صك٥ص ب٢ باؿ١ط، ٝىعح

 ؼػلاٝت در پعكبی٥تیػک ٣ػام باکتعم ٠٘ػؾ ٝػؤجع بػ٢ ت٥د٢ با ك

پعكبی٥تیکی  ص٥اص اجبات با بت٥اف ک٢ ب٥د اٝیطكار ت٥اف ٝی ا٠ؽاف،

 ك بػطف ٔیغی٥ٚ٥ژیػک ؿػعایه بػا کػ٢ ٣ایی ؼػ٥ی٢ چ١یٟ درٝا٠یك 

 ٗػطٝی دار٠ػط، بیـػتعم ؼازگارم ٠یغ ١ٝى٢٘ أعاد ركدق ٥ٝک٥س

 داُٝػ٢ أعاد د٤ت ٔعاؼ٥د١ٝط ّظایی ٥ٝاد ت٥ٚیط د٤ت در ٝؤجع

ؿػػػ٥د پػػػژك٣ؾ  . پیـػػػ٤١اد ٝیبعداؿػػػت ٠ػػػ٥زاداف صكػػػ٥ص ب٢

تعم در ؿػ٤ع٣ام ٝضتٛػٓ کـػ٥ر ا٠ذػاـ ؿػ٥د تػا ت١ػ٥ع  گؽػتعدق

دُٞیت ٝیکعكبی ؿ٤ع٣ام ٝضتٛٓ ك ازتٞالان اٚگ٥م اصتكاقػی 

٣ع ١ٝى٢٘ ٥ٝردبعرؼی ٗعار گیػعد تػا بتػ٥اف کٛکؽػی٥ف ٝیکعكبػی 

٣ػا در وػ٥ؿ  یذاد ٠ٞػ٥د. ٣ٞچ١ػیٟ دطاؼػازم باکتعمتعم ا ٝت٥١ع

٣ام ٝضتٛٓ از ؿیع ا٠ذاـ گیعد تا بتػ٥اف اٚگػ٥م صاقػی از  زٝاف

 ت٥١ع باکتعیایی در و٥ؿ زٝاف ب٢ دؼت آكرد.
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Abstract 

 

Breast milk as the only source of nutrition in the first months after birth, an important factor in the development 

of microorganisms that are present in the intestines of infants. Given the importance of lactic acid bacteria, especially 

lactobacilli in human health, molecular recognition and classification of these bacteria could be an effective step in 

applying them in Functional products. The purpose of this research, detection and identification of Lactobacillus strains 

present in the breast milk. In this study, the strains in milk samples were isolated after enrichment in MRS broth, After 

microscopic examination, the basic characteristics of bacteria was determined by biochemical tests. Finally, to identify 

the molecular basis Identification of 16SrRNA sequences and genomic fingerprinting by REP-PCR was performed. 

Gram positive and catalase negative bacilli and cocci, were coded. Finally the PCR products were sequenced, and the 

sequences were analyzed with BLAST software. Sequencing results were analyzed using Ez Taxon server, the results 

showed that the strains isolated type of Pediococcus lolii, Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus fermentum. 

Breast milk can be considered as a source of lactic acid probiotic bacteria that may play a role in preventing of infant 

infectious disease have in the other hand the present study demonstrates the efficacy of REP-PCR genomic 

fingerprinting with marker (GTG) 5 in examining phylogenetic relationships and genetic variation in bacteria. 
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