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 های مدفوعی در ایران با استفاده از  شناسایی بیفیدوباکتریوم های جدا شده از نمونه
PCR با پرایمرهای اختصاصی در سطح جنس و آنالیز توالی ژنی S rRNA 16 
 ٣فخری شهیدی و دکتر ،5، دکتر درخشان احمد4، دکتر علی خامسان3سی، دکتر حمید بهادر قدو2، دکتر سید علی مرتضوی4مرتضی خمیری

 
 خلاصه

 ایزوله  باکتریایی مربوط به بیفیدوباکتریوم از مدفوع         40در این تحقیق برای اولین بار بیش از           
پس از مطالعه خواص فنوتیپی و شناسایی آنها در         . سازی شد  تعدادی از شهروندان ایرانی جدا و خالص      

بیفیدوباکتریوم عنوان   به ایزوله    10 ایزوله  از آنها به عنوان بیفیدوباکتریوم لانگوم،           18،  سطح گونه 
اما با استفاده از آزمایشات     . ایزوله  به عنوان بیفیدوباکتریوم کتنولاتوم شناسایی شدند       یک  بیفیدوم و   

بنابراین .  ارائه نشد  ای مشخص  فنوتیپیک برای بقیه ایزوله  ها نظر قاطعی جهت قرارگیری در زیر گونه          
برای تأیید در سطح جنس و نیز برای شناسایی دقیق گونه های باکتریایی جدا شده به یکی از دو                      

  یا تعییین توالی نوکلئوتیدهای ژن     r601Bif و   f164Bif با پرایمرهای اختصاصی     PCRروش، استفاده از    
SrRNA16      کارگیری   هب.  مورد بررسی و مطالعه قرار گرفتندPCR وه بر تأیید باکتری هایی که قبلاً       علا

 د که نموبا استفاده از آزمایشات فنوتیپیک تحت جنس بیفیدوباکتریوم شناسایی شده بودند، مشخص              
تعیین توالی   روشدر.است بیفیدوباکتریوم جنس متعلق به شده با آزمایشات فنوتیپیک نیز      ایزوله  رد  8

زیر گونه بیفیدوباکتریوم لانگوم اختلاف     ایزوله در  5 رغم قرارگیری  علی S rRNA16نوکلئوتیدهای ژن   
 قابل توجهی در تخمیر کربوهیدرات های آنها با این گونه مشاهده می شود که ممکن است در تخمیر                

عنوان  علاوه بر این تعدادی از ایزوله  های تأیید شده به        .  کربوهیدرات با آن اختلاف داشته باشند      6 تا   2
حاصل، سویه های جدیدی   نتایج  بنابراین با توجه به     . بودندم قادر به تخمیر ریبوز ن     بیفیدوباکتریوم لانگو 

 .از بیفیدوباکتریوم لانگوم در این طرح ارائه شده است
 

  ، شناساییr601Bif و f164Bif ، پرایمرهای SrRNA16 ، PCRبیفیدوباکتریوم، سویه های ایرانی،   :های کلیدی  واژه

 
 استاد گروه علوم و صنایع غذایی،-2ـ دانشجوی دورۀ دکتری علوم و صنایع غذایی، دانشگاه فردوسی مشهد و مربی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان                       1
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 مقدمه
نسان جایگاه جمعیتی از میکروب های فعال      مجاری روده ای ا  

و متنوع است که عموماً تحت عنوان میکروفلور روده خوانده            
 یکی از مهم ترین      (Bifidobacterium)بیفیدوباکتریوم  . می شوند

. میکروارگانیسم های این مجموعه پیچیده و متنوع است             
 بیفیدوباکتریوم باکتری گرم مثبت، چند شکلی، شدیداً بی هوازی       

 حضور این باکتری ها در روده       .)9،12،24(و بدون اسپور است     
اثرات مفیدی را بر سلامتی انسان موجب می شوند که از جمله             
آن می توان از اثرات تغذیه ای مانند تولید برخی از ویتامین های            

، اثرات  )9،11(مورد نیاز بدن و افزایش هضم پذیری پروتئین ها         
ونت روده ای، جلوگیری از بروز یا      دارویی مانند جلوگیری از عف    

 ، کاهش اختلالات ناشی از رادیوتراپی       )2،10(کاهش اسهال   
، درمان احتمالی برخی از ضایعات مغزی ناشی از نارسایی            )11(

، کاهش میزان   )Hepatic encephalopathy) (25نوعی هپاتیک   ( کبد
و اثرات  ) 20(، کاهش ترکیبات سرطانی     )19(کلسترول خون   

و کاهش اثرات   ) 8(وژیک با تقویت سیستم ایمنی بدن        ایمونول
 . را نام برد) 7(عدم تحمل لاکتوز 

تلاش های بسیاری برای افزایش سلول های بیفیدوباکتریوم در       
یکی از این روش ها مصرف     . مجاری روده صورت گرفته است    

دهانی این باکتری ها همراه با غذاهای ویژه ای تحت عنوان             
امروزه فرآورده های غذایی    . یوتیک است فرآورده های پروبا 

خصوص از نوع لبنی آن در دنیا رواج فراوانی            پروبایوتیک به 
مصرف این فرآورده ها یکی از بهترین روش های حفظ          . دارد

تعادل فلور میکروبی مفید روده و حفظ سلامتی محسوب می شود          
)11،26 .( 

ای با توجه به اهمیت این باکتری ها تلاش های زیادی بر           
. شناسایی ، ردیابی در روده و استفاده از آنها صورت گرفته است           

که روش های فنوتیپی برای شناسایی باکتری ها اغلب        به دلیل این  
و نیز نتایج   ) 13،16(وقت گیر، بسیار سخت و پر مشقت است         

حاصل از روش های فنوتیپیک مانند تخمیر کربوهیدرات ها در          
در به تفکیک کامل یا دقیق        برخی موارد مبهم می باشد و قا       

باکتری ها در سطح گونه نیست، امروزه برای شناسایی و یا تأیید            
نژادهای ناشناخته که از منابع طبیعی جدا می شوند علاوه بر انجام            
مطالعات فنوتیپی، بررسی های مولکولی و ژنتیکی هم انجام            

تا کنون محققین روش های مولکولی متفاوتی را برای          . می شود
 هیبریدیزاسیون: اسایی باکتری ها اتخاذ کرده اند از جمله         شن

DNA-DNA) 14(      هیبریدیزاسیون با شناساگرهای ،(probes)  
 تعیین نقشه ژنتیکی بر اساس روش        ) DNA) 13اختصاصی  

  ، روش  )DNA ) 29 (DNA Finger Printing)انگشت نگاری
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) ARDRA) 21( ،

PCR            با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در سطح جنس، گونه یا 
 ،SrRNA16، تعیین توالی نوکلئوئیدهای ژن           )16،28( نژاد

SrRNA23          نتایج . می توان نام برد  ) 27( و یا فضای بین این دو
 و نیز تعیین توالی      PCRحاصل از دو روش اخیر، استفاده از          
یکی کاملاً مطمئن، دقیق،    نوکلئوتیدها مانند دیگر روش های ژنت    

علاوه در این    به. سریع، مقرون به صرفه و قابل اعتماد است         
 ).16(روش ها محدودیت های کمتری در اجرا وجود دارد 

خلائی که در خصوص انجام پژوهش هایی بر روی              
بیفیدوباکتریوم ها در ایران احساس می شد موجب شد تا در گام           

اکتری زمینه برای کارهای     اول با جداسازی و شناسایی این ب        
لذا در پژوهش حاضر برای تأیید       . بعدی در ایران فراهم گردد     

تعدادی از ایزوله  های بیفیدوباکتریوم در سطح جنس و شناسایی          
برخی از آنها در سطح گونه که برای اولین بار از مدفوع تعدادی              

 با  PCR، از دو روش      )1(از شهروندان ایرانی جدا شده بودند         
 ده از پرایمرهای اختصاصی و تعیین توالی نوکلئوئیدهای ژن        استفا

SrRNA16استفاده شد . 
 

 مواد و روش ها
 جداسازی و شناسایی با استفاده از روش های فنوتیپی

 قبلاً  پژوهشبیفیدوباکتریوم های استفاده شده در این       
 جداسازی و     مشهدی  شهروندان  از  تعدادی از مدفوع 
 برای  پژوهش  به این  مربوطمقاله  ( سازی شده بود   خالص

طور خلاصه برای جداسازی از      هب). چاپ ارائه شده است   
به عنوان یک محیط        (Beerens)محیط کشت بیرنز   

های مدفوعی پس از      نمونه). 4(اختصاصی استفاده شد     
 .شدندداده  رقیق شدن به صورت خطی روی محیط کشت         

  تحت شرایط بی هوازی   Cْ37پس از اینکوباسیون در دمای      
مرک، (با استفاده از سیستم جار بی هوازی و گاز پک             

ای که دارای    های رشد یافته    روز، کلنی  5به مدت   ) آلمان
، برخی  VوYدار، یا اشکالی مانند      سلول هایی با اشکال شاخه   

. نیز با سرهای برجسته و گرم مثبت بودند، انتخاب شدند           
  TPY Agar بار انتقال بر روی محیط        2 -3پس از آن طی     

حاوی ) )مرک، آلمان (تریپتوکیز، پپتون و عصاره مخمر      (
L-سیستئین- HCl)  24(سازی شدند  خالص) مرک، آلمان .(

برای شناسایی باکتری های خالص شده سه دسته از             
 به شرح زیر     هاآزمایشات فنوتیپی مربوط به بیفیدوباکتریوم    
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 : انجام شد
ه در این مرحله با توجه ب        : آزمایشات سطح جنس    -الف

رشد در شرایط   شامل  کارهای میتسوکا دوازده آزمایش      
هوازی، تولید گاز از گلوکز ، تولید کاتالاز، تولید نیترات،          

 تولید اسید از رامنوز،        و تولید ایندول، تجزیه ژلاتین     
 انجام   دولسیتول  و سوربوز، گلیسرول، اریتریتول، آدونیتول   

 .)18(شد 
ه هر یک از      در این مرحل    : تخمیر کربوهیدرات ها     -ب
هایی تأیید شده با آزمایشات سطح جنس از نظر             ایزوله 

  ترکیب کربوهیدراتی مانند تعدادی      25توانایی تخمیر    
آزمایش ... ها و    ساکاریدها، پلی الکل   از قندهای ساده، پلی   

 .)22،24 (شد
: )F6PPK( فسفوکتولاز  فسفات -6 فروکتوز  آنزیم تعیین -ج
زمایش فنوتیپی برای    ترین و قابل اعتمادترین آ        مهم

 شناسایی بیفیدوباکتریوم ها بررسی وجود آنزیم فروکتوز      
ین آزمایش بر اساس     ا.  فسفات فسفوکتولاز است    -6

  . )24( انجام شد اسکاردویروش 
   DNAاستخراج

ml 1     ساعته در محیط مایع    48 از کشت تازه MRS3+  
 دقیقه  4 دور در دقیقه به مدت        10000با سرعت   ) 21(

سلول های رسوب داده    .شد) آلمان اپندروف،( وژسانتریف
دوباره  شستشو و    pH=8  و mM 20 تریس   µl 200شده با   

پس از شکستن دیواره سلولی با استفاده از        . ندسانتریفوژ شد 
، K حذف پروتئین به وسیله پروتئیناز         و آنزیم لایزوزیم 

DNA    و در  ) 3(شد   کلروفرم استخراج    ، بر اساس روش فنل
µl50یونیزه استریل حل شد  آب دی. 

  PCRانجام 
 با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در سطح             

 ای از  ، قطعه )5 (r601Bifو  ) f164Bif) 15،23 جنس،
جنس  که شاخص   )rDNA( ریبوزومی   S16،RNAژن

 PCRبیفیدوباکتریوم می باشد در یک دستگاه               
 )، آمریکا Applied Biosystem، شرکت   Gene Amp مدل(

 )µl50 ((Reaction mixture)وط واکنش مخل. تکثیر شد 
  و  f164Bif پرایمر اختصاصی         pmol 25حاوی 
r601Bif     ،mM2/0               از هر یک از

 جدا  DNA از   µl1فسفات   کلئوتیدهای تری نوریبو اکسی دی
  Taq DNA از U5/2مورد آزمایش و     های شده از باکتری  

-Amersham-Pharmacia Biotech, Baie d’Urfée( مراز پلی

Canada(، MgCl2   با غلظت نهایی mM 5/1  ،µl5    از بافرPCR

 :، با برنامه زیر انجام شد
 دقیقه طی یک    5 بمدت   Cْ94 دردناتوراسیون اولیه   ) 1

 سیکل 
 به مدت Cْ94دناتوراسیون در :  سیکل عبارت از   35) 2

  و ثانیه 45به مدت    Cْ60 ها در  ، چسبیدن رشته   ثانیه 30
 . دقیقه1 به مدت Cْ72ها در  افزایش طول رشته

 Cْ72 افزایش طول نهایی رشته تشکیل شده در        ) 3
  دقیقه5مدت  هب

 C6ْ خنک کردن تا دمای) 4
 استخراج شده از ایزوله  های       DNAعلاوه بر  PCR در

 استخراج شده از    DNAپژوهش، از   باکتریایی مربوط به این     
 و   ATCC)1730(دو باکتری بیفیدوباکتریوم آدولسنتیس      

ترتیب به عنوان    هب) 332ATCC(نی  لاکتوباسیلوس جانسو 
ای نیز   از لوله . کنترل مثبت و کنترل منفی استفاده شد        

 استفاده شد که حاوی همه        (Blank)عنوان نمونه شاهد   هب
 .  بودDNAجز  ه محلول واکنش بءاجزا

 از آن روی    PCR  ،µl5برای آنالیز فرآورده تکثیر شده      
پس . رده شد ب) TBE  5/0) %w/vدر بافر   % 2/1ژل آگاروز   

 1مدت حدود    ه در الکتروفورز ب   V100از برقراری جریان    
آمیزی  رنگ) µg/ml5(ژل در محلول اتیدیوم برماید      ساعت،

.  مورد مشاهده قرار گرفت    UVشد و سپس با استفاده از نور      
نیز به عنوان نشانگری    ) آلمان (DNA bp500از یک مارکر  

 . تفاده شد حاصل، اسDNAبرای تخمین وزن مولکولی قطعه 
 SrRNAنوکلئوتیدها در ژن     (Sequence)  بررسی توالی   

16(rDNA) 
 2RوF 1با استفاده از پرایمرهای عمومی         PCR ابتدا

 قبلی و با     PCRبا مخلوط واکنشی مشابه       ) 1جدول  (
در این برنامه پس از       . ای تقریباً مشابه انجام شد       برنامه

 : سیکل تکثیر عبارت از        35دناتوراسیون اولیه، از       
 ، چسبیدن رشته ها در    ثانیه 30به مدت    Cْ94 دناتوراسیون در 

Cْ55  و افزایش طول رشته ها در    ثانیه   30 به مدت Cْ72  به 
 ).6(استفاده شد ثانیه  45 مدت

 ریبوزمی توالی    S16  ،RNAپس از تکثیر کامل ژن         
 در کانادا تعیین    Shildonوسیله شرکت    هنوکلوتیدهای آنها ب  

ای موجود در بانک      همقایسه ژن  پس از بررسی و    . گردید
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 مشخصات پرایمرهای استفاده شده در این تحقیق  :1جدول 

 نوع پرایمر

 توالی ژنی پرایمر
(5`→ 3`) 

 

طول 
 پرایمر

 محل اثر
ژن  اندازه

 حاصل

                               مشخصات 

 کاربرد             

Bif164f 

Bif601r 

GGGTGGTAATGCCGGATG 

TAAGCGATGGACTTTCACACC 

18 

21 

181 – 164 

581 – 601 
500 ~ 

اختصاصی برای شناسایی بیفیدوباکتریوم 
 در سطح جنس

1F 

2R 

1R 

GACTCGGTCCTAGTTTGA 
AGGCCCGGGAACGTATTCAC 
GGACTACCAGGGTATCTAAT 

18 

20 

20 

25- 8 
1431- 

1450 
797 - 816 

1500 ~ 

 

 عمومی برای همه باکتری ها 

 

 5 و 4منابع : ماخذ 
 

های   نوع استرین   net.ncbi.www://httpژنی با آدرس     
 . مورد آزمایش تعیین گردید

  PCRخالص سازی قطعه ژنی حاصل از 
 از پرایمرها و    PCRسازی فرآورده حاصل از      برای خالص 

dNTP)    اضافی از کیت   ) داکسی نوکلئوزاید تری فسفات
DNeasy Tissue  )  شرکتQia gene  و روش  ) ، انتاریو، کانادا

 .ارائه شده در کیت استفاده شد
 نتایج

 بررسی فنوتیپی بیفیدوباکتریوم های جدا شده
های مشکوک   سازی کلنی  پس از جداسازی و خالص    

رفولوژی، همه  وبه بیفیدوباکتریوم بر اساس خصوصیات م     
ی باکتری هایی که در اولین دسته از آزمایشات بیوشیمیای        

همه (مشابه بیفیدوباکتریوم ظاهر شدند     ) در سطح جنس  (
 از نظر وجود آنزیم   ) آزمایشات سطح جنس منفی بودند     

پس از تأیید     . فسفوکتولاز آزمون شدند     -فسفات-6
با استفاده از آزمون     ، بیفیدوباکتریوم بودن جنس آنها    

بر . تخمیر کربوهیدرات ها در سطح گونه شناسایی شدند       
 سویه باکتریایی    40 تا این مرحله       اساس نتایج حاصل   

 که  ند شناسایی شد   هاتحت عنوان جنس بیفیدوباکتریوم    
 : آنها را به دو گروه تقسیم کردتوان عملاً می

گروهی که از نظر آزمون تخمیر مشابه یکی از         ) الف
نتایج نشان داده    (گونه های بیفیدوباکتریوم ظاهر شدند       

تری شناسایی   باک 29در این گروه تعداد      ). نشده است 
 ،عنوان بیفیدوباکتریوم لانگوم   ه گونه از آنها ب    18شدند که   

یک گونه   و    گونه بیفیدوباکتریوم بیفیدوم          10
هایی  از بین سویه  . بیفیدوباکتریوم کتنولاتوم شناسایی شدند   

 سویه  9عنوان بیفیدوباکتریوم لانگوم شناسایی شدند       هکه ب 
 . دارندتنها در تخمیر قند ریبوز با آن اختلاف 

گروهی که از نظر آزمایشات تخمیری مشابه هیچ یک         ) ب
 سویه  5در این گروه     . از بیفیدوباکتریوم های شناخته شده نبودند    

 2از باکتری ها شناسایی شدند که نتیجه تخمیر آنها در جدول             
 . شود مشاهده می

PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در سطح جنس 
تایج حاصل از روش های فنوتیپی،     برای تأیید و تکمیل ن    

برای .  و روش های شناسایی مولکولی استفاده شد        PCRاز  
 قبلی به آنها    بخش که در    ،بررسی  باکتری های گروه اول     

  و f164 Bif و پرایمرهای اختصاصی       PCR از    ،اشاره شد 
r601 Bif  نتایج حاصل از تکثیر ژن اختصاصی       .  استفاده شد

 ، بردن روی ژل     PCRاجرای  فضای بین دو پرایمر پس از        
 نشان داده   1 در شکل     UVآگارز و مشاهده در معرض نور       

طور که در این شکل مشاهده می شود همه          همان. شده است 
سویه های آزمایش شده دارای باند اختصاصی مشابهی با            

عنوان  هستند که به   )  308ATCC( بیفیدو باکتریوم لانگوم    
 و خط   a1، b1 شکل   17های شماره    کنترل مثبت در خط    

 در بالا آمد  طور که    همان.  دیده می شوند  c1 شکل   7شماره  
 سویه از باکتری های آزمایش شده دارای الگوی تخمیر          29

 27که   مشابهی با بیفیدوباکتریوم های شناخته شده بودند         
اطلاعات مربوط  (مشاهده می شود    1سویه از آنها در شکل       

 ). به دو سویه در شکل نیامده است
 علاوه بر تأیید ایزوله  های باکتریایی        پژوهشدر این    

 بیفیدو    جنس  که قبلاً با استفاده از آزمایشات سطح         
  ایزوله از سویه هایی   8باکتریوم بودن آنها محرز شده بود،        

 جنس    سطح  که تنها در یک یا دو آزمایش از آزمایشات         
 با     فنوتیپی    روش  هب شناسایی     اولیه     مراحل  در  
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ا اختلاف داشتند انتخاب و پس از انجام          کتریوم ه بیفیدوبا
PCR       اختصاصی سطح جنس     با استفاده از پرایمرهای 

f164Bif   و r601Bif  این بررسی  . بررسی قرار گرفتند    ، مورد

نشان داد که همه این ایزوله  ها نیز از جنس بیفیدوباکتریوم            
های   خط b 1 و شکل    15 تا   13  های  خط a1شکل  (  باشند می
 ).5 تا 1

 نتایج تخمیر قندهای مهم مربوط به بیفیدوباکتریوم های جداشده  :2ل جدو

نوز
آرابی

یوز 
سلوب

لین 
کو
اس

توز 
روک

ف
توز 

لاک
گا

 

وکز
گل

توز 
لاک

توز 
مال

ول 
مانیت

 

نوز
ما

یوز 
ملیب

توز 
لیزی

م
نوز 

رافی
بوز 

ری
سین 

سالی
ول 

وربیت
س

 

سته
نشا

ارز 
ساک

لوز 
رها

ت
لوز 

زای
 

 قند  

   کد

+ - - + + + + + + + + - 4311 F 

+ V V + + + + + + + + - 1712 F 

+ + + + + + + + + - + W 0813 M 

+ + + + + + + + + - + - 0311 F 

+ + + + + + + + + - - - 0631 F 

 . بار آزمایش است2 نتایج مربوط به تکرار . ضعیف=Wوت ؛  متفا=Vمنفی ؛  = -مثبت ؛ :  + = علائم 

  دیگرS rDNA 16 بیفیدوباکتریوم جدا شده در این تحقیق با یسویه هاS rDNA 16درصد همولوژی نوکلئوتیدهای   :3جدول

 *های ثبت شده در بانک ژن  بیفیدوباکتریوم

باکتری های  مورد /کد باکتری
 آزمایش

شماره های قابل 
مقدار ( درصد همولوژی  گونه های بیفیدوباکتریوم  بانک ژندسترسی در

 ** )همپوشانی باقی مانده ها

0521M ،1712F  2011M ،
4311F  0311M ،0631F 0813M ،

2521M 1512M ،1513M 

151399,1 AG 
014756,1 AE 

B. longum  strain KB 
2705 B.Longum NCC 99 

1514M 270492,1 AJ 
014756,1 AE 

Butyrate-producing  bacterium 
2705 B.Longum NCC 99 

1511M 311605,1 AJ 
267190,1 AY 

B. breve 
76 B. breve strain KB 88 

0512F  ، 0913F   0914F 25952,1 U 
25952,1 U 

B. bifidum KCTC 
B. bifidum KCTC 99 

0313F  ، 0311F 014756,1 AE 
014786,1 AE 2705 B.Longum NCC 99 

0621F 432082,1 AF B. catenulatum 99 

 gov.nih.nlm.ncbi.www://http/:   به آدرس *

 .یابد  درصد ارتقا می100در اکثر موارد با خارج کردن خطای سیکونسر میزان همولوژی تا . درصدها بدون در نظر گرفتن اشتباهات دستگاه سیکونسر در کروماتوگرام محاسبه شده است**
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a)                                                                                                      b) 

 
c)                                                                                               d) 

 
 :18 تا   1خطوط   ) Bif601r :   a و   Bif164f با استفاده از پرایمر اختصاصی سطح جنس          PCRفرآورده های حاصل از       :1شکل  

1511M،1512M  ،1513M   ، 0411F  ،1713F   ، 1711F   ، 0311M  ،2511F  ،0812M   ، 0311M  ،0911F  ،0641F  ،0511F  ،0211F ،
0411F        332، کنترل منفی لاکتوباسیلوس جنسونی ATCC      1730، کنترل مثبت بیفیدوباکتریوم آدولسنتیسATCC      شاهد حاوی همه اجزاء ، 

، 2611M،0311F  ،0811M   ، 0312F  ،0312M   ، 0912F   ، 1713F  ،1011F :18 تا   1خطوط  )  DNA .  b بجز   PCRمخلوط واکنش در    
4312F    ، 0412F  ،0611F     ،1514M  ،4321F  ،11UU  ،0321F           332، کنترل منفی لاکتوباسیلوس جنسونی ATCC    کنترل مثبت ،

، 0511M  :8 تا   1خطوط   ) DNA  c بجز   PCR  ، شاهد حاوی همه اجزاء مخلوط واکنش در           1730ATCCبیفیدوباکتریوم آدولسنتیس   
0314F  ،0632F   ، 0411F  ،1714F   ، 1515M    332لوس جنسونی      ، کنترل منفی لاکتوباسی ATCC     کنترل مثبت بیفیدوباکتریوم آدولسنتیس ،
1730ATCC          شاهد حاوی همه اجزاء مخلوط واکنش ، PCR   بجز DNA     ؛ M            در دو طرف هر یک از اشکال مارکر  bp500  d  ( اندازه

 C1 و a1 ، b1باندهای مربوط به نشانگر جهت مقایسه در اشکال 
 

PCR          مومی و تعیین توالی        با استفاده از پرایمرهای ع
 rRNA   S16نوکلئوتیدهای ژن

برای تأیید و همچنین تعیین نوع گونه برخی از                
های جدا شده که الگوی تخمیر کربوهیدرات های          باکتری

آنها با هیچ یک از بیفیدوباکتریوم هایی که تاکنون شناخته           
 توالی نوکلئوتیدهای   ،یکسان نبود ) از گروه دوم  (شده است   

در آنها   )  R1  یا  F1با پرایمر عمومی     ( S rRNA  16ژن  
علاوه بر این تعدادی از سویه های شناخته شده از         . بررسی شد 

گروه اول که با آزمایشات فنوتیپی در سطح گونه شناسایی           
نتایج حاصل از این    . شده بودند، نیز با این روش بررسی شدند       

 . ملاحظه می شود3 و جدول 1بخش از آزمایشات در شکل 

 

M18171615141312111987654321M M18171615141312111987654321M

M87654321M
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     a)                                                                                                                 b) 

:  عبارتند از17 تا 1های  ترتیب خط هب : bp1500 با استفاده از پرایمر های عمومی به اندازه تقریبی PCRفرآورده حاصل از  :2شکل 
0521M ،2011M ،1511M ،4311F ، 1712F ، 0512F ، 0311F ،  0621F  ، 0813M،0631F ،0313F ،0913F ،0914F ،2521M، 
1514M ، 1512M  ، 1513M   )  0311Mدر این شکل ظاهر نشده است    (b  ( اندازه باندهای مربوط به نشانگر جهت مقایسه در اشکالa2 
 

 سویه  18تعداد باکتری های بررسی شده با این روش          
است که پس از تعیین توالی نوکلئوتیدها در این گونه ها و            

 بانک ژن به آدرس     موجود در     داده هایمقایسه آنها با     
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/    میزان همولوژی ، (Hemology)  
 13 باکتری بررسی شده     18از  . آنها با همدیگر بررسی شد    

عنوان   به عدد 3عنوان بیفیدوباکتریوم لانگوم،       بهعدد  
بیفیدوباکتریوم بیفیدوم، یک ایزوله  بیفیدوباکتریوم           

ریوم بروی شناسایی   کتنولاکتوم و یکی دیگر بیفیدوباکت     
 SrRNA 16میزان همولوژی توالی نوکلئوئیدهای ژن       . شدند
 سویه آزمایش شده در این تحقیق با توالی               13در  

بانک ژن  داده های   موجود در     SrDNA 16نوکلئوئیدهای
توالی . است% 99مربوط به بیفیدوباکتریوم لانگوم         

با نوکلئوئیدهای سه سویه از باکتری های آزمایش شده نیز          
% 99توالی نوکلئوئیدهای بیفیدوباکتریوم بیفیدوم به میزان         

 بالایی    همولوژی   نیز   در دو مورد دیگر    .دنهمولوژی دار 
 بیفیدوباکتریوم    و  %)99 ( با بیفیدوباکتریوم کتنولاتوم   

 ). 3جدول (  مشاهده شد%) 88( بروی
 

 بحث
بررسی نتایج حاصل از روش های فنوتیپی و روش های         

 روش   دهد که تنها استفاده از یک         یژنتیکی نشان م   
تواند موجب شناسایی دقیق ایزوله  های          شناسایی نمی  

باکتریایی حاصل از یک منبع طبیعی باشد و معمولاً باید            
نتایج حاصل از روش های فنوتیپی با روش های ژنتیکی           

 و   Langendijk .استنتاج گردد  مقایسه و نتیجه نهایی         

در این مورد    های خود     در یافته نیز  ) 1995(همکارانش  
 .)15 (اند کید کردهأت

 با پرایمرهای   PCRکارگیری   هنتایج حاصل از ب    طبق  
 همه باکتری هایی که با روش های فنوتیپی به          ،اختصاصی

ند با   بود  عنوان بیفیدوباکتریوم در سطح جنس شناسایی شده      
این موضوع نشان    . استفاده از این روش هم تأیید شدند         

های آزمون شده در سطح جنس مناسب          دهد که معیار   می
توان گفت باکتری های شناسایی شده با            بوده و می    

آزمایشات سطح جنس تحت عنوان بیفیدوباکتریوم قابل          
 نتایج حاصل    اما از آنجایی که   . قبول و مورد پذیرش است    

متفاوت از    فنوتیپی     روش های   ایزوله  تأیید نشده با     8از  
 ژنتیکی حاصل شد و      آنچه بود که از اعمال روش های       

های فنوتیپی نشان داد نتایج برخی آزمایشات         تکرار آزمون 
قدر کافی دقیق و صحیح نبوده است، قابل اعتماد            هاولیه ب 

بودن بیشتر  نتایج حاصل از روش های ژنتیکی نسبت به             
شناسایی باکتری ها با   . روش های کلاسیک ثابت می شود    

 SrRNA16  یدهای نوکلئوت   توالی   بررسی  استفاده از روش  
 حاصل از      نتایج   با  هایی در سطح گونه،     نیز تفاوت 

بنابراین بر اساس نتایج     . نشان داد را  روش های فنوتیپی    
توان با قاطعیت گفت که تنها استفاده از              حاصل می 

روش های کلاسیک برای شناسایی بیفیدوباکتریوم ها          
خصوص در سطح گونه کافی نبوده و نتایج حاصل از              هب

 پیشنهاد می شود     لذا  .طور کامل قابل اعتماد نیست     هآنها ب 
 ما   کشور  در     تحقیق  با توجه به پیشرفت روش ها و ابزار       

نیز برای شناسایی باکتری ها تنها به روش های کلاسیک           
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 ژنتیکی   های مولکولی و   اکتفا نشود بلکه امکانات بررسی     
 . فراهم گرددنیز

  و  SrRNA 16مقایسه نتایج توالی نوکلئوتیدهای      
1712Fنتایج حاصل ازبررسی خواص تخمیری سویه های       

  ،4311F  ،0311M  ،0631F  ،0813M  زیرا . ، جالب است
رغم قرارگیری این سویه ها در زیر گونه                علی

بیفیدوباکتریوم لانگوم اختلافات قابل توجهی در تخمیر        
این . کربوهیدرات های آنها با این گونه مشاهده می شود       

ترتیب دارای چهار، دو،     ه خود ب  سویه ها در الگوی تخمیر   
پنج، سه و شش اختلاف با بیفیدوباکتریوم لانگوم             

مطالعه حاصل از این    نتایج  بنابراین با توجه به     . باشند می
توان گفت این ایزوله  ها سویه های جدیدی از              می

و در حال حاضر تا انجام        بوده  بیفیدوباکتریوم لانگوم   
ترتیب تحت عناوین    هتحقیقات بیشتر این باکتری ها ب     

 :گذاری می شوند زیر نام
1712F Bifidobacterium longum 
4311Bifidobacterium longum F 
0311M Bifidobacterium longum 

0631Bifidobacterium longum F 
0813M Bifidobacterium longum  

طور که ذکر شد علاوه بر بررسی توالی               همان
 تعدادی از   ،ی گروه دوم   سویه ها S rRNA 16نوکلئوتیدهای  

 .ندسویه های شناخته شده در سطح گونه نیز بررسی شد           
نتایج ضمن تأیید نتایج حاصل از روش های فنوتیپی بر این          

گذارند که ما در این تحقیق به سویه هایی         واقعیت صحه می  
ایم که قادر نیستند      از بیفیدوباکتریوم لانگوم دست یافته     

های  که در گزارش    الیریبوز را تخمیر نمایند در ح        
اسکاردوی و میتسوکا این گونه ریبوز مثبت گزارش شده         

سویه های تأیید شده ریبوز منفی عبارتند از       ). 17،23( است
  :0521 M، 2011M ، 1512M ،  1513M ،  2521M . 

 پژوهش هایبنابراین، این سویه ها در حال حاضر تا انجام          
 : ری می شوندگذا ترتیب تحت عناوین زیر نام هبیشتر ب

0521Bifidobacterium longum M 
2011Bifidobacterium longum M 
1512Bifidobacterium longum M 

1513Bifidobacterium longum M 
2521Bifidobacterium longum M 

برخی از سویه های ریبوز مثبت تأیید شده با استفاده از          
شده  و بررسی    r601 Bif و   f164 Bifپرایمرهای اختصاصی   

 S rRNAبا استفاده از روش تعیین توالی نوکلئوتیدها ی ژن          

آنها نیز به همین    که   دیده می شوند    2 و   1 در شکل    16
 :گردند گذاری می روش نام

0311Bifidobacterium longum M 
1514M Bifidobacterium longum 

و کارهای  پژوهش  های حاصل از این      با توجه به یافته   
 با  PCRتوان نتیجه گرفت که        می )16،17،23،28(مشابه  

های آزمون استفاده از پرایمرهای اختصاصی همراه با           
توانند شناساگرهای مهمی برای شناسایی          فنوتپیی می  

های مدفوع و نیز کنترل       نژادهای بیفیدوباکتریوم در نمونه   
 .های با نژادهای پروبایوتیک باشند کیفی در کشت

ر فلور میکروبی    تر بیفیدوباکتریوم د    بررسی گسترده 
های فیزیولوژیک،     تعیین نقش     ،روده در کشور     

های اثر و ارتقاء سلامت در بدن با خوراندن               مکانیسم
خصوص با مطالعه روی افرادی      هها به انسان ب    پروبایوتیک

  انجام،   دارند  که در معرض خطر سرطان روده قرار         
کارگیری بیفیدوباکتریوم ها در       همطالعاتی برای ب     

ایجاد تغییرات ژنتیکی در     ،  ی لبنی در ایران    ها فرآورده
، بیفیدوباکتریوم ها برای افزایش رشد و ماندگاری در شیر         

نبه در خصوص   افراهم آوردن بستری برای کار همه ج        
 با تشکیل تیمی قوی از متخصصین           بیفیدوباکتریوم ها

ها در   بیولوژی، میکروبیولوژی، تغذیه و تکنولوژیست       
 از جمله پیشنهاداتی است که      ربخش صنایع غذایی در کشو    

 . برای کارهای آینده ارائه می شود
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موحد، انستیتوی ملی علوم و        گل های جناب آقای مهندس علی       از همکاری 
 ،)INRS-Institut,Armand-Frappier,Pointe-Claire, Canada (تحقیقات کانادا  

ی مشهد و سرکار خانم       آزمایشگاه تشخیص طبی پاسارگاد مشهد، پژوهشکده بوعل         
 .نماید سهیلا مشکوری سپاسگزاری می
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Summary 
Identification of Bifidobacterium Strains Isolated from Fecal Samples of Some Iranian Subjects Using 
16SrRNA Gene Sequence Analysis and PCR-based Gene Specific Primers 
Khomeiri M., MSc.1, Mortazavi S.A., PhD2., Ghoddusi H.B., PhD3., Khamessan A., PhD4., Ahmad D., PhD5., and Shahidi F., PhD.3 

1. PhD. Student of Food Science and Technology, 2. Professor, 3. Associate Professor, Food Science and Technology Department, 

Agriculturl School, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran. 4. Member of Animal Science Research Institute, 

Karaj, Iran 5. Faculty Member of INRS, Canada 

 
 For the first time in Iran 40 strains of Bifidobacterium were isolated from feces of Iranian subjects. By 

using phenotypic tests, 18 isolates were identified as Bifidobacterium longum, 10 as Bifidobacterium bifidum 
and one as Bifidobacterium catenolatum. In order to validate these results and also to identify other isolates 
that had not been identified by phenotypic tests, two methods of PCR with genus-specific primers of Bif164f 
and Bif601r and 16SrRNA gene sequence analysis were applied. Results of PCR confirmed the obtained 
phenotypic identifications. Moreover by this method the 8 remaining strains were identified as 
Bifidobacterium species. Using sequencing 16SrRNA gene, 5 B. longum strains were identified that had 
different fermentation pattern from B. longum. Some new ribose negative Bifidobacterium longum strains 
were also identified. The obtained results present new strains of Bifidobacterium longum. 

 
Key Words: Bifidobacterium, 16S rRNA, PCR, Iranian strains, Bif 164f, Bif 601r, Identification 
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