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  چکیده

خواص درمانی بسیاري در رابطه با مصـرف  در طی چند ماه اول زندگی نوزاد می باشد.  شیر مادر بهترین منبع تغذیه اي    

این ترکیب ارزشمند شناخته شده که می توان به مقاومت نـوزادان شـیر مـادر خـوار در برابـر بسـیاري عفونتهـا و بیماریهـا         

طبیعی شیر مادر می دانند کـه متـاثر از    که یکی از عوامل آن را مربوط به فلور همچنین حساسیتهاي جلدي و آسم اشاره کرد

با هدف بررسی فلور میکروبـی  براي اولین بار تحقیق نیالذا .بسته به شرایط جغرافیایی متغیر استنوع تغذیه مادران بوده و 

تراپی کاندیدي جهت باکتریوبه عنوان  بومی که بتوانندشیر مادران ایرانی به منظور جداسازي و تخلیص میکروارگانیسم هاي 

کلنی متفاوت به طور تصـادفی   309براي این منظور در این مطالعه . مطرح باشند، انجام می گیردپروبیوتیکی و داشتن خواص 

کلنی بررسی شده ، باکتریهـاي کاتـالاز    309کلنی از  40جداسازي شدند. ساکن در شهر مشهد نمونه شیر مادران سالم  20از 

این باکتریهـا بـه روش واکـنش    ریبوزومی 16Sدر ناحیه  DNA. ژنوم کاملشکل بودندمنفی و گرم مثبت کوکسی و باسیلی 

مـورد    NCBIزنجیره اي پلی مراز جهت شناسایی باکتریها در حد گونه تکثیر یافته و بعد از تعیـین تـوالی در بانـک اطلاعـاتی     

نســهاي مختلــف لاکتوباســیل ، بــر اســاس نتــایج بدســت آمــده شــیر مــادران حــاوي ج .فتنــدگرقــرار شناســایی مقایســه و 

 Enterococcus faeciumدرصـد) مربـوط بـه     5/47بیشترین باکتري ایزوله شده ( استرپتوکوکوس و انتروکوکوس بوده که

.Laدرصـد از ایزولـه هـا     10اي شیر جدا شـده بودنـد.   ه درصد نمونه 50بود که از  rhamnosus Lc 705درصـد  5/27و

Streptococcus salivarius درصد از نمونه اي شیر مادر جداسازي شدند. 35، 20بودند که به ترتیب از  

  

  شیر مادر، واکنش زنجیره اي پلی مراز ، اسید لاکتیک باکتریها، پروبیوتیک: هاي کلیدي واژه

  

  

  

  

  

  

  



1390/ سال 2شماره 21هاي صنایع غذایی/ جلد پژوهش نشریه                       طباطبایی و روزبه                                                     ١٦٨

Isolation and identification of lactic acid bacteria in mother,s breast milk using 16S 
ribosomal DNA sequencing method

F Tabatabaie1 and L Roozbeh Nasiraii2*

Received: December 28, 2010    Accepted:  June 12, 2011
1Assistatnt Professor, Department of Food Science and Technology, Ferdowsi University of Mashhad, 
Mashhad, Iran
2Lecture, Department of Food Science and Technology, Nour Branch, Islamic Azad University, Nour, Iran
*Corresponding author: E mail:  Leila_roozbeh@yahoo.com

Abstract
     Human breast milk is known to be the best food for rapidly growing infant scince breastfeeding 
protects the newborn against some diesease such as infection disease, asthma and allergy. This effect 
may be due to the useful and natural microflora of breast milk which could be depending on diets of 
mothers. For the first time, this study accomplished to evaluate microflora of mother’s breast milk 
along with sepration and identification of local bacteria that could be as a candidat for bacteriotherapy 
and possessing probiotic properties in Iran. In this study, 309 different colonies were isolated from 20 
breast milk samples of mothers who were registered in Mshhad. The isolated were selected based on 
the results of catalase test, gram stain, and bacterial morphology. The results showed that 40 out of 309 
selected bacteria were catalase negative and gram positive stain . The whole genomes of 16s ribosomal 
DNA of isolated colonies were amplified using polymerase chain reaction for identification down to 
the strain level. According to the results, the breast milk contains various species of enterococci, 
Streptococci, Staphylococci and Lactobacilli. The most abundant bacteria, enterococcus faecium was
isolated from 50% of samples representing 47.5% of the total isolated bacteria. Generally 10 and 27.5 
percentage of isolated bacteria were La. rhamnosus Lc 705 and Streptococcus salivarius, respectively, 
that were isolated from 20 and 35 percent of milk samples,respectively.
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  مقدمه

  هـاي  ماه شیر مادر به عنوان یک منبع تغذیه مداوم در

 اول پس از تولد، می تواند عامل عمده در ایجـاد و توسـعه  

مـارتین  (میکروارگانیسم هاي موجود در روده نوزاد باشد

  ،برآورد مـی گـردد یـک نـوزاد در روز     .)2005و همکاران 

حاوي تقریبا میلی لیتر شیر مصرف می کند که  800حدود 

10
7

-10
5

عــدد از میکروارگانیســم هــاي همــراه شــیر مــی  

به میزان زیادي از نوع  نوزاد باشد. ترکیب باکتریایی روده

تاثیر می پذیرد.تغذیه نوزاد با غذاهاي جامـد کـه    اشتغذیه 

مادر از غذاي نوزاد می باشـد موجـب   همراه با حذف شیر 

فـاویر و  (تغییر عمده در فلـور میکروبـی روده مـی گـردد    

. علاوه بر این، تحقیقات نشان داده انـد کـه   )2002همکاران 

تغذیه با شیر مادر ، نوزادان را در برابر بیماریهاي عفونی 

جلـدي و آسـم محافظـت مـی کنـد. ایــن       ي، حساسـیت هـا  

تاثیرات می توانـد در تتیجـه حضـور تعـدادي از ترکیبـات      

ایمنـی  ت دارقابلی ـایمونوگلوبولینها، سلولهاي شیر مانند
1

 ،

ــده رشــد    ــک کنن ــی وعوامــل تحری ــات ضــد میکروب ترکیب

. ذوقـی  )2003مـارتین و همکـاران   (باکتریهاي مفید باشند

                                                          
1-Immunocompetent Cell
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نوزاد که جهت درمـان  250) با بررسی رژیم غذایی 1373(

بیماري اسهال بـه مراکـز بهداشـتی درمـانی شـهر تهـران       

شــیوع ایــن بیمــاري را بــه میــزان  ،مراجعــه نمــوده بودنــد

% در کودکانی که منحصرا از شـیر مـادر تغذیـه مـی     3/14

% در شیرخشـک  7/60% در شیرتوام خواران و 6/47کنند ، 

. این موضـوع نیـز بـه    )1373ذوقی (خواران گزارش نمود

اثبات رسیده که فلور طبیعی شیر مادر تا حدود زیـادي در  

یماریهاي عفونی موثر است جلوگیري از ابتلاء نوزادان به ب

و این امر را می تـوان یکـی از دلایـل از دسـت رفـتن ایـن       

مارتین و (شمرد  بر شیر خاصیت پس از پاستوریزاسیون

تاکنون بیشـتر تحقیقـات بـرروي احتمـال     . )2004همکاران 

متمرکز  شیر مادرحضور میکروارگانیزم هاي بیماریزا در 

بررسـی  بـه  دانشـمندان  2000از سال  د تا اینکهگردیده بو

پتانســیل باکتریهــاي جــدا شــده از شــیر مــادر بــه عنــوان 

کـه عمـدتا   پرداختند باکتریوتراپی باکتریهاي مناسب جهت

 (این باکتریها از خانواده اسید لاکتیک باکتریها مـی باشـند  

و مـارتین و همکـاران در    2003در سال هیکیلا و ساریس

لاکتوباسیل ها  از حضوردیگري نیز  تحقیقات،)2004سال 

ــیرمادر و ب ــدوباکترها در ش ــت دارد یفی ــارتین و (حکای م

ــاران  ــاران   و2007، 2005، 2003همک ــینکوویس و همک س

2005(.  

سـویه   4پتانسـیل   ،2006در سال نیز همکارانالیوارس و 

عفونـت   درمـان لاکتوباسیل جدا شده از شـیر مـادر را در   

ــوش    ــوعی مـ ــده در نـ ــاد شـ ــالمونلایی روده اي ایجـ سـ

 4مبین تاثیرمثبت هـر  ، نتایجآزمایشگاهی بررسی نمودند.

درصد نسبت بـه   70تا 40سویه در کاهش تلفات به میزان 

  .)2006الیوارس و همکاران (تیمار کنترل بود

ــویی  ــر از س ــی    دیگ ــه آنت ــت ب ــر مقاوم ــالهاي اخی در س

بیوتیکهـــاي مختلـــف منجـــر بـــه رویکـــرد جدیـــدي بـــه 

باکتریوتراپی گردیده که در ایـن روش از باکتریهـاي مفیـد    

براي جلوگیري از تجمع باکتریهاي مضر در روده استفاده 

تنوع فلور میکروبـی جـدا شـده از شـیر     همچنین .می شود

ین افیایی می توانـد مب ـ مادران سالم در مناطق مختلف جغر

این واقعیـت باشـد کـه حضـور میکروارگانیسـمهاي فـوق       

بــوده و در هرمنطقــه بــر اســاس متــاثر از تغذیــه مــادران 

شرایط اقلیمی و تغذیه اي خاص خود قابل بررسـی اسـت   

و ســـینکوویس و همکـــاران  2004مـــارتین و همکـــاران (

 2007در سـال   همکارانو ويوسینکبه طوري که ).2005

ــیر ــهري در   شـ ــتایی و شـ ــاطق روسـ ــادران را در منـ مـ

ــورهاي ــن،    کش ــوبی، ژاپ ــاي جن ــرائیل ، آفریق ــوئد، اس س

پرو،کره و دانمـارك از نظـر دارا بـودن لاکتوباسـیل هـا و      

نشـان دادنـد کـه     ه وبیفیدوباکترها مورد بررسی  قرار داد

بیشـتري  شیر مادران روستایی حاوي مقادیر لاکتوباسیل 

درشیر مادران در ژاپـن و  وده و بنسبت به مادران شهري 

درکـل  کره مقادیر بیشتري از بیفیدوباکترها وجـود دارنـد.  

نتایج تحقیقات این دانشـمندان حـاکی از تفـاوت در میـزان     

لاکتوباسیل هـا و بیفیـدوباکترها در شـیر مـادران منـاطق      

    .)2005سینکووي و همکاران (مختلف بود

شناسـایی باکتریهـا در حـد گونـه بـر اسـاس        آنجا کـه از 

ویژگی هاي فنوتیپیک به علت تغییـرات زیـاد خصوصـیات    

امروزه مقایسـه  ،بیوشیمیایی ( الگوي تخمیر ) مشکل است

روش مناســـبی جهـــت مقایســـه  rDNAسکانســـهاي ژن 

فیلوژنتیکی است. پیشرفت روشهاي مولکولی به ما اجـازه  

را به طور کامل تعیـین  rDNAداده است که بتوانیم ژن بلند

تــوالی نمــاییم و اگــر چــه سکانســهاي اختصاصــی گونــه  

) قـرار دارد ولـی   16SrDNA  )V1-V3معمولا در نیمه اول

ل را کیلوبایتی می تواند دقت عم ـ 5/1تعیین توالی کل قطعه 

  ).1987ووز به مقدار زیادي بالا ببرد (

و با توجه به تاثیر مثبت مصرف شیر مادر در سلامت لذا 

تـاثیر تغذیـه و شـرایط     و،ایمنی نوزادان شیر مادر خـوار  

محیطی در ترکیبات و از جمله فلور میکروبی شیر مـادران  

با رویکرد بررسـی فلـور    تحقیقمناطق مختلف ، انجام این 

جداســازي ومیکروبــی شــیر مــادران ایرانــی بــه منظــور  

که می توانند به عنوان کاندیـدي  شناسایی باکتریهاي مفید 

جهت توصیه باشند، جهت اثبات خواص پروبیوتیکی مطرح

ز ، و ای انجـام مـی گیـرد   ایغذمحصولات براي استفاده در 

این باکتریها در صنایع مختلف غـذایی، دارویـی و   آنجا که 

مکمل سازي مورد استفاده قرار می گیرند، شناخت و طبقه 
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بندي ایـن گونـه از باکتریهـا در هـر محیطـی اطلاعـات بـا        

  را در اختیار پژوهشگران قرار می دهد.ارزشی 

  هامواد و روش

نمونه گیري

 30تا  25نفر از مادران سالم و شیرده  20، 1388در سال 

ساکن مشهد و ماهه 6تا  2ساله ، با فرزندان شیرخواره 

به طور داوطلبانه انتخاب شده و پس از آموزشهاي لازم 

ابتدا نوك نمونه هاي شیر به شرح ذیل جمع آوري شدند.

سینه سمت چپ و اطراف آن با صابون و آب استریل 

شستشو داده شده و سپس با کلرهگزدین
2

ضدعفونی  

گردیده و جهت اطمینان از عمل ضدعفونی از نوك سینه و 

اطراف آن تست سوآپ به عمل آمد. مادران در محیط 

استریل ، در حالی که دستکش استریل به دست داشتند 

نمونه هاي شیر را در لوله فالکونهاي استریل به گونه اي 

جمع آوري کردند که نوك سینه با لوله تماس پیدا نکند و 

میلی  2،جهت اطمینان از عدم آلودگی شیر با کلرهگزدین

میلی لیتر بعدي به  10الی  5لیتر اول جدا دوشیده شده و 

عنوان نمونه اصلی در یخدان نگهداري شده و در کمتر از 

  ساعت به آزمایشگاه منتقل گردید. 2

  کشت و جداسازي باکتریها  

100و  70، 50مقادیر متفاوت از نمونه هاي شیر ( 

) به طور مستقیم بر روي محیط کشت غیر  میکرولیتر

 agarMRS (Man Rogosa and Sharp)اختصاصی

  که حاوي M17جهت جداسازي لاکتوباسیلها و 

 )w/v(1/0  گلوکز بود، جهت جداسازي بهتر %

لاکتوکوکوسها ، استرپتوکوکوسها و انتروکوکوسها کشت 

داده شده و جهت حمایت از رشد اسید لاکتیک باکتریها در 

درجه سانتی گراد به  37شرایط کاملا بی هوازي در دماي 

ساعت گرمخانه گذاري شدند. کلنی هاي  48- 72مدت 

تصادفی انتخاب شده و جهت  متفاوت از هر پلیت به طور

دستیابی به کلنی خالص چندین بار روي محیط کشت 

                                                          
2-chlorhexidine

MRS agar  پاساژ داده شدند. سپس از نظر شکل

ظاهري، تست کاتالاز و تست رنگ آمیزي گرم مورد 

بررسی قرار گرفته و باکتریهاي کوکسی و باسیلی شکل 

. که کاتالاز منفی و گرم مثبت بودند شناسایی گردیدند

کشت داده  MRSتریهاي ایزوله شده در محیط مایع باک

شده و پس از سانتریفوژ و شستشوي رسوب با بافر 

نمکی فسفاته 
3

)PBS محلول  میکرولیتر200) استریل، در

لیوفلیزه گردیده و در دماي ، درصد استریل  15سوکروز 

  درجه سانتی گراد نگهداري گردیدند.   -20

DNAاستخراج 

ساعته سویه هاي  24از کشت  DNAاستخراج جهت 

300، ابتدا به رسوب سلولی شستشو داده شده، منتخب 

میلی مولار  50حاوي  (از محلول بافر لیزکننده  میکرولیتر

EDTA4میلی مولار  10سوکروز، 
میلی مولار  25و  

Tris-Hcl  8باPH= ( با آنزیم لیزوزیم  میکرولیتر10و

 10-15به مدت  اضافه گردیده و، mg/ml(10(غلظت 

گراد گرمخانه گذاري درجه سانتی 37دقیقه در دماي 

گردید. بقیه مراحل استخراج توسط کیت بایونیر کره

)USA Bioneer, Inc 1000 atlantic Avenue, 

Alameda, CA 94501 USA( طبق دستورالعمل  و

ارائه شده براي سلولهاي پستانداران انجام گرفت. کیفیت 

DNA  درصد و دستگاه  1استخراجی توسط ژل الکترفورز

.اسپکتروفتومتر مورد ارزیابی قرار گرفت

و شناسایی باکتري 16SrDNAتکثیر قطعه 

از  16SrDNAناحیه bp1500قطعهجهت تکثیر

′5)آغازگرهاي پیشرو GAG AGT TTG ATC CTG 

GCT CAG 3′ )  5)و پسنورد′ GAA AGG AGG 

TGA TCC AGC CG 3′ ) ) طاهري و استفاده شد

PCR5زنجیره اي ). واکنش 2009همکاران 
با استفاده از 

) انجام گرفته و تمام اجزاء Bio Radدستگاه ترموسایکلر (

. مخلوط  خریداري گردید Fermentaseواکنش از شرکت 

                                                          
3-Phosphate Buffer Saline
4- Ethylen diamine tetraacetic
5-Polymerase Chain Reaction
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( PCRبافر میکرولیتر2) حاوي  میکرولیتر20واکنش ( 

x10 ، (1از مخلوط دي اکسی ریبونوکلئوتید  میکرولیتر

میکرولیتر کلرید  2/1میلی مولار ) ،  10تري فسفات ( 

 10میکرولیتر از هر پرایمر (  1میلی مولار)،  50منیزیوم (

میکرولیتر  3/0و الگو DNAمیکرولیتر از  3پیکومول )، 

بود. واکنش زنجیره اي Taq DNA polymeraseآنزیم 

دقیقه در  5سیکل به مدت  1ی پلی مراز در شرایط دمای

 1سیکل با برنامه دمایی  35و درجه سانتی گراد 95دماي 

درجه  53دقیقه در دماي  1رجه سانتی گراد،  95دقیقه در 

درجه سانتی گراد و  72دقیقه در دماي  1سانتی گراد و 

درجه  73دقیقه در دماي  3سیکل به مدت  1در نهایت 

روي ژل  PCRمحصولات سانتی گراد انجام شد.

درصد تفکیک شده و باندهاي مورد نظر از  1ز الکتروفور

منتقل  5/1روي ژل بریده شده و به میکروتیوپهاي 

از ژل با استفاده از کیت  DNAگردیدند. استحصال مجدد 

 USA Bioneer, Inc. 1000(بایونیر کره  DNAاستخراج 

atlantic Avenue, Alameda, CA 94501 USAام ) انج

ِ Seqlabشد. تعیین توالی قطعه تکثیر شده توسط شرکت 

(Gttingen, Germany) انجام گردید. ترادف قطعات

BLAST6تعیین توالی شده در بانک اطلاعاتی 
مورد  

در حد گونه شناسایی  امقایسه قرار گرفته و باکتریه

  شدند.

  و بحث نتایج

نمونـه شـیر    20از کلنـی متفـاوت    309در این مطالعـه       

کلنی بررسی شـده    309کلنی از  40مادر جداسازي شدند. 

باکتریهاي کاتالاز منفی و گـرم مثبـت کوکسـی و باسـیلی     

جهت شناسایی نگهداري شدند. که ،)1( شکل بودند شکل 

تســت بــاکتري ایزولــه شــده  40البتــه تعــداد محــدودي از 

بود که جهت شناسایی دقیقتـر مـورد   کاتالازشان مشکوك 

باکتریهـاي فـوق اسـتخراج و     DNAبررسی قرار گرفتنـد.  

                                                          
6-Blast Local Alignment Search Tool 
(http://www.ncbi,nlm.nih.gov/BLAST/).

بـه عنـوان   ، ) 2پس ازتایید بر روي ژل الکتروفورز ( شکل 

الگو در واکنش زنجیره اي پلی مـراز مـورد اسـتفاده قـرار     

 ،باشـد bp1500کـه بایـد    PCRگرفتند. محصول واکـنش  

)، جهــت  3( شــکل %1پــس از تاییــد روي ژل الکتروفــورز

تعیین توالی ارسال شده و در نهایت بـا تـرادف ژنـی آنهـا     

). بـا   1جـدول  در حـد گونـه شناسـایی شـدند (     سوش 40

توجه به نتایج بدست آمده شیر مـادران حـاوي جنسـهاي    

ــوس   ــف لاکتوباســیل ، اســترپتوکوکوس و انتروکوک مختل

ــاي    ــه هــ ــواع گونــ ــق انــ ــن تحقیــ ــه در ایــ ــوده کــ بــ

Enterococcus faecium ،salivariusمختلـــــــــف

Streptococcus  ــه ــا گونــــ  Lactobacillusو تنهــــ

rhamnosus Lc 705 10ر مجموع . دشناسایی گردیدند %

 Lactobacillus rhamnosusاز باکتریهـاي ایزولـه شـده    

 %30% نمونــه هــاي شــیر ایزولــه شــد و  20بــوده کــه از 

 35از  )Streptococcus salivarius% 5/27(اســترپتوکوکوس 

 Enterococcus faeciumدرصد  5/47درصد نمونه ها ، و 

درصد نمونه هاي شیر مادر ایزوله گردیدند. 50بود که از 
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  : باکتریهاي کاتالاز منفی که گرم مثبت و باسیلی یا کوکسی شکل بوده و جهت شناسایی انتخاب گردیدند1شکل 

استخراج شده از باکتریها DNA: نمونه هایی از  2شکل         

                       

) نمونه هاي 5-2،(kb1) مارکر PCR ) ،1: محصولات 3شکل 

) کنترل منفیPCR )bp1500) ، (6محصول 

2000bp 
1500bp 
1000bp 
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  نمونه شیر مادران سالم 20باکتري ایزوله شده از  40شناسایی  -1جدول

تعداد نمونه شیر 

  مادر(%)

درصد   (%)تعداد ایزوله ها

تشابه

باکتري گونهکد ژنتیکی

      Enterococcus

5  6)15(  99FJ378690.1Enterococcus faecium strain HN-N35

2  3)5/7(  97FJ378690.1Enterococcus faecium strain HN-N35

1  1)5/2(  100FJ378672.1Enterococcus faecium strain HN-N17

2  2)5(  99EU483112.1Enterococcus faecium strain R8

1  1)5/2(  97FJ378680.1Enterococcus faecium strain HN-N25

1  1)5/2(  100EF204316.1Enterococcus faecium strain G130

1  1)5/2(  99FJ749883.1Enterococcus faecium strain 
IMAU60169

1  1)5/2(  100EU483112.1Enterococcus faecium strain R8

1  1)5/2(  97FJ378658.2Enterococcus faecium strain HN-N32

1  1)5/2(  97FJ378707.1Enterococcus faecium strain HN-F22

1  1)5/2(  99FJ378707.1Enterococcus faecium strain HN-F22

10)50(  19)5/47(    Total

      Streptococcuss

1  1)5/2(  97GU045364.1Streptococcussp. MV1

2  3)5/7(  97FJ154800.1Streptococcus salivarius strain CCUG 
25922

5  8)20(  96GU175444.1Streptococcus salivarius strain 735-09

7)35(  12)30(    Total

      Staphylococcus

4)20(  5)5/12(  99FJ768459.1Staphylococcus epidermidis strain MB

      Lactobacillus

4)20(  4)10(  99FM179323.1Lactobacillus rhamnosus Lc 705

20  40    Total

  

رویکرد جدید مجامع علمی به باکتریوتراپی و استفاده از 

اي مفید براي جلوگیري از تجمع باکتریهاي مضر هباکتری

که عمدتا از خانواده اسید ،روده و تقویت سیستم ایمنی

از سال، موجب شده است تا لاکتیک باکتریها می باشند 

معطوف به ایزوله نمودن و دانشمندان توجه 2000

و به بررسی ه شدشناسایی فلور میکروبی مفید شیر مادر 

در تحقیق ند. در این راستا ما نیز ویژگیهاي آنها بپرداز

خانواده اسید خود توانستیم گونه هاي مختلف 

لاکتوباکتریاسه را شناسایی نماییم . البته در تحقیق 

تا براي عدم از دست دادن سوشهاي مورد نظر حاضر ، 

، بعضی از باکتریهایی که تست منفی کاتالاز آنها حد امکان

در نهایت  ومشکوك بود نیز براي شناسایی انتخاب شدند 

  1               2              3              4             5             

  ٦            ٥            ٤          ٣             ٢           ١
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 Staphylococcusاز جنس نتایج مولکولی نشان داد که 

epidermidis که برخلاف ) 1(جدول می باشند

و به خانواده مثبت بوده استرپتوکوکوسها کاتالاز 

و این ویژگی وجه تمایز این دو میکروکوکاسه تعلق دارند 

مارتین و همکارنش نیز در 0جنس باکتریایی می باشد

در سوشهاي شناسایی شده نشان دادند که  2007سال 

Staphylococcus epidermidisنمونه شیر مادر،  8در 

را به خود اختصاص می دهد ( مارتین فراوانی  بیشترین 

با2003نیز در سال هیکیلا و ساریس).2007و همکاران 

یکلن509ومادرریشنمونه40یکروبیمفلوریبررس

فلورنیشتریبکهنمودندگزارشهانمونهنیاازشدهجدا

دباشیملوکوکهایاستافگونهبهمربوط%)64(شدهجدا

و  ستنفر از مادران ایزوله گردیده ا 39از نمونه شیر که

 Staphylococcus epidermidisدر بین گونه هاي مختلف 

درصد را به خود  64درصد از  50گونه غالب بوده که 

بنابراین با توجه به فراوانی بالاي .اختصاص می دهد

درجه اطمینانی که ما استافیلوکوکوسها در شیر مادر و 

در آزمایشات خود مد نظر قرار دادیم حضور این جنس 

  .در بین ایزوله اي شناسایی شده قابل توجیه می باشد

که  ندمه نتایج خود نشان دادادر ادهیکیلا و ساریس

5/7و % 30و انتروکوکوسها به ترتیبهااسترپتوکوکوس

29از  به ترتیب ایزوله ها را بخود اختصاص داده اند که% 

 .Strepنمونه شیر مادر جدا گشته اند و گونه 3و 

SalivariusوEnterococcus faecalis  به ترتیب

ا و انتروکوکوسها در بین استرپتوکوکوسهنیراوانترف

 گونه هاي .شدنددادهصیتشخگونه هاي شناسایی شده،

  مختلف 

Lactobacillus rhamnosus, Lactbacillus 
crispatus, Lactococcus lactis,

   درمجموعدرنیز Leuconoctoc mesenteroidesو

( هیکیلا و ساریس دندیگردییشناساهانمونه% 5/12

2003(.  

درصد همانطور که ما نیز در تحقیقات خود توانستیم از 

نمونه)  20نمونه از  4کمی از شیر مادران ( 

Lactobacillus rhamnosus در جداسازي نماییم ،را

سوشهاي درصد  9/0تنهانیز هیکیلا و ساریستحقیقات 

نمونه)  40شیر مادر( از  نمونه  2ایزوله شده که از 

می  Lactobacillus rhamnosusشده بودند، جداسازي 

مارتین و همکارنش نیز .)2003(هیکیلا و ساریس دنباش

از جنس لاکتوباسیلوس، تنها توانستند  2007در سال 

 لاکتوباسیلوس پلانتاروم را در شیر مادران شناسایی

سایر گونه هاي شناسایی شده در  ،در عین حالنمایند 

( مارتین و تحقیق ما با یافته هاي آنها مطابقت داشت

  ).2007همکاران 

محققین دیگري نیز انواع استافیلوکوکها ، 

لاکتوباسیلوسها و استرپتوکوکوسها، میکروکوکوسها ، 

انتروکوکوسها را در شیر مادران شناسایی کرده اند که 

ایزوله اي ما نیز با بعضی از آنها مطابقت دارد ( اندیمن و 

، وت و همکاران 2007، مارتین و همکاران 1979همکاران 

به طوري که مارتین و  ).1998و رایت و فنی 1979

دو سوش  2003همکارانش در سال 

Lactobacillus gasseriوEnterococcus facium  را به

سوش غالب در شیر مادران اسپانیایی گزارش عنوان دو 

  نمودند. 

از طرفی تحقیقات زیادي بر روي این گروه از باکتریهاي 

ایزوله از شیر مادر انجام شده است که نشان می دهد می 

توانند خواص باکتریهاي پروبیوتیکی داشته باشند (مارتین 

) . در این راستا 2003و اکساز 2005، 2003همکاران و 

خواص پروبیوتیکی  2005در سال و همکاران  مارتین

 Lactobacillusو  Lactobacillus gasseriسویه هاي 

fermentumبودندشدهجداایاسپانمادرانریشازکهرا

يسمهایکروارگانیمکهنددادنشاننموده و یبررس

باوبوده معدهيدیاسطیشراتحملبهقادرمذکور

دررابقاءتیقابل% 70حدوددرشدهانجاميمدلساز

نسبتهایباکترنیامقاومت. دارندیخوراکمصرفزمان

HT-29يسلولهابهآنهااتصالتیقابلوکهایوتیبیآنتبه

قراردییتاویابیارزموردزینرودهجدارCaco-2و

کهيگریدقیتحقدر.)2005(مارتین و همکاران  گرفت



175                    ریبوزومی 16Sدر ناحیه   DNAسکوئنس روش به فلور میکروبی شیر مادر جداسازي و شناسایی خانواده اسید لاکتیک باکتریهاي 

لیپتانسدیگردانجام2006این دانشمندان در سال توسط

Lactobacillusیکیوتیپروب salivarius CECT 5713,

مورد،بودشدهجدانوزادمدفوعومادرریشازکه

. )2006مارتین و همکاران (گرفتقراردییتاویبررس

سویه لاکتوباسیل  4پتانسیل  ش نیزو همکاران الیوارس

عفونت سالمونلایی  درمانجدا شده از شیر مادر را در 

روده اي ایجاد شده در نوعی موش آزمایشگاهی بررسی 

سویه در کاهش  4مبین تاثیرمثبت هر ، نتایج نمودند.

درصد نسبت به تیمار کنترل  70تا   40تلفات  به میزان 

هیکیلا و ادامه تحقیقات .)2006الیوارس و همکاران (بود

کنندهممانعتویکروبیضدممواددیتولنیمبساریس نیز 

ازياریبستوسطStaphylococcus aureusرشداز

که از ویژگیهاي بودمادرریشازجداشدهيهاهیسو

  .)2003(هیکیلا و ساریس باکتریهاي پروبیوتیک می باشد 

شرکتدیگردمنتشر2006سالدرکهیگزارشدر

فراوردهنیاولشدیمدعPuleva Biotech'sییایاسپان

Lactobacillus gasseriازاستفادهبارايریتخمیلبن

یمنیاستمیستیتقوجهتدر، مادرریشازشدهجدا

  .)2006(هالیدي  استنمودهدیتولکنندگانمصرف

و میلیلوما و همکاران در  2008در سال  هاتاکا و همکاران 

و  Lactobacillus rhamnosus Lc 705،2007سال 

،  2008سومالاینین و 2005چیلکوت و همکاران در سال 

Streptococcus salivariu که در این تحقیق شناسایی را

عنوان ، مورد مطالعه قرار داده و آنها را به شده اند 

اند (چیلکوت و  نمودهپروبیوتیکی معرفی  هاي سوش

میلیلوما و ، 2008، هاتاکا و همکاران 2005همکاران

  .)2008و سومالاینین  2007همکاران 

وکوکوسها در بسیاري از محصولات غذایی انترهر چند 

تخمیري سنتی وجود داشته و داراي سابقه کاربرد ایمن و 

در محصولات تجاري هستند اما استفاده از  بی خطري

آنها به عنوان باکتریهاي پروبیوتیک نیازمند بررسی دقیق 

ایتون به طوري که ایمنی و عذم بیماریزایی آنها می باشد. 

در تحقیقات خود عدم بیماریزایی نیز و گاسون 

Enterococcus faecium  را ایزوله شده از شیر مادران

. لذا )2001( ایتون و گاسون  به اثبات رساندند

Enterococcus faecium که ایزوله شده از شیر مادر

در تحقیق حاضر بالاترین درصد فراوانی را به خود 

خواص علاوه بر بررسی اختصاص داده است، 

مورد دم بیماریزایی نیز می بایست از نظر عوبیوتیکی پر

بررسی و مطالعه قرار گیرد. با توجه به تحقیقات انجام 

منبعی از اسید می تواند به عنوان  ان سالمشیر مادرشده 

مورد توجه باشد که ممکن پروبیوتیکی باکتریهاي لاکتیک 

است نقش مهمی در پیشگیري ابتلاء نوزادان به بیماریهاي 

  عفونی داشته باشد.

  نتیجه گیري 

ــومی    ــه جداســازي و شناســایی باکتریهــاي ب ــا توجــه ب ب

که مـی تواننـد بـه عنـوان کاندیـدي جهـت اثبـات خـواص         

پروبیـوتیکی مطــرح باشــند ، بــه خصــوص از منبــع ســالم  

بـا توجـه بـه نقـش مـوثر      و با ارزشی مانند شـیر مـادر و   

ــان،    ــلامت انس ــک در س ــاي  پروبیوتی ــوا باکتریه ــی ت ن م

امیـدوار بـود کـه بتــوان بـا اثبـات خـواص پروبیــوتیکی و       

ســویه هــایی کــه بــا شــرایط فیزیولوژیــک درمــانی چنــین 

بـــدن و موکـــوس روده افـــراد منطقـــه نیـــز ســـازگاري  

ــتري د ــوثر در جهــت   بیش ــد ، قــدمی م تولیــد مــواد   ارن

ــذایی  ــودمندغ فراس
7
ــه خصــوص     ــه ب ــراد جامع ــت اف  جه

  برداشت.نوزادان 

  تقدیر و تشکر
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، در معاونـت پژوهشـی دانشـگاه     13/10/88پ مورخ 386

فردوسی مشهد بوده و بدین وسیله مراتب تقـدیر و تشـکر   

  دارد.خود را از همکاري آن معاونت اعلام می

                                                          
7- Functional food
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