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Backgrond: Intestinal colonization of the newborn is essential for establishment, maturation, and maintenance 
of the gut mucosal barrier. The greatest difference between the microbiota of breast milk and Infant formula 
feeding is the numbers and species composition of Bifidobacteria. In the present study, we tried to identify the 
native Bifidobacterium isolates obtained from the human’s breast milk and the feces of their paired infants in 
rural areas of Markazi Province in 2015.
Materials and Methods: In the present descriptive study, 28 samples from mothers’ milk and 28 samples 
from paired infants feces were collected and cultured. Suspicious colonies were picked up and confirmed by 
phenotypic identification and finally specific primers were designed for genotypic detection using PCR assay. 
Finally, the results were analyzed using SPSS, v. 18.
Findings: Out of 56 samples, 31 (55%) different Bifidobacterium species including 15 (36%) B. bifidum, 14 
(34%) B. longum, and, 12 (29%) B. 1 were isolated, out of which, 12 (29%) isolates, including B. longum 
(6), B. breve (4), and B. bifidum (2), were shared between six mother-infant pairs. The correlation coefficient 
between bifidobacteria isolated from breast milk and infant feces was +0.821 (p-value <0.05).
Conclusion: Considering the 29 percent commonlity and the positive correlation coefficient between breast 
milk and fecal bifidobacterium in our study, it is possible that the main source of intestinal bifidobacterium in 
the early stages of birth is breast milk.
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نشان  بررسی ها  آن هاست.  بلوغ و حفظ سد مخاطی دستگاه گوارش  توسعه،  برای  نوزادان  نیازها ضروری  از  یکی  نرمال  فلور  و هدف:  کلونیزه شدن  سابقه 
شناسایی  مطالعه،  این  از  دارد. هدف  و شیرخشک وجود  مادر  شیر  با  تغذیه شده  نوزادان  فلور  بیفیدوباکتریومهای  و گونه های  تعداد  در  بسیاری  تفاوت های  داده، 

بیفیدوباکتریومهای ایزوله شده از شیر مادر و نوزادان تازه متولدشده مناطق روستایی استان مرکزی در سال 1394 است.
مواد و روش بررسی: در این مطالعه توصیفی ابتدا 28 نمونه شیر مادر به همراه 28 نمونه مدفوع نوزادان تازه متولدشده جمع آوری و کشت داده شد. کلنی های 
 PCR مشکوک به بیفیدوباکتریوم جمع آوری و تست های تاییدی و تشخیصی فنوتیپی و درنهایت با استفاده از پرایمرهای اختصاصی شناسایی ژنوتیپی آن ها با روش

انجام شد. درنهایت میزان همبستگی یا correlation به کمک نرم افزار spss18 آنالیز شد.
یافته ها: در این مطالعه، از بین 28 نمونه شیر مادر به همراه 28 نمونه مدفوع نوزادان تازه متولدشده، 31 بیفیدوباکتریوم که شامل 15)36 درصد( ب. بیفیدوم، 14)34 
درصد( ب. لانگوم و 12)29 درصد( ب. بروه جداسازی شد. ازاین بین 12)29 درصد( ایزوله که شامل 6 ب. لانگوم، 4 ب. بروه و 2 ب. بیفیدم بود بین شیر مادر و 
مدفوع نوزاد مشترک تشخیص داده شد. ضریب همبستگی بیفیدوباکتریومهای جداشده از شیر مادر در برابر مدفوع نوزادان شان عدد 0.821+(p-value < 0.05)  را 

از خود نشان داد.
نتیجه گیری: با مشاهده اشتراک 29 درصدی و ضریب همبستگی مثبت بیفیدوباکتریوم جداشده بین شیر مادر و مدفوع نوزادان شان در این مطالعه، احتمال می رود 

که منشأ اصلی بیفیدوباکتریوم روده ای نوزاد در اوایل تولید، شیر مادر او خواهد بود.

واژگای  کلیدی: بیفیدوباکتریوم، نوزاد، شیرمادر، فلور روده ای
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مقدمه:
بیفیدوباکتریوم ها باسیل های بی هوازی مطلق، گرم مثبت و بدون اسپوری هستند 
روده  اورفارنکس،  همچون  انسان  بدن  مختلف  جایگاه های  در  به طورمعمول  که 
بزرگ، مجاری ادراری-تناسلی و شیر مادر کلونیزه می شوند)1(. این باکتری ها جزء 
غالب میکروفلور روده 80 درصد کودکان و 25 درصد بزرگسالان محسوب شده 
و ازنظر فراوانی سومین جنس باکتریایی پس از باکتروئیدس و یوباکتریوم در فلور 
میکروبی روده است)2(. این باکتری ها می توانند از نمونه های بالینی جدا شوند ولی 
به عنوان  آن ها  به طورمعمول جداسازی  و  دارند  خیلی کمی  بیماری زایی  توانایی 

آلودگی بی اهمیت در نظر گرفته می شود. تائید نقش اتیولوژیک این باکتری ها در 
نمونه های متعدد  ارگانیسم در  تعداد زیادی  نیازمند جداسازی مکرر  یک عفونت، 
و نبود دیگر ارگانیسم های پاتوژن است)3(. حضور بیفیدوباکتریوم ها در روده آثار 
مفیدی  در  سلامتی انسان موجب می شوند که ازجمله آن می توان از آثار تغذیه ای 
مانند تولید برخی از ویتامین های موردنیاز بدن و افزایش توان هضم پروتئین ها، 
آثار دارویی مانند جلوگیری از عفونت روده ای، جلوگیری از بروز یا کاهش اسهال، 
کاهش اختلال های ناشی از نارسایی کبد، کاهش میزان کلسترول خون، کاهش 
ترکیب های سرطانی و آثار ایمونولوژیک با تقویت سیستم ایمنی بدن و کاهش آثار 

مقاله پژوهشی
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تحمل نکردن لاکتوز را نام برد)4, 5(.
برخی از گونه های بیفیدوباکتریوم به طور روتین در محصولات پروبیوتیکی استفاده 
قرار می شوند. پروبیوتیک ها به گروهی از ارگانیسم های غیر بیماری زا گفته می شود 
که دارای آثار سودمندی برای میزبان خود هستند. مطالعه ها نشان داده مصرف این 
باکتری باعث بهبود عملکرد روده و تنظیم فلور نرمال روده برای عملکرد هرچه 

بهتر می شود)6(. 
در مطالعه های بسیاری ارتباط فلور میکروبی سیستم گوارش نوزاد و مواد غذایی 
طبیعی  زایمان  توسط  که  کودکانی  علاوه  به  است)7(.  دیده شده  آن  مصرفی 
نرمالی به مراتب شبیه تر به مادران  از شیر مادر تغذیه می کنند، فلور  متولدشده و 
خود را دارا هستند)8(. بیفیدوباکتریوم ها جزو فلور نرمال شیر مادر بوده که ورود آن 
به سیستم گوارشی نوزادان باعث القای خواص پروبیوتیکی در او شده و علاوه بر 
بهبود عملکرد سیستم گوارش نوزاد، در جذب و هضم، به بلوغ سیستم ایمنی او نیز 
بیفیدوباکتریوم  از این مطالعه، مقایسه گونه های  کمک شایانی می کند)9(. هدف 
موجود در شیر مادر و با گونه های بیفیدوباکتریوم های موجود در مدفوع نوزادان تازه 
متولدشده برای تایید یا رد این مدعاست که آیا منشأ اصلی بیفیدوباکتریوم نوزادان 

شیرخوار، شیر مادر آن هاست یا خیر.
مواد و روش ها:

1-2( نمونه گیری:
مناطق  در  که  نوزادشان  همراه  به  مادر  جفت   28 از  توصیفی  مطالعه  این  در 
در  شد.  انجام  نمونه  جمع آوری  می کردند،  زندگی  تفرش  و  اراک  شهر  روستایی 
نبود  و  نوزادان  بودن  قرار گرفت، 1( سالم  مدنظر  نمونه ها 4 شاخص  جمع آوری 
بیماری خاصی در مادران از 3 ماه پیش از نمونه گیری تاکنون، 2( حاملگی طبیعی 
با دوره بارداری نرمال، 3( زایمان طبیعی نوزاد و 4( عدم مصرف آنتی بیوتیک یا 
محصولات پروبیوتیکی برای حداقل 3ماه پیش از نمونه گیری. رضایتنامه کتبی و 
دانشگاه  اخلاق  کمیته  و  نوزادان  خانواده های  از  ترتیب  به  اخلاق  کمیته  تاییدیه 
علوم پزشکی ایران (IR.IUMS.REC 981395.9221133201) کسب شد. نوزادان 
انتخاب شده بین 8 روز تا 22 ماه سن داشتند. 2 تا 4 میلی لیتر از شیر مادران و 2 
تا 4 گرم از مدفوع نوزادان جمع آوری و در محیط MRS براث در جار بی هوازی با 

سرعت هرچه تمام تر به آزمایشگاه منتقل شد)10(.
2-2( جداسازی سوبه استاندارد از قرص های پروبیوتیکی

سه سویه استاندارد گونه بیفیدوباکتریوم جداشده از قرص نیز به عنوان باکتری های 
تجاری موجود در بازار به عنوان کنترل در تست های مختلف و برای مقایسه های 

باکتری  سویه  یک  شد.  مطالعه  وارد  انسان  نرمال  فلور  نمونه  از  شده  جداسازی 
به صورت  بروه  بیفیدوم و یک سویه ب.  بیفیدوباکتریوم لانگوم، یک سویه ب. 

تجاری در دسترس بودند.

3-2( کشت:
 MRS (Man, Rogosa and محیط  به  آزمایشگاه  به  انتقال  از  بعد  نمونه ها 
آلمان(   ،Merck( هیدروکلرید  ال-سیستین   (w/v) 5درصد  حاوی  مایع   Sharpe)
در شرایط  و  تلقیح  آمریکا(   ،Sigma-Aldrich( موپیروسین  میلی گرم/لیتر  و 100 
از رقیق سازی  بعد  انکوبه شد.  بی هوازی در دمای 37 درجه به مدت 72 ساعت 
سریالی نمونه ها در بافر PBS حاوی 5 درصد ال-سیستین، نمونه ها برای انتقال 
در  و  آماده  موپیروسین  میلی گرم/لیتر  حاوی 100  آگار   MRS انتخابی  محیط  به 
شرایط بی هوازی و در دمای 37 درجه به مدت 3 روز انکوبه شدند. بر اساس شکل 
کلنی، نتایج رنگ آمیزی گرم و فعالیت کاتالاز، کلنی های تک جمع آوری شد)10(. 
 MRS مایع  یافته روی محیط کشت  کلنی های رشد  تعداد  به  بسته  پلیت  از هر 
براث حاوی 20 درصد گلیسرول ذخیره و در فریزر منهای 70 درجه سانتی گراد 

نگهداری شد.
4-2( شناسایی فنوتیپی و ژنوتیپی ایزوله ها:

فروکتوز-6- فعالیت  تست  توسط  جنس  سطح  در  مشکوک  ایزوله های  تایید 
فسفات فسفوکتولاز (F6PPK) که در مطالعه های پیشین انجام  شده بود، صورت 
پذیرفت)11(. شناسایی ایزوله ها تا سطح گونه مبتنی بر مطالعه Matsuki و همکاران 
انجام شد)12(. برای انجام این مهم ابتدا استخراج DNA نمونه ها به کمک کیت 
غلظت  و  خلوص  درجه  شد.  انجام   آلمان(   ،Roche)mini prepستونی استخراج 
DNA استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ ساخت شرکت ترموفیشر آمریکا تعیین 
شد. سپس باکتری ها به کمک PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی )جدول 
1( تا سطح گونه شناسایی شدند. واکنش PCR با حجم نهایی 25 میکرولیتر شامل 
میکرولیتر مسترمیکس  پرایمر 12/5  از هر  میکرولیتر  الگو1   DNA میکرولیتر   5
 PCR و 5/5 میکرولیتر آب دوبار تقطیر انجام شد. در ادامه واکنش (Fermentase)
در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی 5 دقیقه دناتوراسیون ابتدایی در 95 درجه 
به  ادامه 40 سیکل شامل دناتوراسیون در 95 درجه سانتی گراد  سانتی گراد و در 
ثانیه و طویل شدن  به مدت 40  اتصال در 57 درجه سانتی گراد  ثانیه  مدت 30 
در 72 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانیه و درنهایت طویل شدن نهایی در دمای 
72 درجه سانتی گراد به مدت15 دقیقه انجام شد. برای بررسی ژن های مورد نظر، 
محصول PCR در ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شده و با سویه های کنترل مثبت 
و منفی ارزیابی شد. تمام سویه های استاندارد بیفیدوباکتریوم از قرص های وارداتی 
جداسازی شده است. درنهایت میزان همبستگی یا correlation به کمک نرم افزار 

spss18 آنالیز شد.

جدول 1: توالی پرایمرهای اختصاصی شناسایی جنس و گونه های بیفیدوباکتریوم
یافته ها:

متولدشده،  تازه  نوزادان  مدفوع  نمونه   28 همراه  به  مادر  شیر  نمونه   28 بین  از 
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منبعدمای Annealingاندازه  محصول (bp)توالی پرایمرها (5′→3′)باکتری جداشده

بیفیدوباکتریوم
bifid-F: CTCCTGGAAACGGGTGG

563-54958(10)
bifid-R: GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

ب. بیفیدوم
bbif-F: CCACATGATCGCATGTGATTG

27865(10)
bbif-R: CCGAAGGCTTCCCAAA

ب. بروه
bbre-F: CCGGATGCTCCATCACAC

28860(10)
bbre-R: ACAAAGTGCCTTGCTCCC

ب. لانگوم
blong-F: TTCCAGTTGATCGCATGGTC

83163(10)
blong-R: GGGAAGCCGTATCTCTACGA
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31 نمونه که شامل 20)64 درصد( مدفوع و 11)36 درصد( شیر مادر بود حامل 
شده   جداسازی  بیفیدوباکتریوم  مجموعه  از  شد.  داده  تشخیص  بیفیدوباکتریوم 
و  لانگوم  بیفیدوباکتریوم  درصد(   34(14 بیفیدوم،  بیفیدوباکتریوم  درصد(   36(15

12)29 درصد( بی

فیدوباکتریوم بروه تشخیص داده شد)شکل 1 و جدول 2(.
100bp، کنترل  )M( مارکر  بیفیدوباکتریوم.  تعیین جنس   PCR )A( محصول  شکل 1: 
 )1 )شماره   BB12 لاکتیس  بیفیدوباکتریوم  مثبت  کنترل  نمونه   ،)6 )شماره  منفی 
محصول  آگارز  ژل   )B(  .)6 تا  )شماره های2  مدفوع  از  شده  جدا  بیفیدوباکتریوم های  و 
Multiplex pcr برای شناسایی گونه های بیفیدوباکتریوم، کنترل منفی )شماره10(، مارکر 
100bp (M)، شماره2: بیفیدوباکتریوم بروه (827bp)، شماره 3: بیفیدوباکتریوم بیفیدوم 

 .(301bp) شماره 6: بیفیدوباکتریوم لانگوم ،(1018bp)

جدول 2: فراوانی گونه های بیفیدوباکتریوم جداشده از شیر مادر و مدفوع نوزادان
.

جمعب. بروهب. لانگومب. بیفیدومنمونه

18 )100درصد(6 )33درصد(5 )28درصد(7 )39درصد(شیر

23 )100درصد(6 )26درصد(9 )39درصد(8 )35درصد(مدفوع

از مجموع 31 نمونه حامل بیفیدوباکتریوم، 12)29 درصد( گونه مشترک بین شیر 
بیفیدوباکتریوم   6 شامل  که  بودند  عدد(  کودکان شان)6  مدفوع  و  عدد(  مادر)6 
لانگوم، 4 بیفیدوباکتریوم بروه و 2 بیفیدوباکتریوم بیفیدوم بود. همه نوزادان حامل 
گونه بیفیدوباکتریوم مشابه با مادران شان، زیر یک ماه داشتند. ضریب همبستگی 
 +0.821 عدد  نوزادان  مدفوع  برابر  در  مادر  شیر  از  جداشده  بیفیدوباکتریوم های 

(p-value < 0.05) را از خود نشان داد.
بحث:

بیفیدوباکتریوم ها به عنوان یکی از اعضای مهم میکروبیوتای جایگاه های مختلف 
در  می شود.  محسوب  خانم ها  واژن  و  مادر  شیر  گوارش،  دستگاه  شامل  بدن 
و   Turroni توسط  کشت  و  مولکولی  روش  دو  به  انجام شده  مقایسه ای  مطالعه 
همکارانش در سال 2009 میلادی در کشور سوئیس، مشخص شد بیفیدوباکتریوم 
را  موردمطالعه  بزرگسال  افراد  گوارش  دستگاه  میکروبیوتای  از  در حدود 3درصد 
در   2012 سال  در  همکارانش  و   yatsunenko مطالعه  در  می دهد)13(.  تشکیل 
دنیا  مختلف  3منطقه  از  نفر   110 میکروبیوتای  جمعیت  فراوانی  آمریکا،  کشور 

و پیروسکوئنسینگ  روش  به  آمریکا  متروپولیتن  ناحیه  و  مالاوی  آمازون،   شامل 
 real-time PCR بررسی شد که نشان داد با افزایش سن انسان فراوانی گونه های 
بیفیدوباکتریوم کاهش پیدا می کند و بیشترین فراوانی گونه های بیفیدوباکتریوم تا 

سن 5 سالگی است)14(.

در  بیفیدوباکتریوم  جمعیت  بررسی  برای   2009 سال  در  همکاران  و   Martine
نمونه شیر )35  نوزادان آن ها مطالعه ای روی 23  میکروبیوم شیر مادر و مدفوع 
 DNA نمونه شیر  درصد( 22   96( در  ولی  داشتند  مثبت  نمونه کشت   8 درصد( 
بیفیدوباکتریوم یافت شد. در این مطالعه از بین 23 نمونه مدفوع، از 22 نمونه جنس 
بیفیدوباکتریوم جداسازی شد. گونه های جداشده از شیر مادر شامل بیفیدوباکتریوم 
آدولسنتیس، بیفیدوباکتریوم بیفیدوم و بیفیدوباکتریوم بروه و در مدفوع علاوه بر 3 
گونه ذکرشده، گونه های بیفیدوباکتریوم لانگوم و ب.سودکاتنولاتوم نیز جداسازی 
ب.  لانگوم،  ب.  شامل  بیفیدوباکتریوم  گونه  تنها  حاضر  مطالعه  در  شدند)15(. 
داده اند که  نشان  قبلی  درحالی که مطالعه های  بروه جداسازی شد  بیفیدوم و ب. 
فراوانی  مدفوع  نمونه  در  اینفنتیس  ب.  و  آدولسنتیس  مثل ب.  گونه ها  از  برخی 

بیشتری دارند)16(.
نتایج مطالعه ما نشان داد 29 درصد از ایزوله های شیر مادر حامل بیفیدوباکتریوم، 
نوزاد  گوارش  سیستم  توان  از  نشان  که  بودند  باکتری  این  حامل  نیز  نوزادان  و 
برای تحمل و پذیرش این گونه باکتری توسط مادر خود بوده است. به رغم نبود 
مطالعه های مشابه در ایران، در مطالعه ای که توسط Gueimonde و همکارانش در 
سال 2007 در فنلاند به انجام رسید، ب. لانگوم، ب. کاتنولاتوم، ب. انیمالیس و 
ب. بیفیدوم در شیر مادر و مدفوع نوزادان 20 جفت ایزوله مشاهده شد)17(. نتایج 
مشابهی نیز در مطالعه های Solís و همکارانش در سال 2010 در اسپانیا )18( و 
Martín و همکاران در سال 2008 در هلند )15( دیده شد. این در حالی است که 
فقدان حضور بیفیدوباکتریوم در 18درصد از مدفوع نوزادانی که مادران شان حامل 
این باکتری بودند، نشان از نبود خصایص تطابق پذیری و بستر اکولوژیک مناسب 
برای کسب و تکثیر بیفیدوباکتریوم کسب شده از مادر خود در سیستم گوارش خود 
بودند. شاید بتوان این موضوع را در توان غلبه سایر میکروارگانیسم های موجود در 
مدفوع نوزاد دانست، به طوری که رشد بیدوباکتریوم را تا حد زیادی کاهش یا مهار 
اسپانیا می توان  کرده است که نمونه آن در مطالعه هایی چون مطالعه 2010 در 

دید)18(.
با  طورکامل  به  ما  مطالعه  در  گزارش شده  بیفیدوباکتریوم  گونه های  فراوانی 
ما  بررسی های   .)20  ,19 بود)2,  همسو  دنیا  در  انجام شده  مشابه  مطالعه های 
با  مشابه تر  و  غالب تر  ماه  یک  زیر  کودکان  در  بیفیدوباکتریوم  وجود  داد  نشان 
بیفیدوباکتریوم های شیر مادرشان است، این در حالی است که بعد از گذشت زمان 
این تشابه گونه  باکتریایی به حداقل رسید. نتایج حاصله با مطالعه هایی همچون 

Grönlund و همکاران که در سال 2007 در کشور فنلاند قابل تطابق است)7(.
از مهم ترین محدودیت های این مطالعه، جمع آوری نمونه های شیر مادر و مدفوع 

بررسی فراوانی گونه های بیفیدوباکتریوم جداشده از شیر مادر /  124  
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نوزادان شان از مناطق روستایی استان مرکزی و انتقال آن به آزمایشگاه در یک 
شرایط کامل  بی هوازی بود. همین محدودیت ها باعث شده مطالعه پیش رو، جزو 
حوزه،  این  در  کاری  ایران  در  تاکنون  چراکه  شود  شمرده  باارزش  مطالعه های 
بخصوص در استان مرکزی به انجام نرسیده است. از جنبه های باارزش دیگر این 
مطالعه می توان به انتخاب زنان روستایی اشاره کرد چراکه این خانواده ها برخلاف 
جمعیت شهرنشین، مانند گذشته بر اصول تغذیه ای و رفتاری سنتی خود عمل کرده 
و کمتر در معرض مصرف خودسرانه دارو که یکی از عوامل تغییر فلور نرمال بدن 

مادران است، هستند.
نتیجه گیری:

در پایان، نتایج مطالعه  ما نشان داد شیر مادر حامل بیفیدوباکتریوم های زیستا و 
زایایی است که توانایی انتقال و کلونیزه شدن در دستگاه گوارش نوزادان را خواهد 
داشت. با مشاهده اشتراک 29 درصدی و ضریب همبستگی مثبت بیفیدوباکتریوم 
جداشده بین شیر مادر و مدفوع نوزادان شان در این مطالعه، احتمال می رود منشأ 

اصلی بیفیدوباکتریوم روده ای نوزاد در اوایل تولید، شیر مادر او خواهد بود.
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