
  تحقيقيمقاله                                                                                                         280-272 هاي ، صفحه3، شماره 8، سال 1398 تابستان نشريه دانشگاه علوم پزشكي البرز،              

  280 تا 272 ؛3، شماره 8؛ دوره 1398 تابستاننشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز، 

Journal

AUMJ 
Alborz University of Medical Sciences

  در افراد مبتلا لاكتوباسيلوس هاي دهاني گونه هاي  سويهشناسايي 
  سالم پريودنتيت مزمن و افراد به
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هاي عفوني دهاني متداول بزرگسالان است كـه باعـث التهـاب و تخريـب      پريودنتيت مزمن يكي از بيماري :مقدمه وهدف

باافزايش مقاومت هاي ميكروبي ، باكتري درمـاني   امروزه. شود اتصالات آن مي بافت پريودنتال و از دست رفتن استخوان و
حذف باكتري پـاتوژن   از بيماريهاي التهابي دهان است كه با تنظيم ميكروبيوتاي دهان و جايگزين جهت پيش گيريروشي 

دهاني درافراد مبتلا به  وسلاكتوباسيلهدف از اين مطالعه شناسايي سويه هاي  .كند مي و دندان كمك به حفظ سلامت دهان
 . استه معرفي سويه هاي غالب در دوگرو ،سالم  پريودنتيت و

پرايمرهـاي   اسـتفاده از با RFLP-PCR 16srDNA روش مولكـولي كاربرد محيط كشت اختصاصي و  :ها و روش مواد
 59 از) لثـه  پلاك زبان و بزاق،( هاي حفره دهان جداشده از نمونه لاكتوباسيلوس هاي دهاني براي شناسايي سويه يونيورسال

   .الگوهاي برش منتخب انجام توالي يابي دوطرفه از. فرد سالم 59و  مزمن بيمار مبتلابه پريودنتيت
بر اساس نتـايج   .مثبت بودند لاكتوباسيلوس ايزوله PCR،254 بر اساس نتايج كشت و بررسي مورد ايزوله 354از : ها يافته

 10 جداشـده دهـاني بـه    لاكتوباسيلوس هـاي جامعه  يالگوهاي برش آنزيم هاي حاصل از داده وتحليل تجزيهتوالي يابي و 
 ولاكتوباسـيلوس كـازئي،  گونه غالـب در افـراد پريودنتيـت     فرمنتوم ،لاكتوباسيلوس پاراكازئي. بندي شد گونه مختلف گروه

  . گونه غالب در افراد كنترل بودند پلانتاروم
 هاي پلاك زير ويژه در نمونه كنترل به با مقايسه گروه مزمن پريودنتيت در افراد ها لاكتوباسيلوس نسبي فراواني: گيري نتيجه

كمتـر از افـراد كنتـرل     ٪8 هاي بيمـاران،  جداشده در نمونه لاكتوباسيلوس هاي نسبي فراواني .داري داشت لثه كاهش معني
و ايجاد تعادل در پيش گيري از پريودنتيت مزمن  ها لاكتوباسيلوس هاي امروزه شواهد زيادي مبني بر استفاده از سويه .است

شود كه سويه هاي برتر براي اهداف باكتري درماني و اسـتفاده در صـنعت    مي بيني پيش. وجود دارددهان حفره فلور نرمال 
  .دندارويي به كار رو

  
  لاكتوباسيلوسهاي دهاني  ، سويه16srDNA RFLP-PCRبيماري پريودنتيت مزمن، : كلمات كليدي
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 مقدمه 
در نقاط مختلف  هاي فلور باكترياز  زياد و متنوعيتعداد بسيار 

وجـود   واژن، پوسـت و  اي رودهمجراي  ازجمله در حفره دهان،بدن 
دردهـان  بخش عمده فلور ميكروبي  هاي اسيدلاكتيكي باكتري .دارند

با كلـونيزه شـدن در    كه شوند ميروده انسان و حيوانات محسوب و 
مختلف سيستم گوارشي موجب تحريـك سيسـتم ايمنـي     هاي بخش

شوند و فعالانه در حفـظ سـلامتي بـدن همكـاري      ميدر بدن ميزبان 
ــي ــد م ــر از طــرف دي 1.كنن ــاكتريگ ــاي ب ــيدلاكتيكي ه ــه اس  ازجمل

 و اسـيدلاكتيك  ازجملهبا توليد مواد ضد ميكروبي  ها لاكتوباسيلوس
مـانع از رشـد پـاتوژن هـا در     ... و اسيدهاي ارگانيك و اسيد استيك
 گوارشـي  لولـه  هاي اكولوژيـك بـدن ماننـد حفـره دهـان و      سيستم

اين جمعيت ميكروبي ساكن و سودمند با توسعه سيستم  2 .گردند مي
هاي ايمني را تنظـيم و   هايي پاسخواسطه وسيله بيان  ايمني ميزبان به

هـاي   بـاكتري  3.دهنـد  مـي  هـاي تعـادل سـلولي را افـزايش     مكانيسم
هاي گرم مثبت هستند كـه بـر    گروه هتروژني از باكتري كيدلاكتياس

ــه  ــاس مجموع ــي اس ــاي مور اي از ويژگ ــك و  ه ــك، متابولي فولوژي
 كيدلاكتياس ـ .انـد  فيزيولوژيك در يك گروه بسيار بزرگ قرارگرفتـه 

ايـن  . هـا اسـت   هـا از تخميـر كربوهيـدرات    تـرين محصـول آن   مهم
كان ضخيم چندلايه است كه همراه يپپتيدوگل داراي ديوارهها  باكتري

پلـي سـاكاريدهاي مختلـف آرايـش      ها، تايكوئيك اسيد و با پروتئين
هاي پروبيوتيك بـدون شـك يكـي از     توليد فراورده 4.است داكردهيپ

اسـت كـه   ) LAB( كيدلاكتياس ـي هـا  يبـاكتر  كاربردهاي نيتر مهم
گروه باكتري موجود در اين نوع محصـولات را تشـكيل    نيتر بزرگ
اپيتليـال مـرده و    هـاي  سـلول حضور مواد غـذايي فـراوان،    .دهند مي

 هـا  بـاكتري ي مساعد براي رشد ترشح بزاق، حفره دهاني را به محيط
حفره دهان افراد سالم داراي فلور ميكروبـي متعـادل    5.كند ميتبديل 

. گونـه ميكروبـي در حفـره دهـان سـاكن اسـت       700است، بيش از 
نوع اختلال در تعادل ميكروبـي سـبب    مطالعات نشان داده است هر

منجـر  هاي مفيد شده كه  كاهش باكتري هاي پاتوژن و افزايش باكتري
 6.شـود  به اختلالات دهاني مانند پريودنتيت يا پوسيدگي دنـدان مـي  

بيماري پريودنتيت مزمن، بيماري التهـابي شـايع در افـراد بزرگسـال     
لثـه و  (هـاي نگهدارنـده دنـدان     بافـت  است كه منجـر بـه تخريـب   

بيوفيلم باكتريايي كه در سطوح دنـداني و  . شود مي)استخوان زيرين 

هـاي پريودنتـال بـه دنـدان تشـكيل       ال بافـت در نزديكي محل اتص ـ
اخـتلال در   7.سـت ترين عامل ايجاد پريودنتيت مـزمن ا  شود، مهم مي

كـاهش   هـاي پـاتوژن و   اين تعادل ميكروبي سبب افزايش ميكـروب 
كه در بعضـي از   مي شود هاي مفيدي ا مجموعه باكتريي ميكروبيوتا

عمـر بـاقي   گاهي اوقـات تـا پايـان     هاي بدن ساكن هستند و قسمت
اين جمعيت ميكروبي نقش مهمي در ايجـاد سـلامت بـدن     .مانند مي

ترين جمعيت فلورانسان در روده و حفره دهـان قـرار    دارند و متنوع
هـاي مضـر در بيـوفيلم     وجود طيف وسيعي از ايـن ميكـروب   .دارد

سيستم ايمني و درنتيجه ايجـاد شـرايط    تحريكدنداني باعث ايجاد 
دسـت   تـرين عامـل از   پريودنتيت مـزمن مهـم  . شود التهابي مزمن مي

افراد با نقص ايمنـي و ديابـت    دادن دندان در ميان افراد بزرگسال و
عنــوان ريســك  توانــد بــه مــي پريودنتيــت بيمــاري 8.اســت IIنــوع 

. هـاي سيسـتميك بـاليني مهـم باشـد      فاكتورهاي دخيـل در بيمـاري  
ازلحـاظ اثـر و   انـد   شـده  پروبيوتيكهاي دهاني كـه تـاكنون شناسـايي   

اند ازجمله كـاهش توليـد    شده شرايط آزمايشگاه بررسي ها در ويژگي
اسيد و بوي دهان، نداشتن خطر پوسيدگي دندان، نداشـتن پتانسـيل   

ــي  ــت آنت ــال مقاوم ــومي و    انتق ــمي عم ــاي س ــوتيكي و پارامتره بي
  9.هاي سيستميك بيماري

كـرد،  توان بـراي تعـادل ميكروبيوتـا اسـتفاده      از مواردي كه مي
هـاي   هاي پروبيـوتيكي هسـتند كـه درواقـع ميكروارگانيسـم      باكتري
باشند كه با مصرف به مقدار كافي بـراي سـلامتي ميزبـان     اي مي زنده

بـا   كـه  ها هستند ،لاكتوباسيلوسازجمله پروبيوتيكها  .باشند مفيد مي
و واكنش متقابل ) باكتريوسين (مواد آنتي باكتريال  توليد كوفاكتورها،

ها جلوگيري  هاي پاتوژن از رشد آن باكتري زاي كتورهاي بيماريبا فا
توليـد   بـا (كنند و همچنين باعث افـزايش پاسـخ ايمنـي ميزبـان      مي

شـده و بـا كـاهش    ) هـاي ترشـحي دفـاعي    پـروتئين  ايمنوگلبولين و
هـاي   اخـتلال بـافتي از حضـور بـاكتري     هاي پيش التهـابي و  واكنش

  10.كند مي پاتوژن دهاني ممانعت
هاي دهان و ي بيمار ها در درمان بيوتيك از آنتيدر حال حاضر  
بيوتيكي بايـد   علت مقاومت آنتي حال به بااين .شود استفاده مي دندان

جـانبي و   تـأثيرات با شـناخت جامعـه از   . ها محدود شود مصرف آن
عوامـل   عنـوان  بـه پروبيوتيك ها  بكارگيري، ها بيوتيك آنتينامطلوب 

اخير بـه دليـل افـزايش     هاي دههطي  11.است رو به گسترشدرماني 
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ــ ــت ب ــي همقاوم ــك آنت ــاي بيوتي ــتفاده  ه ــف، اس ــيمختل ــه  ب  ازروي
 كشورهايدر بسياري از  آنتي باكتريالعوامل  عنوان به ها بيوتيك آنتي

بـراي   روزافزونيبنابراين امروزه تقاضاي  ،پيشرفته ممنوع شده است
وجود دارد كـه   بيوتيكي آنتيتركيبات  جاي به مؤثرييافتن جايگزين 

 يپروبيـوتيك هـاي   در اين راسـتا روش بـاكتري درمـاني بـا بـاكتري     
شـده شـيوع    اسـاس مطالعـه انجـام    بر 12.درا پر كن خلأاين  تواند مي

بيماري پريودنتيت در كشـورهاي امريكـا، ژاپـن بـه ترتيـب تقريبـاً       
اري نشان داده كه بيم ـ اين مطالعه 13.شده است تخمين زده% 74،75%

بر كيفيـت زنـدگي مـؤثر بـوده و باعـث افـزايش خطـر         پريودنتيت
 -عروقـي، مغـزي    -هـاي قلبـي    اختلالات سيستميك مانند بيماري

  14.شود مي... هاي تنفسي و ، زايمان زودرس، عفونتديابت عروقي،
ــه ،  ــن مطالع ــراي هــدف از اي ــردن روشــي ب ــي ك ــه  عمل ايزول

، ارزيـابي  حفره دهان آوري شده هاي جمع نمونه ها از لاكتوباسيلوس
، هـا  اختصاصي براي غربـالگري لاكتوباسـيلوس   كشتروش كاربرد 

پلاك زبـاني   در بزاق دهان و ها لاكتوباسيلوس نسبي مقايسه فراواني
تنوع فراواني  توصيف با روش وابسته به كشت و )زير لثه( دنداني و

 Two-way و 16srDNA RFLP-PCR مولكـولي  هـا بـا روش   گونـه 

Sequencing باشد مي.  
  

  ها موادوروش
بـه   وبـوده   توصيفي تحليلـي  اين پژوهش از نوع مطالعه مقطعي

نمونـه  . تاييد كميته اخلاق دانشگاه علوم پزشكي البرز رسيده اسـت 
 مزمن متوسـط و شـديد   بيمار مبتلا به پريودنتيت 59 شامل پژوهش

علوم پزشكي البرز مراجعه كـرده  دانشگاه كه به كلينيك دندانپزشكي 
سني و همسان از نظر  و) بدون سابقه پريودنتيت( سالم فرد 59اند و 
از بين مراجعه كنندگان همـان مركـز وارد    كه در گروه كنترل جنسي

-70 محدوده سـني  معيارهاي ورود به مطالعه.باشند مي مطالعه شدند
 عمـق پاكـت   بـا  متوسط و شـديد  پريودنتيت مزمنابتلا به سال،  25

بـين رفـتن اتصـالات     ، ازدنـداني  ناحيه 4 بيشتر از در 3mm بيش از
هـاي پريودنتـال بـه همـراه التهـاب لثـه،        كلينيكي و تشـكيل پاكـت  

معيارهاي . خونريزي هنگام پروب كردن، تحليل استخوان بوده است
، افـراد نيازمنـد بـه درمـان      ، افراد ديابتيك خروج شامل زنان باردار

پزشـكي،   دنـدان  هاي مرتبط بـا  بيوتيك در درمان با آنتي پروفيلاكسي

هـاي   هـاي اتوايميـون، افـراد مبتلابـه بيمـاري      افراد مبتلابـه بيمـاري  
مـاه   6هاي پريودنتال طي  انجام درمانسابقه پريودنتال نكروزشونده، 

-3 بيوتيك يا ساير داروهاي ضدالتهابي در طي اخير ،استفاده از آنتي
در بخـش   پذيرش بيماران بعد از .بودند سيگاري افراد ماه اخير و 4

از  .پريودنتيت نمونه گيري انجام شد نوعو اطمينان از  دنتولوژيپريو
شامل پلاك دنداني، پـلاك  نمونه  3و افراد گروه كنترل  همه بيماران

 پلاك دنداني اين افراد در فك بالا يـا  .گرفته شدزباني و بزاق دهان 
، از  6جـرم در دنـدان    صـورت عـدم وجـود   در  يا 6 دندان از پايين

توسـط كـورت    پاكت پريودنتال ندان ديگر با بيشترين جرم و عمقد
صورت كه هنگـام   نمونه گرفته شد به اين (Gracy curette) گريسي
گذاشـتن رول كتـاني از    بـا  پلاك دنداني بـالا و پـايين لثـه    برداشت

نـه  سـپس نمو . آغشته شدن پـلاك بـا بـزاق دنـدان جلـوگيري شـد      
نتقل م ) (LBS brothاختصاصي  شده مستقيماً به محيط كشت برداشته

از سـطح   اي اسـتريل  زباني توسط سوآّپ پنبـه  هاي پلاك نمونه .شد
 باكمي فشار و cm2 16/2منطقه به وسعت  زبان در )پشتي(دورسال 
و سپس نمونه مسـتقيماً بـه محـيط     برداشته )بار 5 حدود( چرخاندن
 نمونــه بــزاق غيــر 15.منتقــل شــد LBS broth)(اختصاصــي   كشــت

-1به مقدار ) دقيقه  2-1 به مدت نگهداشتن بزاق در دهان( تحريكي

3cc 1-3داخل ليوان اسـتريل حـاوي    توسط داوطلب درcc   محـيط
هـا در ظـرف يـا     نمونه .)2/1رقت (مايع گرفته شد LBS ترانسپورت

ســاعت بــه آزمايشــگاه منتقــل  2فلاسـك يــخ قــرار داده شــد و تـا   
 agar اصلاح شده نمونه ها روي محيط كشت اختصاصي .گرديد مي

mMRS ونكومايســـين (هـــا  حـــاوي مقـــدار مناســـبي از مكمـــل
 LBSو )هيدروكلرايد، سيستئين هيدروكلرايـد، برومـوكرزول گـرين   

broth   انكوباسـيون در جـار بيهـوازي     سـاعت  72وكشت داده شـد
كلني هاي اختصاصـي رشـد يافتـه    از 16 .انجام گرفت حاوي گازپك

 لوله حاوي سوسپانسيون ميكروبـي . براي استخراج ژنوم استفاده شد
جهت اسـتخراج   سانتريفوژ و (g/ 5 min/ 4°c × 2000) در ساعته 24

DNA شده  اصلاحازروش . باكتري استفاده گرديدsalting out  اي بـر
ميكروليتـر رسـوب    500 17.استخراج ژنوم باكتريايي استفاده گرديـد 

نـيم مـولار    Tris-Hcl: ميكروليتر بافر ليـز متشـكل از  400حاصل در 
ــر،10 ــولار   EDTAميكروليتـ ــيم مـ ــر،25نـ  NACL 5 ميكروليتـ

 proteinase Kميكروليتـر،  100 به ميـزان SDS10%ميكروليتر،10مولار
درجه انكوبه شد  37ساعت در  24به مدت  حل كرده و ميكروليتر3
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 30شـش مـولار اضـافه كـرده ،      Naclحجـم آن   3/1اندازه  سپس به
فاز بالايي را به . شدسانتريفوژ  10°دماي  و 3400rpmدور  دقيقه در

حجم آن ايزوپروپانـل يـا    7/0لوله ديگر منتقل كرده و سپس معادل 
 دقيقـه در دور  17ها  سپس لوله. گرديداتانل مطلق سرد به آن اضافه 

4000rpm  فاز رويي را دور ريخته و به . شدسانتريفوژ  10°و دماي
اضـافه  % 70ليتـر اتانـل    ميكـرو  500-1000رسوب سفيد تـه لولـه   

 10°و دمــاي  12000rpmدقيقــه بــا دور  5هــا  ســپس لولــه. گرديــد
  ).بار تكرار 2( .شدسانتريفوژ 

ليتـر   ميكـرو  100-50 و اندهلوله را در معرض هواي اتاق خشك
 روز در 2-3 بـه مـدت   را هـا  لولـه . شـد اضـافه   Elutionبه آن بافر 

 DNAكيفيـت   .شـد يخچال گذاشته تـا كـلاف ژنـومي كـاملاً حـل      
 و %1بـر روي ژل آگـارز    الكتروفـورز از شـده بـا اسـتفاده     استخراج

  .جذب نوري مورد تاييد قرار گرفت
ــاي   ــتفاده از پرايمرهـــ ــا اســـ ــا 16sبـــ  '5 ليونيورســـ

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 27f 15وr 5' 

AAGGAGGTGATCCARCCGCA3´ )واكنش زنجيره  )سيناكلون
نزيم هـاي محـدود   آمده آاي پليمراز انجام شد وبه محصول بدست 

Taq I,Hae III)طبـق پروتكـل اضـافه گرديـد وهضـم       )ترموساينس
 بـه  باكيـت سـيناكلون   پروتكل تكثير ژنـوم 18،19.نزيمي انجام گرفتآ

 D.D.W 16µl،10× PCR buffer 5/2µl 0 :ذيــل اســت  صــورت

MgCL2(50 Mm) 5/0 µl  ،dNTPs (25 Mm) 3/0µl، Primer-f,R 

(10pm) 5/0µl، µl 5 )ng 50( DNA template،2/0µl Taq 

polymerase،25µl  Total volume .تگاه ترموسايكلر تكثير توسط دس
برنامه دمايي بـه   .بود 32-30سيكل تكثير  اپندورف انجام شد تعداد

ثانيـه  45 95° دقيقـه و  5 95°دنـاتوره شـدن در   : بـود  صورت زيـر  
دقيقـه   5/1 72°دقيقه وگسترش پرايمر در 1  57°پرايمر در واتصال 

بعد از تكميـل  . انكوباسيون  دقيقه و 10 72°وواكنش تكثير دوم در 
بر روي ژل  PCRشكارسازي محصولات آوگسترش پرايمرها جهت 

 Ladder3000از  .استفاده گرديد ×TBE 1با استفاده از بافر % 1آگارز 

bp)كه  به عنوان ماركر مولكولي مورد استفاده قرار گرفت )سيناكلون
مـدن محصـول   آبعداز بدست  .مورد نظر است bp 1545باند حدود 

ميكروليتـر   7نزيمـي بـا   آيا هضم  RFLPبراي  ن راآاز  ميكروليتر10
استفاده  Taq I or Hea III ميكروليتر  1ميكروليتربافر و 2و مقطرب آ

نزيمـي  آ بانـدهاي حاصـل از بـرش    مشاهده نتـايج  به منظور.گرديد 

مده آنزيمي محصولات بدست آواكنش هاي  ، % 5/1گارز آروي ژل 
بانــدهاي تعــداد  وزن وبراســاس  .كنــيم مــي را روي ژل بارگــذاري

نمونـه   3-2بندي كرده واز هر گـروه  مده نمونه ها را گروه آبدست 
  .انجام شددوطرفه سكانسينگ 

  
  نتايج

نفر داوطلب بعنوان گروه بيمار در محـدوده  59 در تحقيق حاضر
 30مرد و نفر 29ازاين تعداد افراد .سال شركت نمودند  70-25سني 

 59همچنـين تعــداد  . ســال  48± 06/10نفـر زن بـا ميــانگين سـني    
سـال شـركت    70-25شاهد در محدوده سني داوطلب بعنوان گروه 

نفـر زن بـا ميـانگين     30نفـر مـرد و  29از اين تعـداد افـراد   .نمودند 
بـزاق، پـلاك   (نمونه 3از هر آزمودني . سال بودند7/36 ±80/10سني

نمونه در هريك از گروههاي مـورد   177و مجموعاً ) زبان، پلاك لثه
ولـه دهـاني بـه    هاي ايز نمونه 177از مجموع . و شاهد به دست آمد

وجـود  عـدم رشـد    ايزولـه  12در داوطلـب بيمـار،   59آمده از  دست 
از ايـن  . گرديدايزوله  لاكتوباسيل باكتري%) 8/67( نمونه120. داشت
از %) 6/79(ايزولـه   47 از بـزاق دهـان و   )%8/89(ايزولـه   53تعداد 

شناسـايي   )زير لثه ( دندان از پلاك )%9/33(ايزوله  20 پلاك زبان و
 59آمـده از   دسـت  هاي ايزوله دهـاني بـه    نمونه 177از مجموع . شد

 نمونـه  134. وجـود داشـت  ايزوله عدم رشـد   21در داوطلب سالم، 
ايزولـه   47از ايـن تعـداد    .ايزولـه شـد   لاكتوباسـيل باكتري %)7/75(
 38 از پـلاك زبـان و  %) 1/83(ايزولـه   49 از بزاق دهـان و %) 6/79(

  .)1جدول ( ز پلاك لثه شناسايي شدا%) 4/64( ايزوله
با مقايسه شاخص  نزيم تگ پليمرازآواكنش  نتايج تكثيرمحصول

 bp 1545 باندهايي بطـول  ظهور در الكتروفورز، bp3000  استاندارد
  .)1شكل (را تاييدكرد % 1روي ژل آگارز 
آمده بيشترين درصد فراوانـي در افـراد سـالم     دست طبق نتايج به

 پاراكـازئي و در افراد پريودنتيت متعلق به گونه %) 4/19(كازئي گونه
در گروه ) %8/0(واژيناليسوكمترين فراواني متعلق به گونه %) 7/21(

همچنين دو نمونـه از مقايسـه شـكل     )1نمودار(.باشد مي پريودنتيت
ماكروسكپي وميكروسكپي از گونه ها در شكل نشان داده شده است 

  ).2شكل (
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در گروه بيمار كاهش معني  )زير لثه(فراواني نتايج مثبت كشت ايزوله ها در دو گروه را نشان ميدهد، نتايج كشت در نمونه پلاك دنداني :1جدول 
  .ردداري دا

  هاي دهاني مقايسه فراواني نسبي نتايج كشت مثبت ايزوله
 P value گروه شاهد گروه مورد كل  متغير

   )درصد فراواني(تعداد  )درصد فراواني(تعداد )درصد فراواني(تعداد

  124/0 %)6/79( 47 %)8/89(53 %)7/84(100 بزاق
  810/0 %)1/83( 49 %)6/79(47 %)2/82(97 پلاك زبان
  001/0 %)4/64( 38 %)9/33(20 %)1/49(58 پلاك دندان

حداقل يكي از سه (كل
  )نمونه دهاني

107)7/90(% 55)2/93(% 52 )1/88(% 342/0  

  
  

 
 

تاييــد ايزولــه هــاي  1545bpمشــاهده بانــدهاي بطــول  :1شــكل
لاكتوباسـيل   PTCCبراي كنترل مثبت از نمونه . است لاكتوباسيلوس

 پلانتاروم استفاده شد

  
  

  

  
  نمونه تصاوير ماكرو،ميكروسكپي :2شكل 

1 :L.rhumnosus  ،2 :L.plantarum  

  
  ها در گروه مورد و شاهد فراواني نسبي كل گونه: 1نمودار

  
  
  

 سـاليواوريوس  -3فرمنتـوم   -2پاراكازئي  -1هاي  گونههمچنين 
دارا بود  )زير لثه(پلاك دندانترتيب بيشترين فراواني را در نمونه ه ب

 نمونـه  254بين  از .داشتپريودنتيت تاثيري برگونه خاص نوشدت 
ــه ــاني  ايزولـــ ــاي دهـــ ــت  هـــ ــت مثبـــ ــاس  كشـــ براســـ

16srDNApartialsequencing ،10  گونـه   10الگوي برش آنزيمي و
ــيلوس ــت و  لاكتوباس ــراد پريودنتي ــالم    9در اف ــراد س ــه در اف گون
  .)3شكل ( شناسايي شد غيرپريودنتيت

  

١ ١ ٢  ٢
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  تصاوير الگوهاي برش برروي ژل از چپ به راست :3شكل 

1. L.casei, 2. L.crispatus, 3. L. gasseri, 4. L. vaginalis, L-
Ladder, 5. L. rhumnosus, 6. L. paracasei, 7. L. casei, 8,9. L. 
acidiphilus 

  
  بحث 

هـاي فلـور    هاي اسيدلاكتيكي بخـش بزرگـي از بـاكتري    باكتري
يكي ازاعضاي اين  سهالاكتوباسيلوو  دهند تشكيل مينرمال انسان را 

: نقاط مختلف حفره دهاني ازجملـه  ها در اين باكتري. باشد گروه مي
موكوس دهان، لثه، سطح سخت، بزاق، زبان، بيوفيلم هاي بالا و زير 

تحـت   وسلاكتوباسيل هاي گونهتعدادي از  .توانند ساكن باشند لثه مي
مــواد غــذايي  داروســازي و صــنعت عمــدتاً درعنــوان پروبيوتيــك 
لاكتوباسيلوس پلانتـاروم، اسـيدوفيلوس   . دنگير مورداستفاده قرار مي

 تـرين  درميـان فـراوان   ،رامنوسوس، كـازئي، فرمنتـوم، بولگـاريكوس   
 2.باشند مورداستفاده در محصولات پروبيوتيكي ميلاكتوباسيلوسهاي 
 لاكتوباسـيلوس گونه مختلف جـنس   10شده حاضر  در مطالعه انجام

 ميان ازپريودنتيت شناسايي شد كه  سالم و هاي دهاني افراد ايزوله از
لاكتوباسـيلوس  هـاي   گونه دهاني ، لاكتوباسيلوسهايترين  فراوان آنها

در دو گروه شناسايي به ترتيب  ، فرمنتوم كازئي، پلانتاروم، پاراكازئي
دهـاني افـراد سـالم     بـزاق شدندكه با نتايج حاصل از شناسايي گونه 

 ، 2012، 2001سـال در(برزيلـي و ژاپنـي    و تايلندي ينتوسط محقق
براسـاس گزارشـات محققـين در مقـالات،     .  مشابهت داشت) 2015

محصـولات و   نتايج شناسايي سويه هاي دهاني ممكن است به دليل
تشابه گونه . عادات غذايي متنوع دركشورهاي مختلف متفاوت باشد

شناسايي شده در مطالعه حاضـر بـا گونـه هـاي مـدفوع      هاي دهاني 
نشـان دهنـده پايـداري     2011در سال  ماهيجي شناسايي شده توسط

ترين  متداول 6.گونه هاي پروبيوتيكي در دستگاه گوارش است يوبقا

دهاني مزمن، پريودنتيـت اسـت كـه درنتيجـه تغييـر تعـادل         بيماري
اين علت  .گردد يجاد ميافراد بزرگسال ا ميكروبيوتاي ساكن دردهان

 هـاي پـاتوژن دهـاني ماننـد     ، استقرار تعـداد بـاكتري  التهابي  بيماري
با توجـه بـه    7.در حفره دهان است ....و پورفيروموناس جينجيواليس

ــايج  ــت، نتـ ــراد پريودنتيـ ــاني خـــاص افـ ــرايط دهـ  فراوانـــي شـ
نمونـه پـلاك    ويژه در ايزوله شده در اين گروه به هاي لاكتوباسيلوس

در اين افراد كنترل وحفظ تعادل  .كاهش چشمگيري نشان داد دندان
هاي مفيد دهاني با منشأ داخلي در نگهـداري سـلامت دهـان     باكتري

 لاكتوباسـيلوس  در اين مطالعه شناسايي بـاكتري . داراي اهميت است
 افـزودن  بـه دليـل  كـه   mMRS agar اختصاصي محيط كشتتوسط 
در ايزولـه   mMRS محـيط كشـت   .تسهيل شـد  ذكرشده هاي مكمل
از تـداخل رشـد    هـا كمـك فراوانـي كـرد و     لاكتوباسيلوس خالص
در اين تحقيـق جهـت   . ديگر ممانعت كرداسيد لاكتيك هاي  باكتري

ضـمن اسـتفاده از روش    لاكتوباسـيلوس هاي  گونه دقيق تر شناسايي
پلـي   زيآنالبا استفاده از روش  ،كشت اختصاصي از روش مولكولي 

 PCR  16srDNA )16 srDNA   genesمرفيسم قطعـات محـدود در   

RFLP – PCR (انجام شد ها گونه و پرايمرهاي يونيورسال شناسايي .
 16srDNA ژن بــر اســاس دوطرفــه تعيــين تــوالينتــايج حاصــل و 

 هـاي باكتريـايي را   به مقدار زيادي شناسايي سـويه  هاي منتخب گونه
داده است كه تشكيل بيـوفيلم توسـط   مطالعات نشان  .كند تسهيل مي

مفيـدي اسـت زيـرا سـبب      داراي خـواص  هاي اسيدلاكتيك باكتري
هاي اسيدلاكتيك در  نيزاسيون و پايداري استقرار باكتريولوتقويت ك

هاي پـاتوژن و   نيزاسيون باكتريولوو مانع از ك گشتهموكوس ميزبان 
مـواد آنتـي    بـا توليـد   هـا  ايـن بـاكتري   4.شود تنظيم ايمني ميزبان مي

باكتريال واسيدهاي ارگانيك و همچنين واكنش متقابل با فاكتورهاي 
هـا   استقرار و عملكرد تخريبـي آن  هاي پاتوژن از باكتري زاي بيماري

اخـتلال   هاي التهابي و آورده و سبب كاهش واكنش ممانعت به عمل
 امـروزه .  7.دنشـو  پريودنتيـت مـي  مبـتلا بـه   بافتي پريودنتال در افراد 

علـم پزشـكي پديـدار     عنـوان يـك موضـوع مهـم در     روبيوتيكها بهپ
اند كه قادرند ارتبـاط بـين رژيـم غـذايي و سـلامت دهـاني را        شده

 هــاي اســيدلاكتيك ماننــد بنــابراين كــاربرد بــاكتري.تســريع بخشــند
 هـاي دهـاني وپيشـگيري از پريودنتيـت     ها در مراقبتلاكتوباسيلوس

  11.داشته باشدتواند فوايد سلامتي فراواني  مي
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  گيري  نتيجه
كـل  دهـد فراوانـي    نتايج بدست آمده در اين تحقيق نشـان مـي  

مبتلا به پريودنتيت مزمن شناسايي شده در افراد  هاي لاكتوباسيلوس
نتـايج فراوانـي    .باشـد  مـي % 7/75و  %7/67 ترتيـب ه ب افراد سالمو 

در مده در نمونه هاي بزاق وپلاك زبان آبدست  هاي لاكتوباسيلوس
استفاده عموم مـردم از   به دليل دوگروه تغيير چشمگيري نداشت كه

لي نتايج فراواني و باشد مي يمحصولات حاوي باكتريهاي پروبيوتيك
را  معني دارياختلاف باكتري ها در نمونه پلاك زير لثه در دو گروه 

 هـاي  جدايـه هـاي رشـد يافتـه در    فراواني باكتري در كاهش.دادنشان 
نشـان دهنـده عـدم     پريودنتيت مبتلا به افراد) زير لثه ( پلاك دنداني

 بافـت پريودنتـال   دردهـاني   هـاي مفيـد   بـاكتري  جايگزيني و توازن
ــي ــد مـ ــتفاده از   . باشـ ــر اسـ ــي بـ ــادي مبنـ ــواهد زيـ ــروزه شـ امـ
در پـيش گيـري از بيمـاري پريودنتيـت     هـا  لاكتوباسيلوسهاي سويه

براي اهـداف   برترشود كه سويه هاي  مي بيني پيش. مزمن وجود دارد
  .باكتري درماني و استفاده در صنعت دارويي به كار روند
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Background and aim: Chronic periodontitis has been defined as an infectious disease 
resulting in inflammation within the dental supporting tissue, progressive attachment loss 
and bone resorption. Nowadays, with increasing microbial resistance, bacterial therapy is 
an alternative to prevent inflammatory diseases of the oral cavity, which regulates oral 
microbiota and eliminating pathogenic bacteria. The aim of this study was to identify oral 
Lactobacillus species and in patients with periodontitis and healthy individuals. 
Materials & Methods: Use of specific culture medium and restriction fragment-length 
polymorphism (RFLP) analysis was applied to characterize oral lactobacillus in oral 
cavity samples (saliva, tongue, gingival plaque) from 59 healthy subjects and 59 patients 
with chronic periodontitis. The 16srDNA genes of lactobacillus .spp in samples were 
amplified by PCR with universal primers. Sequencing performed to confirm the species.  
Results: Out Of 354 examined isolates, 254 isolates were positive for Lactobacillus based 
on culture and PCR results. From obtained strain cutting patterns analysis of the oral 
lactobacillus community, were aggregated into ten different species. L.paracasei, 
L.fermentumin patient and L.casei, L.plantarum were the most predominant species in 
control groups.  
Conclusion: The frequency of Lactobacillus in patients with periodontitis was 
significantly reduced comparing to the control group, especially in gingival plaque 
samples. The difference in the frequency of isolated lactobacillus in the total sample of 
patients was 8% less than control subjects. There is increasing evidence that the use of 
existing lactobacillus strains can prevent chronic periodontitis. These probiotic candidates 
can be selected for the purpose of bacteriotherapy, dairy manufacture and pharmaceutical 
use. 
 
Keywords: Chronic periodontitis disease, 16SrDNA RFLP-PCR, Oral strains 
lactobacillus .spp 
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