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  چکیده
هاي تولید کننده بوتیرات در دستگاه گوارش بسـیاري از حیوانـات و   ترین گروه باکتريبه عنوان عمده سالونسریویبریو فیبريبوتیهاي باکتري سویه

هـاي  به منظور شمارش بـاکتري  Real-time PCRرقابتی و  PCRشامل  DNAدر این مطالعه دو تکنیک مبتنی بر . اندهمچنین انسان شناخته شده
به منظور  سالونسبوتیریویبریو فیبريباکتري  16S rDNAدر ابتدا آغازگرهاي اختصاصی براي منطقه . استفاده شدند سالونسبريبوتیریویبریو فیگونه 

 pTZ57R/Tناقـل پلاسـمیدي    جفت باز بیشتر سـاخته شـد و در   50یک قطعه رقابتگر با تفاوت طول . جفت بازي استفاده شدند 213تکثیر یک قطعه 
هاي حاصـل  رقت. یت رقابتگر پلاسمیدي با استفاده از نانودراپ اسپکتروفتومتري سنجیده شد و به صورت سریالی رقیق سازي شدکم. سازي شدهمسانه

پس از عکـس بـرداري از ژل آگـارز و     PCRسازي محصولات به منظور کمی. استخراج شده از مایع شکمبه بطور همزمان تکثیر شدند DNAبه همراه 
از ضـریب  . هدف در مقابل مقادیر تکثیر شده از رقابتگر به صورت لگـاریتمی ترسـیم شـدند    DNA، مقادیر تکثیر شده از  ImageJ استفاده از نرم افزار

جفـت بـازي تکثیـر شـده و      213، قطعـه  Real-time PCRبـراي توسـعه   . به عنوان معیاري جهت ارزیابی دقت تکنیـک اسـتفاده گردیـد   ) R2(تبیین 
نتایج نشان دادند که هر دو روش قابلیت استفاده براي . به منظور رسم منحنی استاندارد استفاده شد pTZ57R/Tپلاسمیدي سازي شده در ناقل  همسانه

توانند به عنوان ابزارهاي مناسب در تحقیقات مرتبط بـا ایـن بـاکتري    را دارا هستند و بنابراین می سالونسفیبري بوتیریویبریوهاي جنس شمارش باکتري
 .ده قرار بگیرندمورد استفا

  
 QC PCR ،.Real-time PCRسنجی اسیدهاي نوکلئیک، ، کمیسالونسفیبري بوتیریویبریو: هاي کلیديواژه

  
   1  مقدمه

هـاي تولیـد کننـده    ، مهمتـرین بـاکتري  بوتیریویبریـو هاي سویه 
که بـه تعـداد    )5(بوتیرات در دستگاه گوارش نشخوار کنندگان هستند 

. نیـز وجـود دارنـد    )1(،  سگ و گربه )20(هاي انسان کمتري در روده
 )10(و اسید لینولئیک کنژوگه  )21(ها در تولید باکتریوسین قابلیت آن

توانند از طریق جلوگیري از ابتلا به سرطان، جلوگیري می باشد که می
بـراي سـلامتی    )20(کرد سیستم ایمنی از تصلب شرایین و بهبود عمل

ها هاي شمارش این میکروارگانیسماز این رو توسعه روش. مفید باشند
د به عنوان یک ابزار تحقیقـاتی بـراي مطالعـه انـدازه جمعیـت      توانمی
ها و همچنـین بسـیاري از   ها، تشخیص فاکتورهاي موثر بر رشد آن آن
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  .کاربردهاي دیگر مفید باشد
 Quantitative Competitive(رقـابتی کمـی    PCRتکنیـک  

PCR, QCPCR ( شامل تکثیر همزمان یک قطعه ازDNA  هدف به
رقــابتگر اسـت کــه داراي   DNAاي از ته شـده همـراه مقـادیر شــناخ  

در این صورت، هر گونه . همولوژي بسیار زیادي با قطعه هدفمی باشد
 PCRمتغیر پیش بینی شده و پیش بینی نشده که فرآیند تکثیـر را در  

تحت تأثیر قرار دهد، بر روي هر دو قطعه اثر مشابهی خواهد گذاشـت  
آورد کـه تعـداد   این امکان را فـراهم مـی   QCPCRبنابراین . )11 ،8(

مطلق مولکول هدف را در نمونه مـورد مطالعـه در قیـاس بـا مقـادیر      
نیـاز بـه    QCPCRاگرچـه  . شناخته شده قطعـه رقـابتگر بدسـت آورد   

دارد امـا صـحت آن را در برخـی     PCRمراحل نسبتاً سنگین پـس از  
 Real-timeهاي کمی و حتی بیشتر از ر تکنیکمطالعات بیشتر از دیگ

PCR  از ایـن تکنیـک تـا کنـون     . )24 ،18 ،13 ،6(گزارش شده است
براي شمارش بسـیاري از میکروارگانیسـم هـاي مـرتبط بـا دسـتگاه       

  .)22(گوارش نشخوار کنندگان استفاده شده است 
هاي کمی براي تعیین کمیـت دقیـق مقـادیر    قابلیت اعتماد روش
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هاي بیولـوژیکی همچنـان یکـی از    ناچیز اسیدهاي نوکلئیک در نمونه
. باشــدهــاي تشخیصــی و تحقیقــاتی مــینیازهــاي مهــم آزمایشــگاه

تـرین  از جملـه مطلـوب   Real-time PCRو  QCPCRهاي  تکنیک
 PCRهاي مبتنی بر هاي روشآمدن بر محدودیت ها براي فایقروش

هـا صـحت کمیـت سـنجی اسـیدهاي      هاي سنتی هستند کـه در آن 
هدف اصلی ). 24(هاي زیستی به شدت پایین است نوکلئیک در نمونه

هاي متعلق بـه  هاي کمی براي شمارش سویهاین مطالعه توسعه روش
ی ماننـد مـایع   هـاي زیسـت  در نمونه بوتیریویبریو فیبري سالونسگونه 

تواننـد بـه عنـوان ابزارهـاي تحقیقـاتی      ها مـی این روش. شکمبه بود
بـر روي فلـور   ... مناسب در مطالعه اثر تیمارهـاي غـذایی مختلـف و    

  .میکروبی دستگاه گوارش نشخوارکنندگان و یا انسان به کار روند
   

  
 کیشده در هر  دیمحصولات تول) ب ،IP-2و  IP-1 يآغازگرها) الف - 1شکل 

 PCR IIIو  PCR I ،PCR II يها از واکنش
Figure1- A) Primers IP-1 and IP2, B) PCR products in 

each reactions, PCRI, PCRII and PCRIII 
  

  هامواد و روش
  DNAنمونه مایع شکمبه و استخراج 

نمونه هاي مایع شکمبه از یک گوسفند فیستولا گذاري شده کـه  
بـه منظـور   . علوفه تغذیه می شد گرفتـه شـد   ترکیبی از کنسانتره وبا 

حصول اطمینان از اینکه نمونه اي یکنواخت از قطعات گیاهی و مـایع  
استفاده مـی شـود، بـا اسـتفاده از یـک       DNAشکمبه براي استخراج 

میکرولیتـر از یـک    wide bore pipette (500(پیپت با نوك بـزرگ  
با استفاده از کیت  DNAاستخراج . میلی لیتري برداشته شد 20نمونه 

کشور کـره جنـوبی بـر     BIONEERساخت شرکت  DNAاستخراج 
 .اساس دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد

  
  آغازگرها و تکثیر قطعات ژنومی

 FP: 5′-AGA GTT TGA( بوتیریویبریوآغازگرهاي اختصاصی 
TCC TGG CTC AGG A-3′  وRP: 5′-CAC GTT GT 
CAT GCA ACA TCG T-3′ ( یـر قسـمتی از منطقـه    بـراي تکث

انتخـاب  ) جفت باز به عنوان قطعـه هـدف   16S rDNA )213ژنومی 
در حجـم   PCRواکـنش  . )9(شده از گزارشات قبلـی اسـتفاده شـدند    

ــا ــریکرولیم 25 یینه ــتفاده از ک ت ــا اس ــب  Gene Pack PCR تی
Universal ، ــیه ــامل کشــور روس ــر  2ش ــومی،  DNAمیکرولیت  2ژن

 PCRمیکرولیتـر   10، پیکومـولار  5 میکرولیتر از مخلـوط آغازگرهـا  
Dilluent  ،3   میکرولیتـرMaster Mix  میکرولیتـر آب مقطـر     8و

با اسـتفاده از   T Personal کلریاز دستگاه ترموسادیونیزه و با استفاده 
درجـه   94که شامل یک چرخـه واسرشـت ابتـدایی در     یبرنامه حرارت

درجـه   94چرخـه تکثیـر شـامل     35دقیقـه،   10سانتیگراد بـه مـدت   
ثانیه و  15درجه سانتیگراد به مدت  5/56ثانیه،  30سانتیگراد به مدت 

نهایتاً یک چرخه بسط انتهایی  ثانیه و 15درجه سانتیگراد به مدت  72
 . دقیقه انجام شد 10درجه سانتیگراد به مدت  72در 

 
  رقابتی PCRسازي تکنیک بهینه

 ـجهت ساخت قطعه رقابتگر همولوگ با قطعه هـدف   جفـت   کی
بـه   Primer Premier 5افزار  با استفاده از نرم) IP-2و  IP-1(آغازگر 

جهـت  . دنـد یگرد یاح ـنشان داده شده است طر 1که در شکل  يطور
 ـنوکلئوت 50قطعه  کیاضافه شدن  جفـت   213عـه  در داخـل قط  يدی

 يبه انتها ،ویبریویریبوت يباکتر 16S rDNAشده از ژنوم  ریثبازي تک
اصـطلاحاً  ( دینوکلئوت 30شده حدود  یطراح ياز آغازگرها کی هر ′5

 ـاز ا بیسـت بـاز  کـه   يبه طور دیاضافه گرد) overhangبه شکل   نی
 ـ. بودند یمکمل برگشت گریکدیبا  اه یتوال بـه منظـور مـورد     نیهمچن

در  ،يساز قطعه رقابتگر پس از  همسانه یآزمون قرار دادن صحت توال
 .در نظر گرفته شد Rsa I میآنز يبرا یبرش گاهیجا کی یتوال نیا نیب

 بـه  توجـه  و هاواکنش نیدر ا مرازیپل Taq میبا توجه به استفاده از آنز
 نیآدن دینوکلئوت کی خود محصولات 3′ هايانهیدر پا میآنز نیا نکهای

در × مشخص شده با علامت  یآغازگرها در نواح نیدر ا کندیاضافه م
 دی ـمحصـولات تول  تا شددر نظر گرفته  نیآدن دینوکلئوت کی، 1شکل 

 لیبتواننـد بـا هـم تشـک     یاضاف نیآدن دینوکلئوت کیشده با احتساب 
  .ردیصورت بگ  PCRIIIبع آن واکنش دهند و به ت یدروژنیه وندیپ

ــاخت و تکث ــت س ــجه  ــ ری ــابتگر بوس ــه رق  SOE-PCR لهیقطع
)Splicing by Overlap Extension PCR (يزیسه واکنش طرح ر 

، IP-1و  FP ياز آغازگرهـا  یمخلـوط ) PCR I(در واکـنش اول  . شد
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و واکنش  RPو  IP-2 ياز آغازگرها ی، مخلوط)PCR II(واکنش دوم 
اسـتفاده شـد بـا     RPو  FP ياز آغازگرها ی، مخلوط)PCR III(سوم 

و  PCR I هـاي که در واکنش سوم از محصولات واکـنش  فاوتت نیا
PCR II  به عنوانDNA   قطعـه رقـابتگر پـس از     .الگو اسـتفاده شـد

ــتخراج از ژل     ــت اس ــتفاده از کی ــا اس ــایی ب ــنش انته ــر در واک تکثی
)Fermentas (  تخلیص و در ناقل پلاسـمیديpTZ57R/T   همسـانه

ــد ــازي ش ــت   . س ــمید از کی ــیص پلاس ــور تخل ــه منظ  Plasmidب
Purification (Roche) به منظـور تعیـین کمیـت و    . استفاده گردید

کیفیـت پلاسـمید نوترکیــب اسـتخراج شـده بــه ترتیـب از نــانودراپ      
اسپکتروفتومتري و الکتروفورز بر روي ژل آگـارز، و بـه منظـور تأییـد     

و همچنین هضم آنزیمـی همزمـان    RsaIصحت آن از هضم آنزیمی 
EcoRI  وBamHI پلاسمید تا زمان استفاده در دماي . استفاده گردید

  .درجه سانتیگراد نگهداري شد -20
 ـالگـو و رقـابتگر بـا واحـد اخت     يشدت باندها  Arbitrary( ياری

units (محصولات حاصل از واکـنش   يساز یبه منظور کمQCPCR 
 يهـا  داده. قـرار گرفتنـد   یابیمورد ارز Image Jافزار  با استفاده از نرم

نسبت شدت باند  log نیب یبه صورت رابطه خط لیتحل نیحاصل از ا
افـزار   نـرم  لهیمورد استفاده به شدت باند الگو بوس ـ هايرقابتگر با رقت

Excel ـرابطـه م  نیدر ا. گرفت رقرا یمورد بررس  بـه عنـوان    R2 زانی
 . در نظر گرفته شدرقابتی  PCRاز راندمان مناسب  یشاخص
  
  Real-time PCRسازي تکنیک بهینه

بـاکتري   16S rDNAقطعه اختصاصـی تکثیـر شـده از قسـمت     
بــه منظــور تولیــد اســتاندارد در ناقــل  ســالونسبوتیریویبریــو فیبــري

خـالص سـازي و تعیـین    . همسانه سازي شد pTZ57R/Tپلاسمیدي 
از کیـت   کمیت و کیفیت پلاسـمید نوترکیـب بـه ترتیـب بـا اسـتفاده      

Plasmid Purification (Roche)  ،طبق دستورالعمل شرکت سازنده
نانودراپ اسـپکتروفتومتري و الکتروفـورز بـر روي ژل آگـارز اسـتفاده      

. درجه سانتیگراد نگهداري شد -20گردید و تا زمان استفاده در دماي 
تعداد نسخه هاي پلاسمید در هر میکرولیتر از پلاسمید استخراج شده 

 :محاسبه گردید )12(تفاده از فرمول ارایه شده توسط با اس
Number of copies/µl= 

23
6.022×10 (molecules/mole)×DNA concentration (g/μl)

Number of bases pairs×660 daltons
  

 
) تعداد مولکـول در هـر مـول   ( 022/6 × 10 23در این فرمول که 

دالتون وزن متوسط یـک جفـت بـاز بـه تنهـایی       660عدد آووگادرو و 
استاندارد ساخته شده به صورت سریالی رقیق سـازي شـد و بـا    . است

بـه   SYBR Green Master Mix (Fermentas)اسـتفاده از کیـت   
 ABI 7100 Real-Time PCR (Appliedمنظور تکثیر در دستگاه 

Biosystems) از هـر رقـت دو تکـرار تکنیکـی در نظـر      . تکثیر شدند
دو دقیقـه در  : برنامه حرارتی اسـتفاده شـده عبـارت بـود از    . گرفته شد

درجـه   95دقیقه در دمـاي   10درجه سانتیگراد و پس از آن  50دماي 
درجــه  95ثانیــه در دمــاي  15چرخــه تکثیــر شــامل  37ســانتیگراد، 
ثانیـه در دمـاي    30درجه سـانتیگراد   60ثانیه در دماي  30سانتیگراد، 

درجه سانتیگراد که جمـع آوري داده هـا نیـز در آن صـورت مـی       72
اختصاصیت شـرایط واکـنش بـا اسـتفاده از تجزیـه و تحلیـل       . گرفت

  . درجه سانتیگراد بررسی شد 99تا  65منحنی ذوب از 
ها از روي منحنی تکثیر نمونه ها  Ctخط آستانه به منظور برآورد 

 SDS version 2.0سـتفاده از تنظیمـات اتوماتیـک نـرم افـزار      بـا ا 
(Applied Biosystems)   یـک منحنـی اسـتاندارد بـا     . رسم گردیـد

هاي به دست آمده در مقابل لگاریتم  Ctاستفاده از رسم کردن مقادیر 
. )23(به دست آمد ) ها در هر میکرولیترتعداد نسخه(طبیعی غلظت ها 

و ضـریب تبیـین    )PCR )17مودار، کـارایی  به منظور محاسبه شیب ن
)R2 ( از همان مقادیرCt  گردید محاسبه شده استفاده .  

  
  نتایج و بحث

بــا  ســالونسبوتیریویبریــو فیبــريگونــه آغازگرهــاي اختصاصــی 
موفقیت به منظور تکثیر یک قطعه اختصاصـی از ژنـوم ایـن بـاکتري     

هـاي   توان جهـت تکثیـر سـویه    این جفت آغازگر را می. استفاده شدند
ــه   ــه اســتفاده کــرد ازجمل ، OB156 ،OB143: مختلفــی از ایــن گون

OB148 ،OB149 ،OB150 ،OB153 ،OB155 ،OB157، 
OB192 ،OB224  وOB189 )15(.    ساخت قطعه رقـابتگر همولـوگ

در وسط قطعـه رقـابتگر بـا     دینوکلئوت 50با قطعه الگو با اضافه کردن 
و اسـتفاده از  ) SOE-PCR( مـراز یپل يا رهیاستفاده از چند واکنش زنج

 .)الـف  2شـکل  ( رفتیصورت پـذ با موفقیت  یآغازگر داخلجفت  کی
صحت این پلاسمید نوترکیب با استفاده از هضم آنزیمی مـورد تأییـد   

یـک روش   SOE-PCRلـذا تکنیـک   ). ب و پ 2شـکل  (قرار گرفت 
  .کارآمد براي دستکاري قطعات ژنومی در آزمایشگاه می باشد

 PCRتـرین فاکتورهـاي مـوثر در صـحت و دقـت      یکی از مهـم 
در ایـن  . رقابتی، میزان شباهت قطعـه رقـابتگر و قطعـه هـدف اسـت     

لـذا  . مطالعه قطعه رقابتگر بیشترین همولوژي را با قطعه هدف داشـت 
نتایج از صحت بالایی برخوردارند و به این لحاظ یکـی از نقـاط قـوت    

تـا کنـون از روش هـاي    . تواند به حساب آیـد تکنیک توسعه یافته می
رقـابتی   PCRخت قطعه رقـابتگر مـورد اسـتفاده در    متفاوتی براي سا

, 24(و کارایی آنها با هم مقایسه شده است  )19, 4(استفاده شده است 
25(.  

هر دو بر  صیهمزمان دو قطعه الگو و رقابتگر، تشخ ریپس از تکث
 يهـا  از رقت 10-6تا  10-1محدوده . بود صیژل آگارز قابل تشخ يرو

 ـانتخاب گرد QC-PCRانجام واکنش  براي رقابتگر از شده	ساخته . دی
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درصد با استفاده  5/1ژل آگارز  يبر رو شده،	دیمشاهده محصولات تول
قطعـه   10-3و  10-2 يهـا  داد کـه در رقـت   نشاناز اشعه ماوراءبنفش 

و  شوند یم ریتکث شتریقطعه الگو ب 10-6و  10-5 يها رقابتگر و در رقت
 ـپ گـر یدر رقابت با قطعه د یبه عبارت ای  ـ روزی ). ت 2شـکل  ( شـوند  یم

: Log(C/T) )C نیب ییبالا یبه دست آمده نشان داد رابطه خط جینتا
 = R2( دارد وجود رقابتگر از شده ساخته هايو رقت) هدف: Tرقابتگر، 
این روش به منظور مقایسه جمعیت بـاکتري   توان ازو لذا می )0.985

هـاي مختلـف زیسـتی اسـتفاده     در نمونه سالونسبوتیریویبریو فیبري
  .نمود

 

 
جفت  213، قطعه 3و  2چاهک شماره .  SOE-PCRنتایج ) الف -2شکل 

باکتري بوتیریویبریو فیبري سالونس،  16S rDNAبازي تکثیر شده از منطقه 
و  PCRI ،PCRIIبه ترتیب محصولات  6و  5، 4چاهک هاي شماره 

PCRIII . 8و  1چاهک هاي . قطعه رقابتگر استخراج شده از ژل 7چاهک 
تأیید صحت قطعه رقابتگر و پلاسمید نوترکیب حاوي ) ب و پ. DNAمارکرهاي 

رقابتی و پلات لگاریتمی شدت نوري باند هاي مربوط  PCRنتایج )  ت و ث. آن
در مقابل غلظت ) C(شده از مایع شکمبه و رقابتگر  از نمونه استخراج) T(به هدف 

  هاي سریالی از رقابتگر    
Figure 2- The result of SOE-PCR. Lane 2 and 3: 213 bp 
fragment which amplified from Butyrivibrio 
fibrisolvens bacteria 16S rDNA region. Lane 4, 5 and 6 
PCR products of PCRI, PCRII and PCRIII, respectively. 
Lane 7: the competitor fragment which extracted from 
gel. Lane 1 and 8 DNA marker. Confirmation of 
competitor fragment and recombinant plasmid. The 
results of QC-PCR and the logarithmic plot of band 
intensities regard to target (T) and competitor against 
serial dilution of competitor 

 
رقـابتی را بـه منظـور     PCRمطالعات دیگري نیز توسعه تکنیـک  

را گـزارش   بوتیریویبریـو سنجش کمیت سویه هاي مختلـف بـاکتري   
 بوتیریویبریــو و تغییــرات جمعیتــی بــاکتري    )19, 15(انــد کــرده
تا کنون در مطالعات مختلفی مورد بررسی قرار گرفتـه   سالونس فیبري

  .  )16, 3(است 
نیــز بــه منظــور  Real-time PCRدر مطالعـه حاضــر، تکنیــک  

در  سـالونس فیبري بوتیریویبریوهاي گونه سازي جمعبت باکتري کمی
تجزیه و تحلیل منحنـی  ). 3شکل (د بهینه سازي شهاي زیستی نمونه

ذوب نشان داد که واکنش داراي شرایط مناسب براي تکثیر اختصاصی 
همچنین پارامترهاي مربوط به منحنی اسـتاندارد  . تژن هدف را داراس

نیز با مقادیر پیشنهاد شده در دستورالعمل هـاي بـراي رسـم منحنـی     
 .استاندارد مطابقت داشت

 

 
منحنی هاي تکثیر از غلظت هاي ) الف Real-time PCRنتایج  -3شکل 

نمودار استاندارد رسم شده توسط ) منحنی ذوب واکنش ها و ج) سریالی استاندارد ب
  .و پارامترهاي برآورد شده SDSنرم افزار 

Figure 3- The results of Real-time PCR. A) The plots of 
different serial dilution as a standard. B) The plot of 
melting reactions C) Standard diagram and predicted 
parameters. 

 
استاندارد استفاده شده در این مطالعه به صورت پلاسمید نوترکیب 
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هدف بود که مشخص شده است این نـوع از اسـتاندارد    DNAحامل 
از . )7(بهترین نـوع اسـتاندارد بـراي اسـتفاده در ایـن تکنیـک اسـت        

تخلـیص شـده و یـا     PCRاستانداردهاي دیگـري ماننـد محصـولات    
پلاسمید خطی نیز می توان به این منظور استفاده نمود اما باید در نظر 

یـداري  داشت که این استانداردها نسبت به پلاسمید حلقوي از عـدم پا 
 . قابل ملاحظه اي برخوردارند

ــمارش   Real-time PCRاز تکنیـــک  ــور شـ ــز بـــه منظـ نیـ
میکروارگانیسم هاي موجود در فلـور شـکمبه و بـه خصـوص جـنس      

در این مطالعه از این تکنیـک بـه   . )2(استفاده شده است  بوتیریویبریو
منظور شمارش تعداد باکتري هاي بوتیریویبریو فیبري سالونس در هر 

گردید، با این حال امکان اسـتفاده از  میلی لیتر از مایع شکمبه استفاده 
این تکنیک به صورت نسبی نیز وجود دارد که در این صورت جمعیت 
باکتري هاي مورد نظر به صورتی نسبتی از کل باکتري هـاي موجـود   

  .)14(بیان می شوند 
از  Real-time PCRرقابتی در قیاس بـا تکنیـک    PCRتکنیک 

مراحل آزمایشگاهی سنگین تري برخوردار است و همچنـین نیـاز بـه    
مراحـل سـاخت رقـابتگر و    بهینه سازي هاي متفاوتی در هـر یـک از   

از  Real-time PCRدر مقابـل تکنیـک   . دارد PCRهمچنین پس از 
در . مراحل آزمایشگاهی به نسبت ساده تر و سریع تري بهره مند است

این مطالعه مقایسه بین دقت دو روش صورت نگرفت، با این حال هـر  
  .دو روش در صورت انجام صحیح مراحل از دقت بالایی برخوردارند

  
  کلی تیجه گیرين

کمیـت سـنجی اسـیدهاي نوکلئیـک در     در این مطالعـه دو روش  
هاي جـنس بوتیریویبریـو   هاي زیستی به منظور شمارش باکترينمونه

از هر دو روش می توان بـه عنـوان   . سالونس بهینه سازي شدندفیبري
ابزاري مناسب در تحقیقات مرتبط با فلور میکروبـی دسـتگاه گـوارش    

  .و یا انسان استفاده نمودنشخوارکنندگان 
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