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Abstract 

Enterococci are among lactic acid bacteria that are homogeneous and are commonly found in raw milk 

and its products. The purpose of this study was to isolate Enterococcus species from raw milk and 

traditional milk products in the Tabriz region and to study their inhibitory effect on some of the 

pathogenic bacteria. For this, 105 specimens including 15 samples of each of raw milk, yogurt, cheese, 

cream, butter, dough, and Kashk were tested. After isolation and differential identification of the species, 

24 isolates were selected based on the sample type and the variety of Enterococcus species. Due to the 

pathogenic potential of E. faecalis and E. fascism species, they were evaluated for the presence of Esp 

and Asa1 genes, respectively. The inhibitory effect of Enterococcus isolates was tested on nine important 

foodborne pathogens using the overlay method. According to the results, nine species of E. fascism, E. 

faecalis, E. gallinarum, E. avium, E. Benedetti, E. caseliflavus, E. hirae, E. saccharoliticus, and E. 

raffinosus were isolated. All isolates had an inhibitory effect on indicator organisms; however, the 

inhibitory effect was found different among various species and various strains. E. faecalis and E. 

fascism species had the most antibacterial effects. The molecular evaluation showed that out of 5 isolates 

of E. faecalis, 2 isolates contained Esp gene. In the case of E. faecalis, none of the isolates harbored Asa1 

gene. If further experiments are carried out in relation to the proven safety of enterococci, their inhibitory 

effect on food pathogenic bacteria can be used. 
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 چکیده

هدف مطالعه  شوند.  های آن یافت می طور معمول در شیر خام و فرآورده به هستند و    هموفرمانتاتیو  یهای لاکتیککتری جزو باها  انتروکوکوس 

های انتروکوکوس بر برخی از  های سنتی شیر در منطقه تبریز و مطالعه اثر مهاری گونهاز شیر خام و فرآورده   هاانترکووس   حاضر جداسازی

پنیر، خامه، کره، دوغ    ماست،  های شیر خام،عدد از هر یک از نمونه   15) نمونه    105. برای این منظور  باشدمی   زای غذاییهای بیماری باکتری

قرار گرفت  و مورد آزمایش  افتراقی گونهکشک(  از جداسازی و شناسایی  تنوع گونه جدایه    24  ها،. پس  نمونه و  نوع  نظر گرفتن  ای با در 

ب.  ند انتخاب شدانتروکوکوس،   توجه  بیماری با  پتانسیل  گونهه  گونه  های  ، جدایه فاسیومو    فکالیسهای  زایی  دو  نظر وجود  به این  از  ترتیب 

مهم    هایباکتری   9  بر،  (Overlay)  با استفاده از روش دولایه  های انتروکوکوسمهاری جدایه   اثر.  گردیدندارزیابی   Asa1و    Espهای حدت  ژن

،  هایرا ،  کازلیفلاووس،  ماندتی،  اویوم،  گالیناروم،  فکالیس،  فاسیومگونه    9مطالعه،    یجنتا  اساس  بر.  شد   آزمایش  غذایی  زای بیماری

های شاخص داشتند؛ با این توضیح که اثر مهاری در بین  ها اثر مهاری بر میکروب دست آمدند. تمامی جدایه به   رافینوسوسو    ساکارولیتیکوس

  انتروکوکوس   هایگونه  به   مربوط  ضدباکتریایی  اثرات  بیشترین.  برآورد شداوت  های مختلف یک گونه متفچنین سویههای مختلف و هم گونه

  مورد   در.  بودند   Esp  حدت  ژن  حاوی   جدایه  2  ،فکالیس  انتروکوکوس  جدایه  5  مجموع  ارزیابی مولکولی نشان داد از  .بود  فاسیوم  و  فکالیس

با  انجام آزمایشدر صورت    .نشد   ردیابی  جدایه  6  از  یک  هیچ  در  Asa1  حدت  ژن  فاسیوم  گونه ارتباط  بودن  های تکمیلی در  ایمن  اثبات 

 استفاده نمود. زای غذایی بیماری  هایها علیه باکتریتوان از اثر مهاری آن ها، می انتروکوکوس 

 روش دولایه ، اثر آنتاگونیستی،شیر های سنتیفرآورده  خام، شیر انتروکوکوس، :کلیدی هایواژه 
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 مقدمه

مااادفوعی  هایساااترپتوکو یاااا ا هااااانتروکوکوس

(Enteric streptococci) ی هستند های گرم مثبتکوکسی

صورت دوتاایی یاا زنجیرهاای کوتااه دیاده که اغلب به

 هاااانتروکوکوس برجسااته خصوصاایات از .شااوندمی

 وسایعی  دامناه  در  رشد  توانایی  وتحمل گرما    به  توانمی

 ,Dever and Handwerger) نماود اشااره دما و pH از

 .E) فکااالیسشااامل   های انتروکوکااوسگونااه(. 1996

faecalis)، فاسااایوم (E. faecium)، دوراناااس (E. 

durans)، هااااایرا (E. hirae)، گالیناااااروم (E. 

gallinarum)، کااااازلیفلاووس (E. casseliflavus)، 
 ،(E. avium) آویااااوم ،(E. mundetii) ماناااادتی

 .E) سااودوآویوم ،(E. maladuratus) مااالادوراتوس

pseudoavium)، رافینوساااااوس (E. raffinosus)، 

 .E)  ساکارولیتیکوس و  (E. sulfurosus)  سولفوروسوس

saccharoliticus) ها بااا وجااود باشااند. ایاان گونااهمی

هااای اشااترا  در برخاای خصوصاایات، دارای وی گی

فیزیولوژیکی و بیوشایمیایی متفااوت و گااهی منحصار 

در ایان  ؛(Manero and Blanch, 1999) فرد هساتندباه

انااواع  ترینشااایع فاساایوم و فکااالیسهای ، گونااهبااین

 ;Giraffa, 2003) شااوندمحسااوب میانترکوکااوس 

Gomes et al., 2008.) 

 طلبفرصات  زاهاایبیماری  عنوانبه  هاانتروکوکوس

 از وساایعی طیااف ایجاااد در کااه شااوندمی شااناخته

، آناادوکاردیت از جملااه انسااان در شااایع هااایعفونت

 گزارشااتی.  دارناد  نقاش  سمیسپتی  و  منن یت،  باکترمی

 باه  زابیماری  هایانتروکوکوس  در  مقاومت  بروز  بر  مبنی

 درماانی  هاایروش  شادن  محدود  و  هابیوتیکآنتی  انواع

 اسات  شاده  مطار انتروکاوکی    هاایعفونت  علیه  ثرؤم

(Dever and Handwerger, 1996.) دیگاار طاارف از 

 ضادمیکروبی  خاصایت  دارای  هااانتروکوکوس  از  برخی

 Fisher and) هسااتند زابیماااری هااایمیکروب علیااه

Phillips, 2009) دارناد  هااپروبیوتیک مشاابه اتایاثر و

(Gomes et al., 2008)در بسایاری از  هاانتروکوکوس. ا

شوند؛ در ایان مواد غذایی خام و فرآوری شده یافت می

هاای آن حااوی اناواع متناوعی از و فرآورده  شایر  میان

 (.Jamet, et al., 2012)ی ایان بااکتری هساتند هاگونه

 لاکتیاک  اساید  مولاد  هاایباکتریجازو  ها  انتروکوکوس

ها و همراه لاکتوباساایلوسبااهشااوند و بندی میدسااته

انااواع ساانتی  درعنوان آغااازگر بااههااا لاکتوکوکوس

باا توجاه باه و    کننادعمل می  تخمیری شیر  محصولات

 و  عطر  تولید  در  کلیپولیتی  و  پروتئولیتیک  خواصداشتن  

 ,.Sánchez Valenzuela et al) ثر هساتندؤما آروماا

2009; Arribas et al., 2011.) دوگانااه خااواص 

 یااا مفیااد هایمیکروارگانیساام عنوانبااه هاااسوانتروکوک

باه   محققاان  ترغیاب  سابب،  طلبفرصت  زاهایبیماری

 بار  هااآن  تاثثیر  مطالعه  و  غذایی  مواد  از  هاآنجداسازی  

 آغازگر  عنوانبه  استفاده  امکان  یا  کنندگانفمصر  سلامت

 ;Moreno et al., 2006) است دهش شیر محصولات در

Franz et al., 2003 .)داشاتن رغمباه هااسانتروکوکو 

، پروبیوتیاکهاای باکتری مطلوب  هایوی گی  بسیاری از

 GRAS (Generally هااااایمیکروبدر گااااروه 

Recognized As Safe) حضاور و شاودبندی نمیدسته 

 ماادفوعی آلااودگی از اینشااانه غااذایی مااواد در هاااآن

 ,.Fracalanzza et al., 2007; Gomes et al) ستهاآن

2008; Nam et al., 2010; Mannu et al., 2003 .) 

به اساتفاده از ترکیباات   کنندگانتمایل مصرف  دلیلبه

های مبتنی بر حفاظت زیساتی نگهدارنده طبیعی و روش
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(Biopreservationبااه )های شاایمیایی، جای نگهدارنااده

ای در ارتباااط بااا بررساای اثاارات تحقیقااات گسااترده

های بومی در منااط  مختلاف جهاان ضدمیکروبی سویه

. اکثار (Cleveland et al., 2001) در حال انجاام اسات

لاکتوباسیلوس و   های مختلفگونهاین مطالعات بر روی  

انااواع  کااهالیدر ح تمرکااز یافتااه اساات؛لاکتوکوکااوس 

ملاحظاه، در با جمعیتای قابل  هااز انتروکوکوس  یتنوعم

اند های تخمیری شایر گازارش شادههبسیاری از فرآورد

(Franz et al., 2003 .)از مناط   تبریز کهاین به توجه با

 شایرهای تخمیاری  عمده تولید انواع متنوعی از فرآورده

های تی گوناههای آنتاگونیساباشد، لذا ارزیابی وی گیمی

شناسااایی ترکیبااات  بااهتوانااد انتروکوکااوس می بااومی

حاضار   مطالعاه  از  د. هدفوشمنجر  ضدمیکروبی جدید  

هاای ها از شایر خاام و فرآوردهجداسازی انتروکوکوس

تعدادی   برها  آنمهاری    اثر  و بررسی  شیرتخمیری سنتی  

 .باشدمی  غذاییمهم    زایبیماری  هایباکتریاز  

 

 هامواد و روش
 گیریروش نمونه -

و  خااام شاایر شاااملنمونااه  105تعااداد در مجمااوع 

 و  کشک  کره،  پنیر،  دوغ،  ماست،  های سنتی نظیرفرآورده

ها و فروشاگاه ازعادد(    15)از هر نمونه به تعاداد    خامه

 آوریجماع  تبریز  های سنتی شیر درمراکز تولید فرآورده

 یافت.  انتقال  آزمایشگاه به  سرد  صورتبه و  شد

 هاداسازی و شناسایی انتروکوکوسج -

ماایر ارلن هبا نمونه هر از (لیترمیلی یا) گرم  10  مقدار

( Merck, Germany) محای  کشات لیترمیلی 90 حاوی

Buffered Peptone Water دقیقه 15 پس از .شد اضافه 

 5مادت  به  سلسایوس،  درجاه  37ماری  در بنقرارگیری  

مخلاوط  قاهدقی بار دور 230 شادت باا در شایکردقیقه  

 6-12  مادتبهدرجاه سلسایوس    37  دمای  در  و  گردید

 ,.Fracalanzza et al) شادند گاذاریگرمخانه سااعت

2007; Morandi et al., 2006.) در شاده غنی نمونه از 

(Merck, Germany)Kanamycin Esculin Azide 

agar  42 دماای در و شاد داده کشات صورت خطیبه 

 گاذاریگرمخانه  اعتس  24-48  مدتبه  سلسیوس  درجه

ی هار هاپرگناه  کیرفولاوژیومتناسب با تناوع م.  گردید

 متار و هالاهمیلی  1-2قطار    باپرگنه    5تا    3تعداد  ،  پلیت

 هااایآزمون قباال از انجااام ند.شااد انتخااابرنگ ساایاه

 درها،  سازی و احیاای جدایاهگری، جهت خالصغربال 

 Brain Heart Infusion (Merck, Germany) محای 

agar ندداده شادخطای  کشت (Fortina et al., 2008; 

Fracalanzza et al., 2007.) 

 هااایآزمون از انتروکوکاوس جانس شناساایی بارای

، گاارم آمیزیرنااگ نظیاار بیوشاایمیایی و مورفولااوژیکی

 و نمااک درصااد 5/6 حضااور در رشااد، کاتااالاز زمااونآ

های شد. جدایاه  استفاده  اسکولین  بایل  هیدرولیز  توانایی

 یزنجیار  و  دوتاایی،  بت، کوکسی شاکل )منفاردگرم مث

درصاد نماک  5/6کوتاه(، کاتالاز منفی، با قابلیت تحمل 

عنوان جاانس انتروکوکااوس و هیاادرولیز اسااکولین، بااه

های گوناهقای  یفردر اداماه تشاخیص ت و    شدندانتخاب  

اساتاندارد افتراقای  های  با استفاده از آزمونانتروکوکوس  

 در  رشاد  توانایی  شامل  راقیی افتهاآزمونتعیین گردید.  

 قابلیات  ،S2H  تولیاد  سلسیوس،  درجه  45  و  10  دماهای

 قناادهای از اسااید تولیااد زرد، رنگدانااه تولیااد حرکاات،

 بیااوز،ملی زیتااوز،ملی سااوربیتول، سااوربوز، تاگاااتوز،

 بودنااد آرژینااین هیاادرولیز نیااز و گلیساارول  و آرابینااوز

(Fortina et al., 2008; Morandi et al., 2006.) 
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 انتروکوکوس فکالیسهای  های حدت درگونهردیابی ژن  -

 فاسیومو 

 فکالیس  انتروکوکوسزایی  با توجه به پتانسیل بیماری

هاای های این دو گونه از نظر وجود ژن، جدایهفاسیومو  

 حادت  عامل  هایبرای ردیابی ژن.  حدت ارزیابی شدند

ترتیب باه فاسایومو  فکالیس انتروکوکوسهای در جدایه

 و Esp (Enterococcal surface protein)از 

(aggregation substance proteins) Asa1  .استفاده شد

 هاایهایی کاه باا آزمونابتادا جدایاه  برای این منظاور،

 محای   درشده بودند،  داده  قی  یفرتشخیص ت   بیوشیمیایی

 Luria-Bertani broth( Merck, Germany) کشااات

کشت سیوس تجدید  درجه سل  37ساعت در    24مدت  به

 کیاتباا اساتفاده از  ژناومی    DNA  اساتخرا   .شدداده  

طباا  و ( Sinaclon, Iran)هااای گاارم مثباات باکتری

غلظاات و و اسااتخرا  شااد  ،سااازنده آن دسااتورالعمل

و نسبت   260های  مو ترتیب با طول  )به  DNAخلوص  

( تعیین شاد. Thermo, USAبا نانودراپ )( 280به  260

ا یک روش قبلای و باا اساتفاده از مطاب  ب  PCRواکنش  

 Vankerckhoven) گرفت( انجام 1پرایمرهای جدول )

et al., 2004 .) 

 
 PCRنام ژن هدف، توالی پرایمر و اندازه محصول  -(1جدول )

 ( bpاندازه محصول )  هاتوالی پرایمر هدف ژن

Esp 
5'-AGATTTCATCTTTGATTCTTGG-3' 

510 3- AATTGATTCTTTAGCATCTGG-5' 

Asa1 5'- GCACGCTATTACGAACTATGA-3' 375 
3'- TAAGAAAGAACATCACCACGA-5' 

 

 های غذاییها بر روی باکتریارزیابی اثر مهاری جدایه -

 هایجدایاااه ضااادمیکروبی خاصااایت ارزیاااابی

 روش باااهااای شاااخص علیااه باکتری هاااانتروکوکوس

و مطاااب  بااا روشاای کااه قاابلا  در  (Overlay) دولایااه

 انجااممشابه مورد اساتفاده قارار گرفتاه باود،  مطالعات  

 هااایباکتری .(Hockett and Baltrus, 2017) گرفاات

مااورد مطالعااه در تحقیاا  حاضاار شااامل  شاااخص

 لیسااتریا (،PTCC 1784)اورئااوس  اسااتافیلوکوکوس
ایواناااووی  لیساااتریا (،PTCC 1783) مونوساااایتوجنز

(PTCC 1303،) ساارئوس باساایلوس (PTCC 1015،) 

 موریومتاایفی  انتریکا سارووار  زیرگونهانتریکا  سالمونلا  

(PTCC 1709،) کاااولای اشریشااایا (PTCC 1399،) 

 نومونیاه کلبسایلا (،PTCC 1786) انتروکولیتیکا یرسینیا

(PTCC 1859و ) آیروجینااوزا سااودوموناس (PTCC 

( بودنااد کااه از کلسااکیون میکروباای سااازمان 1074

تهیه  (IROST, Iranهای علمی و صنعتی ایران )پ وهش

 از میکرولیتاار 5 مقاادار ،. باارای انجااام آزمااایششاادند

 هارفارلناد(  )با کادورت معاادل نایم مک  سوسپانسیون

 ورتصاابه BHI agar روی باارانتروکوکااوس  جدایااه

 در  سااعت  24  مدتبه  و  شد  داده  کشت(  Spot)  اینقطه

)تاااا رشاااد کامااال پرگناااه(  سلسااایوس درجاااه 37

محی    لیترمیلی  7م،  برای لایه دو  .گردید  گذاریگرمخانه

استفاده  (آگار درصد 7/0 حاوی) BHI soft agar کشت

تا دماای   ،از اتوکلاو  بعدشد. برای این کار محی  کشت  
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میکرولیتار  70سازی شد و باا خنکدرجه سلسیوس   45

های شاخص هر یک از باکتری  ساعته  24  تا  18  از کشت

 ؛گردیادفارلند تلقیح و همگن  با کدورت معادل نیم مک

لیتار از جمعیت بااکتری شااخص در هار میلیکه  طوری

 افازودن از پاس .دیرسا cfu 810به حدود محی  مذاب 

تا زماان منعقاد شادن لایه اول کشت،  لایه دوم بر روی  

درجاه سلسایوس  20لایاه دوم در دماای تقریبای کامل  

 24  مادتبه  های کشاتمحی در ادامه  .  داری گردیدنگه

و   نددشا  گذاریرمخانهگ  سلسیوس  درجه  37  در  ساعت

 انتروکوکاوس هایپرگناه پیرامون در رشد عدم هاله  قطر

دهنده میزان اثر بازدارنادگی جدایاه مربوطاه که نشان  -

 Balouiri et) گردیادگیری انادازه با کاولیس -باشدمی

al., 2016; Hockett and Baltrus, 2017).  آزماایش

های اکتریروی هر یک از ببر    هااثر مهاری جدایهتعیین  

شاخص سه بار تکرار شاد و میاانگین قطار هالاه عادم 

 گردید. ثبتعنوان عدد نهایی  رشد، به

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده -

 Versionافزار آمااری )ها با نرمتجزیه و تحلیل داده

20)SPSS   انجام گرفت. ابتدا آمار توصیفی )میاانگین و

فااوت اثار سپس ت   ؛شد  محاسبهخطای معیار سه تکرار(  

هاای بار روی باکتریانتروکوکاوس  ر جدایاه  هامهاری  

 One-Wayطرفااه )آنااالیز واریااانس یکبااا  شاااخص،

ANOVAهاای ها بار روی باکتری( و تفاوت اثر جدایه

-Independentگرم مثبت و منفی با آزمون تی مساتقل )

Sample T Test ارزیاابی  درصاد 5( در ساطح احتماال

اساتفاده   Excelافازار  از نرمرسم نمودارها    برای  .گردید

  شد.  

 هایافته

جدایااه  157تعااداد  های مطالعااه،باار اساااس یافتااه

گری مورد شناساایی قارار ال انتروکوکوس در مرحله غرب

گوناه مختلاف انتروکوکاوس  9 کاه مشاتمل بار  گرفتند

 انتروکوکااوس ،شااامل دساات آماادههای بهگونااه. بودنااد

، مانااادتی، اویاااوم، مگالیناااارو، فکاااالیس، فاسااایوم

 رافینوسااوسو  ساااکارولیتیکوس، هااایرا، کااازلیفلاووس

شیر   ،ی غذایی مورد آزمایشهانمونه  انواع  بیندر  بودند.  

های انتروکوکاوس بااود؛ ترین گوناهمتناوع حااویخاام 

ایان   دیگار  گونه  8،  اویوم  انتروکوکوسجز  که به  طوری

 بعاد از شایر خاام،.  از شیر خام جداسازی شادند  جنس

ایاان های گونااهتنااوع بااالایی از  ساانتی دارای هااایپنیر

 )یاک جدایاه(   تارینکمکشک    ،در مقابل  بودند؛  باکتری

 (. 2)جدول   را داشتحضور انتروکوکوس  میزان  

جدایه با در نظر   24جدایه انتروکوکوس،    157از بین  

ای انتروکوکاوس انتخااب گرفتن نوع نمونه و تنوع گونه

 9باار روی  ای مزبااورهجدایااه اثاار مهاااری شاادند.

( نشااان داده شااده 2هااای شاااخص در جاادول )باکتری

ها اثر مهاری بار است. بر اساس این نتایج، تمامی جدایه

هااای شاااخص داشااتند؛ بااا ایاان توضاایح کااه باکتری

اثر مهااری درجات متفاوتی از  دارای    مختلفهای  هجدای

 نمودنادو هاله عدم رشد باا قطار متفااوت ایجااد  بوده  

مختلاف   هایدر بین گوناهتنها  نهاین تفاوت    (.1)شکل  

 معاین،  های یاک گوناهانتروکوکوس، بلکه باین جدایاه

 مشاهده شد.
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  هایگونهایجاد شده توس     مهاریهاله  قطر  (  n= 3میانگین ) های سنتی و  های شیر خام و فرآوردههای جدا شده از نمونهای انتروکوکوستنوع گونه  -(2جدول )

 های شاخصباکتری رامون در پیانتروکوکوس 

ونه گ

 انتروکوکوس 
 جدایه

نمونه  

 غذایی 

 * (مترقطر هاله مهاری )میلی

L.i L.m St.a B.cer E.c Y.e Sal.t K.p P.a 

 aAB6/4 Aa5 Aa6 Aa5 ABb10 Ec13 BCc3/10 Aa6/4 Dd6/81 شیر خام 1 فاسیوم 

 aAB5 ABb3/7 DEde3/15 Dd3/14 De6/16 Dc6/10 Ef6/20 ABa6/5 BCc6/10 ماست 2

 aAB3/5 Dd6/91 Cb11 Dc14 Ed6/19 CDb1/9 Ed19 ABa3/5 ABa6/6 پنیر  3

 Cb6/11 Ca10 Ed17 BCba10 CDc3/15 Ca3/8 Ed19 Cab3/10 BCba10 خامه 4

 ABa6 Cc8/9 Dd6/14 CDd3/13 Cd3/13 DEdc3/11 Ee19 ABba6/6 Bb6/8 کره 5

 Cb11 Cb6/11 CDb2/11 dD4/15 Ee21 CDba3/9 Dd5/16 Dc3/13 Ba6/8 کشک 6

 ABa6 ABa3/6 ABa3/6 ABa3/6 Bb2/11 CDb10 BCb6/11 BCa6/7 Dc3/81 شیر خام 7 فکالیس

 CBa8/6 BAa3/5 Ef91 BCd3/10 Bd11 BCba3/7 Ce3/12 Cd4/10 Bb9 پنیر  8

 BCb6/7 Aa5 ABba7 ABba7 ABb6/9 DEc12 ABb3/9 Bba7 Bb9 خامه  9

 Cb10 aA4 BCb5/9 BCb10 DEd3/81 DEbc3/11 CDc3/13 Cb10 BCb3/10 کره 10

 aA6/4 Cbc6/10 Ee3/18 Ee81 CDd3/15 CDb3/9 Cc8/11 Cb3/9 BCbc6/10 دوغ 11

 ABa6/6 Cb10 Cbc4/11 Bab3/8 BCbc6/11 Fd6/16 BCcb3/10 Cb6/9 Cc1/12 شیر خام 12 گالیناروم

 aAB6/4 ABba6/6 Bcb6/8 ABba3/6 Cd5/13 DEd12 CDd3/13 Cc3/9 Bc1/9 پنیر  13

 aAB3/5 BAa6/5 ABba6/7 Aa3/5 ABb10 Ba1/6 Bb6/9 Cb3/9 Cc3/13 خامه 14

 aA4 ABb3/7 Dc12 Cc3/11 ABc3/10 Cbc6/8 ABbc2/9 Cc6/10 Cc5/11 کره 15

 BCab6/7 ABa6 ABab6/7 ABa3/6 Ab8/8 Ed3/13 ABb3/9 BCba5/7 BCb6/9 پنیر  16 آویوم 

 aA3/4 Bba2/6 Aba3/6 Aa5 ABb6/9 CDb6/9 ABb9/8 Cb6/9 Cd3/13 خامه 17

 Cc10 ABb6/7 Ef6/91 De8/14 Cde5/13 Aa3 Ccd7/11 Cbc6/9 Aa6/4 شیر خام 18 ماندتی 

 ABa6 BCb1/8 Ccd11 ABa3/6 Bcd11 BCba6/7 Bcb6/9 ABa3/6 Bcb3/9 دوغ 19

 ABa6/5 BAa6/5 BCcb3/9 Aa3/5 ABc10 Dc6/11 ABcb8 BCba3/7 Cc6/11 شیر خام 20 کازلیفلاووس 

 aA2/4 Aba6/4 Ab3/6 Aba5 Ac6/8 Dc6/10 Acb4/7 ABb2/6 BCc8/9 خامه 21

 ABa5 BAa3/5 Bb6/8 Aa6/5 ABb1/10 Ec14 ABb9 Ba9/6 BCb10 شیر خام 22 هایرا

 Cbc8/9 ABab7 Dc6/11 BCb6/8 BCc3/11 Ba6/5 Dd6/14 BCb3/8 Aa8/5 شیر خام 23 ساکارولیتیکوس 

 BAa3/5 ABab7 Bb3/8 ABa8/6 BCc6/12 cE9/13 BCb10 ABa6/6 bBC3/10 شیر خام 24 رافینوسوس

*
 L.i: Listeria ivanovii, L.m: Listeria monocytogenes, St.a: Staphylococcus aureus, B.cer: Bacillus cereus, E.c: Escherichia coli,               

Y.e: Yersinia enterocolitica, Sal.t: Salmonella Typhimurium, K.p: Klebsiella   pneumonia, P.a: Pseudomonas aeruginosa.  
a, b, c, d, e, f   دهنده معنادار  حروف متفاوت در هر ردیف نشان(05/0<P.)    ؛  باشدمی  هامیانگین بودن تفاوت بینA, B, C, D, E, F   دهنده حروف متفاوت در هر ستون نشان 

 .باشدمیها میانگین بودن تفاوت بین  (. >0P/ 05) ادار معن
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 های انتروکوکوسهای شاخص در پیرامون پرگنهقطر هاله عدم رشد باکتری -(1شکل )

 

های هاله مهاری ایجاد شده توس  گوناه  قطر  میانگین

دارای  فاساایوم انتروکوکااوسانتروکوکااوس نشااان داد، 

ترتیب س از آن باهترین اثر ضادباکتریایی باود و پابیش

، سااکارولیتیکوس، گالینااروم، ماندتی،  فکالیسهای  گونه

 (.1قرار داشتند )نمودار  آویومو   هایرا،  رافینوسوس
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 های شاخص های انتروکوکوس بر باکتریمهاری گونههاله  قطر میانگین  -(1نمودار )

 

های انتروکوکااوس باار مقایسااه اثاار مهاااری گونااه

و گارم منفای در مطالعاه حاضار   های گرم مثبتباکتری

های انتروکوکااوس باار نشااان داد، در مجمااوع گونااه

اثر مهاری بیشتری داشتند؛ به ایان منفی  های گرم  باکتری

طور گونه به  7گونه انتروکوکوس،    9معنی که از مجموع  

هاای گارم منفای بار روی باکتری  (.>05/0P)داری  معنا

نااه ثرتر بودنااد. امااا ایاان تفاااوت در مااورد گوؤماا

اثار   مانادتیگوناه    صرفا معنادار نبود و    ساکارولیتیکوس

 (. 3ها داشت )جدول  ضدباکتریایی بیشتری بر گرم مثبت
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های انتروکوکاوس میانگین قطر هاله مهاری گونه  -(3جدول )

 های شاخص گرم مثبت و منفیبر باکتری

 ونه انتروکوکوسگ
 ( مترهاله مهاری )میلی قطر 

 گرم منفی گرم مثبت

 a57/10 b34/12 فاسیوم 

 a66/8 b11 فکالیس 

 a54/7 b79/10 گالیناروم 

 a16/6 b95/9 آویوم 

 b3/10 a62/8   ماندتی

 a73/5 b91/8 کازلیفلاووس 

 a1/6 b10 هایرا 

 a25/9 a12/9 ساکارولیتیکوس 

 a85/6 b68/10 رافینوسوس 
a, bدهنده معنادار  : حروف متفاوت در هر ردیف نشان (0/ 05P< .)  

 باشد.ها میودن تفاوت بین گروهب 

هاله مهاری ایجااد شاده   قطر  ( میانگین2در نمودار )

های مختلاف انتروکوکاوس بار هار یاک از توس  گونه

هااای شاااخص نشااان داده شااده اساات. در ایاان باکتری

، اثاار هااانظر از گونااه و سااویه انتروکو نمااودار صاارف

ت تاا های غذایی برآورد شده اساها بر باکتریمهاری آن

میزان حساسیت و مقاومات هار بااکتری در حالت کلی  

بر اسااس نتاایج سنجیده شود.    هانسبت به انتروکوکوس

متر( میلی  57/11)با هاله مهاری    اشریشیا کولایحاصله،  

 38/6)باا هالاه مهااری    لیستریا ایوانوویترین و  حساس

هااای شاااخص در مقاباال ترین باکتریمتاار( مقاااوممیلی

 بودند.ها  نیستی انتروکوکوسخاصیت آنتاگو
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 های شاخص های انتروکوکوس بر باکتریگونه مهاریمیانگین قطر هاله   -(2نمودار )
L.i: Listeria ivanovii, L.m: Listeria monocytogenes, St.a: Staphylococcus aureus, B.cer: Bacillus 

cereus, E.c: Escherichia coli, Y.e: Yersinia enterocolitica, Sal.t: Salmonella Typhimurium, K.p: 
Klebsiella   pneumonia, P.a: Pseudomonas aeruginosa. 
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 انتروکوکاوس  جدایه  5  مجموع  از  داد،  نشان  PCR  نتایج

 های جدا شده از کره و شیرخام()سویه  مورد  2  ،فکالیس

های جدایااه مااورد در. بودنااد Esp حاادت ژن حاااوی

 6  از  یک  هیچ  در  Asa1  حدت  نژ  ،فاسیوم  انتروکوکوس

 .نشد ردیابی  جدایه

 

 گیریبحث و نتیجه

 9با  انتروکوکوس  جدایه    157در مطالعه حاضر تعداد  

حااکی از جداساازی شاد کاه  هاگونه مختلف از نموناه

شایر خاام و هاا در  حضور و تناوع باالای انتروکوکوس

هاا انتروکوکوس.  باشدمیهای سنتی منطقه تبریز  فرآورده

طور ها، باهوان بخشی از جمعیت میکروبی روده دامعنبه

دنبال آن به محصولات شایر راه معمول به شیر خام و به

تحات ند. عاواملی نظیار شیردوشای دساتی و  نکپیدا می

هاا باه یابی انتروکوکوسشرای  غیربهداشتی، احتمال راه

هاای علاوه، تهیه فرآوردهدهد. بهشیر خام را افزایش می

موجباات ورود هاای غیراساتاندارد  کارگاه  در  سنتی شیر

وسااایل آلااوده را فااراهم  از آب، سااطو  و هااامیکروب

 بالای  غلظت  رشد در دامنه وسیع دمایی، تحملآورد.  می

قلیاایی از عوامال دیگاری  و اسایدی هایمحی   نمک و

دهااد افاازایش میرا هااا هسااتند کااه بقااای انتروکوکوس

(Serio et al., 2010) .رسیدندوره  طی اهانتروکوکوس 

اناواع  از بسایاری از جملاه  شایرهاای  فرآورده  از  برخی

 خصوصاایات تکاویننقاش مهماای در  ،ساانتی پنیرهاای

طرفای، از  ؛(Giraffa, 2003) کننادایفا می ارگانولپتیکی

هایی اثر آنتاگونیستی بر ها با تولید متابولیتانتروکوکوس

 Rasouli Pirouzian etها دارند )طیف وسیعی از باکتری

al., 2009 .) 

جدایاه   24دست آماده، تماامی  های بهبر اساس یافته

 ، هرچند با درجاات مختلاف،انتخاب شده انتروکوکوس

در همین   ؛های شاخص بودنددارای اثر مهاری بر باکتری

 نشاان ی انجاام یافتاه اسات کاهتحقیقاات مشاابه راستا

 هااایجاادا شااده از فرآورده هااایدهااد انتروکوکوسمی

ضادمیکروبی علیاه برخای از   شیر دارای خاصیتسنتی  

 ,.Rashid et al) زای غذایی هساتندهای بیماریباکتری

2015; Carasi et al., 2014; Lei et al., 2015)اماا  ؛

چه کاه نتاایج مطالعاه حاضار را از مطالعاات مشاابه آن

اثار مهااری ایجااد شاده توسا  سازد، میازان  متمایز می

باشاد. باه ایان معنای کاه در های انتروکوکوس میگونه

های انتروکوکوس روی برخای از مطالعات مشابه، جدایه

جزئای، اثار مهااری شکل  هم بههای شاخص، آنباکتری

جدایاه   24که در تحقی  حاضر، تمامی  داشتند؛ در حالی

متشااکل از )باااکتری شاااخص  9مااورد آزمااایش روی 

اثر مهااری داشاتند.   (های گرم مثبت و گرم منفیباکتری

 10متعددی بین علاوه، میزان هاله ایجاد شده در موارد  به

که بسایار بیشاتر از تحقیقاات   متر برآورد شدمیلی  20تا  

تواناد در نتیجاه تفااوت در می  حالات. ایان  مشابه باود

های انتروکوکااوس جداسااازی شااده از مناااط  سااویه

های شاخص مورد چنین باکترییی و هممختلف جغرافیا

روش و تکنیاک   ،چاه مسالم اساتاماا آنمطالعه باشد.  

تواناد از عوامال مهام و ارزیابی اثرات ضادمیکروبی می

ها باشد. موثر در کسب نتایج متفاوت در این قبیل آزمون

 ضااادمیکروبی ای اثاااراتطور مثاااال، در مطالعاااهباااه

باا روش   ومفاسای  انتروکوکوس  و  فکالیس  انتروکوکوس

 لیساااتریا علیاااه( Disk diffusion)انتشاااار دیساااکی 
 اشریشاایا و اورئااوس اسااتافیلوکوکوس ،مونوسااایتوجنز

 اثارات  دارای  هاگوناه  هماه  کاه  مشخص گردید  کولای
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 و  کاولای  اشریشایابار    یتاثثیر  اماا  بودند  ضدلیستریایی

؛ (Lei et al., 2015) نداشاتند اورئاوس استافیلوکوکوس

کاه باا  ی مشاابههایا  حاضار گوناهدر تحقکه  در حالی

لیساتریا روش دولایه مورد ارزیابی قرار گرفته بودند، بر  
اشریشاایا و  اسااتافیلوکوکوس اورئااوس، مونوسااایتوجنز

ایجااد ای ملاحظهقابلموثر بوده و هاله عدم رشد   کولای

از   ای،و طی مطالعاه  در همین راستا.  (1)جدول    نمودند

 ضادمیکروبی  صیتخا  ررسیهای مختلفی جهت بروش

 امنوساااوسد لاکتوباسااایلوس های پروبیوتیاااکساااویه

(Lactobacillus damnosus) هاای غاذایی علیه باکتری

ها نشان داد روش دولایه در مقایسه باا یافته.  استفاده شد

( Well diffusion)های انتشار دیساکی و چاهاک روش

 ,.Polak-Berecka et al)داشته است  در پی  نتایج بهتری  

2009). 

های مختلااف گونااهنتااایج مطالعااه حاضاار نشااان داد 

اثر   های متنوع یک گونه،جدایه  چنینو هم  انتروکوکوس

که ؛ طوریهای شاخص داشتندمهاری متفاوتی بر باکتری

متااار در میلی 3قطااار هالاااه مهااااری ایجااااد شاااده از 

انتروکوکاوس متار در  میلی  21تاا    انتروکوکوس مانادتی
های تنها در باین گوناهفاوت ناهمتغیر بود. این ت   فاسیوم

های یاک گوناه متنوع انترکوکوس، بلکه در باین جدایاه

طور میاانگین اما به  .(2جدول  )  مشاهده گردید  ،مشخص

متار میلی  5/7هاله مهاری  میانگین  با    کازلیفلاووسگونه  

 فکاالیسو    فاسایومهای  ترین اثر آنتاگونیستی و گونهکم

متار میلی  96/9و    56/11ی  ترتیب با میانگین هاله مهاربه

های اثر ضدباکتریایی بیشاتری در قیااس باا ساایر گوناه

. در مطالعااات (1)نمااودار  انتروکوکااوس نشااان دادنااد

دسات کم و بیش نتایج مشابه تحقیا  حاضار بهمختلف  

 جداسازی  انتروکوکوس  هایبرای مثال، گونهآمده است.  

 ،تریکااان سالمونلا علیه ضدمیکروبی فعالیت کفیر  از  شده

 Shigella)فلکسانری  شایگلا ،آیروجینوزا سودوموناس

flexneri،) و مونوساایتوژنز لیسااتریا ،کااولای اشریشاایا 

 ,.Caeasi et al)داشااتند  اورئااوس اسااتافیلوکوکوس

 و فکااالیس انتروکوکااوسهای چنااین گونااههم(. 2014

 هاایفرآورده  از  شاده  جداساازی  فاسایوم  انتروکوکوس

لیساتریا چین اثر بازدارنده علیه  ردر بازا  پروبیوتیکی شیر

نکتاه (. Lei et al., 2015نشاان دادناد ) مونوساایتوجنز

توجاه در نتااایج تحقیاا  حاضار، تفاااوت در میاازان قابل

هاای گارم های انتروکوکوس بر باکتریبازدارندگی گونه

های طور میانگین، اغلب گونهمثبت و گرم منفی بود و به

دارای خاصااایت جز دو ماااورد( )باااه انتروکوکاااوس

هاای گارم بار باکتری  .((>05/0P)  آنتاگونیستی بیشتری

های این موضوع بر خلاف یافته.  (3)جدول    بودند  منفی

هاای لاکتیکای مطالعاتی است که اثر آنتاگونیستی باکتری

ها را مورد بررسی ها و لاکتوکوکوسنظیر لاکتوباسیلوس

 ,.Alvarado et al., 2006; Aguilar et al) اندقرار داده

2011; Uraipan and Hongpattarakere, 2015نظر (. به

 نااوعدر نتیجاه ت  های حاصاالهدر یافتاهتفاااوت رساد می

، تولیاد 2O2H، تولیاد  pHای )کاهش  عوامل آنتاگونیستی

و نظاااایر آن( باشاااد کاااه توسااا   هاباکتریوساااین

هااای لاکتیکاای تولیااد هااا و سااایر باکتریانتروکوکوس

 .(Alvarado et al., 2006)  شوندمی

انجام یافته، خاصیت آنتاگونیساتی   تحقیقاتاغلب    در

شاده ارزیاابی    فاسیومو    فکالیسهای انتروکوکوس  گونه

این در  ؛(Carasi et al., 2014; Lei et al., 2015)است 

هاای ژندرصد(  1/94)ترین فراوانی حالی است که بیش

از   های بالینی همین دو گوناهعامل حدت در بین جدایه

 ,.Ferguson et al)گزارش گردیده اسات  انتروکوکوس
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2016; Heidari et al., 2017 .) این موضوع محادودیت

ها و خواص بزرگی در ارتباط با استفاده از انتروکوکوس

علیااه هااای ایماان عنوان باکتریبااههااا آنتاگونیسااتی آن

باشاد. های غاذایی میزا در مادل های بیمااریمیکروب

 جدایااه 5 از ،داد نشااانمطالعااه حاضاار  در PCR نتااایج

 ژن  حااویدرصد(    40)  جدایه  2  ،فکالیس  انتروکوکوس

 فاسایومانتروکوکوس  های  جدایهو در    بودند  Esp  حدت

 .نشاد  ردیاابی  جدایه  6  از  یک  هیچ  در  Asa1  حدت  ژن

 انتروکوکاوس  هایحادت در گوناه  راستا، ژن  همین  در

نشاد  بیردیا سویا تخمیری محصول  از  جدا شده  فاسیوم

(Yoon et al., 2008و در مجماااوع گوناااه )های 

 هایگوناااه باااا مقایساااه در فاسااایوم انتروکوکاااوس

 کمتری  زاییبیماری  پتانسیل  دارای  فکالیس  انتروکوکوس

ممکان (. Dogru et al., 2010) تشاخیص داده شادند

است تفاوت در میزان فراوانی عوامل حدت مرباوط باه 

وکی باشد؛ به این معنی های انتروکتفاوت در منبع جدایه

های حادت در های بالینی میزان فراوانی ژنکه در جدایه

 های غذایی و محیطی بالاتر باشد.قیاس با جدایه

تااوان بااه ایاان باار اساااس نتااایج مطالعااه حاضاار می

تولیاد هاای سانتی  شیر خام و فرآورده  ،بندی رسیدجمع

س های انتروکوکومنبع غنی از گونه  شده در منطقه تبریز

باشند. انتروکوکوس دارای خاصیت آنتاگونیستی علیه می

میزان اثر مهااری در و  های شاخص غذایی بودند  باکتری

، واحاد  های یاک گوناههای مختلاف و ساویهبین گونه

جدایاه  24 تنهاا کاهمتفاوت برآورد شد. با توجه باه این

هاای تکمیلای قارار انتروکوکوس انتخاب و مورد آزمون

آزماایش تماامی رسد در صورت  نظر میهند، به بودگرفت

توانست منجر به حصول نتایج متفااوتی ، میجدایه  157

توانستند های انتروکوکوس  تمامی جدایهعلاوه،  بهگردد.  

باکتری شاخص غذایی اثر مهاری ایجاد کنناد   9  بر روی

باه طیاف  قااوممو هاای مهام هاا باکتریکه در باین آن

بیشترین چنین همداشت.   ها وجودبیوتیکوسیعی از آنتی

انتروکوکاوس های  در جدایهمهاری ایجاد شده  خاصیت  
مشاهده شاد. باا وجاود   انتروکوکوس فکالیسو    فاسیوم

درصااد  100و  فکااالیسهای درصااد گونااه 60کااه این

جاادا شااده در مطالعااه حاضاار فاقااد  فاساایومهای گونااه

 بارای اما لازم اسات  ؛بودند  Asa1و    Espهای حدت  ژن

کننده، قباال از مصاارف ساالامت از یناااناطم حصااول 

های حادت دیگاری ژنهای غذایی،  کارگیری در مدل به

 مورد بررسی قرار گیرند.    ی انتروکوکوسهاگونهدر این 
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