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Abstract 
Kefir is a fermented probiotic beverage with strong antimicrobial properties, derived from kefir grains. This 

study aimed to isolate and identify bacterial strains present in kefir and evaluate their antibacterial activity 

against five major foodborne pathogens, including Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, and Salmonella enterica. After culturing the samples on MRS agar and 

purification, 34 Gram-positive isolates were obtained. Among them, four superior strains with the highest 

antagonistic activity were selected and subjected to molecular identification. 16S rRNA gene sequencing results 

revealed that these strains belong to the species Enterococcus durans and were registered in the Gene Bank 

under accession numbers MT032372 , MT032373, MT032374 MT032375. These strains lacked proteolytic 

activity but exhibited amylolytic activity and the ability to produce strong antibacterial metabolites. Increasing 

the fermentation time from 24 to 72 hours led to a significant increase in the diameter of the growth inhibition 

zones (ranging from 10 to 23 mm). The findings indicate that the Enterococcus durans strains isolated from 

kefir have high potential for use as biocontrol agents in the food industry and for the production of probiotic 

products. 
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Extended Abstract 

 

Introduction 

Kefir, a traditional fermented dairy 

beverage, has attracted growing scientific 

and industrial attention due to its diverse 

microbial community and broad spectrum 

of health-promoting properties. Produced 

from gelatinous kefir grains, which harbor 

a complex symbiosis of lactic acid 

bacteria, acetic acid bacteria, and yeasts 

embedded in a polysaccharide matrix 

known as kefiran, kefir represents a unique 

natural consortium with both nutritional 

and therapeutic relevance. Its fermentation 

process results in a wide array of 

metabolites including lactic acid, acetic 

acid, ethanol, carbon dioxide, and volatile 

flavor compounds that not only contribute 

to its sensory attributes but also exert 

significant antimicrobial, 

immunomodulatory, and antioxidant 

activities. Regular consumption of kefir 

has been associated with health benefits 

ranging from cholesterol and blood 

pressure reduction to improved immune 

response, allergy control, and reduced 

risks of cardiovascular disease and cancer. 

Central to these effects is the production of 

antimicrobial metabolites such as organic 

acids, hydrogen peroxide, diacetyl, and 

bacteriocins, which can inhibit the growth 

of diverse human and foodborne 

pathogens. Food safety remains a pressing 

global issue, as contamination of food 

products with pathogenic bacteria is a 

major cause of foodborne illnesses and 

outbreaks. Among the most common 

foodborne pathogens are Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli 

(particularly O157:H7), and Salmonella 

enterica. These microorganisms are 

responsible for a range of gastrointestinal 

infections, systemic complications, and 

food poisoning events, often exacerbated 

by their resilience in food matrices and 

resistance to environmental stresses. 

Controlling these pathogens in food 

products is therefore a critical concern for 

public health and the food industry. 

Despite evidence supporting kefir’s 

antimicrobial capacity, most studies have 

been limited to broad observations of 

inhibitory activity, with relatively little 

focus on identifying specific bacterial 

strains from kefir responsible for such 

effects. This gap motivated the present 

study, which aimed to isolate, characterize, 

and molecularly identify probiotic strains 

from kefir grains and to evaluate their 

antagonistic potential against the 

aforementioned five major foodborne 

pathogens. 

 
Methods 

Kefir grains were traditionally cultured in 

pasteurized whole milk under sterile 

conditions. Following fermentation, 

bacterial isolates were obtained by serial 

dilution and plating on selective MRS 

agar. Colonies were purified and subjected 

to preliminary identification using Gram 

staining, catalase testing, carbohydrate 

fermentation profiling, and assays for 

amylolytic and proteolytic activity. Only 

Gram-positive, catalase-negative isolates 

with promising metabolic characteristics 

were selected for further analysis. 

Antagonistic activity was evaluated by the 

well diffusion method against standardized 

suspensions of the five pathogens. 

Supernatants from probiotic cultures were 

introduced into agar wells seeded with 

pathogens, and zones of inhibition were 

measured. Strains exhibiting the strongest 

inhibitory effects were subjected to 

molecular identification through 16S rRNA 

gene sequencing and phylogenetic 

analysis. 

 

Results 

From kefir samples, 34 bacterial isolates 

were obtained, all Gram-positive and 

belonging morphologically to cocci or 

rods. Catalase tests were uniformly 

negative, confirming their lactic acid 
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bacterial nature. Fermentation patterns 

revealed metabolic diversity among 

isolates. Both Lactobacillus and 

Enterococcus species exhibited inhibitory 

effects against the pathogens, but 

Enterococcus isolates produced 

consistently larger inhibition zones, 

indicating stronger antagonistic potential. 

Notably, four isolates designated AK-

IAUK5, AK-IAUK6, AK-IAUK7, and 

AK-IAUK8—demonstrated the highest 

activity against all five pathogens, with 

inhibition zones ranging from 10 to 23 

mm. These strains were positive for 

amylolytic activity but lacked proteolytic 

activity, a desirable trait for food 

applications since proteolytic breakdown 

can negatively affect sensory or nutritional 

qualities. Molecular sequencing confirmed 

all four isolates as Enterococcus durans, 

with >99% sequence identity to reference 

strains. Phylogenetic analysis placed them 

firmly within the E. durans clade, clearly 

distinct from closely related species such 

as E. faecium and E. hirae. Their 

sequences were deposited in GenBank 

with accession numbers MT032372–

MT032375. 

 

Discussion 

The findings confirm that Enterococcus 

durans strains isolated from kefir grains 

possess strong inhibitory activity against 

major foodborne pathogens, surpassing 

that of Lactobacillus isolates in this study. 

The inhibitory effects are likely mediated 

by the production of organic acids, 

hydrogen peroxide, bacteriocins, and other 

secondary metabolites. Importantly, the 

absence of proteolytic activity suggests 

that these strains are less likely to degrade 

host or food proteins, making them 

suitable candidates for industrial 

application. The enhanced antagonistic 

activity observed with longer fermentation 

times (72 h vs. 24 h) underscores the 

dynamic nature of metabolite production 

in kefir and highlights the importance of 

fermentation parameters in optimizing 

antimicrobial efficacy. These results align 

with previous reports documenting the 

antimicrobial effects of kefir-fermented 

broths and kefir-derived lactic acid 

bacteria. However, the present study adds 

to the field by identifying specific E. 

durans strains as highly active contributors 

to kefir’s antimicrobial properties. The 

growing interest in postbiotics, including 

bacteriocins and exopolysaccharides like 

kefiran, further emphasizes the potential of 

such strains for application in functional 

foods, nutraceuticals, and therapeutic 

formulations. Beyond food preservation, 

these strains could serve as biocontrol 

agents, contributing to safer food supply 

chains. Furthermore, emerging research 

suggests kefir-derived metabolites may 

exert effects comparable to, or even 

exceeding, conventional antibiotics, 

raising possibilities for their use as 

alternatives or adjuncts in combating 

antibiotic resistance. 

 

Conclusion 

 This study found that specific E. durans 

strains from kefir grains are strong natural 

antimicrobials. These strains are promising 

for the food and health industries because 

they have strong antimicrobial effects, lack 

proteolytic activity and are genetically 

confirmed as safe candidates. They could 

be used as natural biocontrol agents, 

probiotics, or in therapeutic products. 

Future research should test their safety and 

effectiveness in animals and humans, and 

explore uses in antimicrobial packaging or 

supplements. This highlights the potential 

of traditional fermented foods like kefir in 

modern biotechnology. 
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 مقاله پژوهشی 
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12/06/4140پذیرش:  ،    17/50/4140  دریافت:  

 چکیده 
 ییو شناساا یمطالعه با هدف جداساز نی. اشودیحاصل م  ریکف  یهااست که از دانه  یقو  یکروب یبا خواص ضد م  کیوتیپروب   یریتخم  یدن ینوش  کی  ریکف

 لوکوکوسیسارووس، اساتاف  لوسیباساشاامل    ییپان  پااتوژن م اذ  ا ا  هیاها علآن  ییایضدباکتر  تیفعال  یاب یو ارز  ریموجود در کف  ییایباکتر  یهاهیسو
گارم  هیاجدا 34 ،یساازآگاار و خال  MRS طیها در محاانجام شد. پس از کشت نمونه کایسالمونلا انتر  و  یکل  ایشیاشر  توژنز،یمونوس  ایستریاورووس، ل

ژن  یتاوال نییتع  یقرار گرفتند. نتا یمولکول ییانتخاب و مورد شناسا یستیآنتاگون  تیفعال نیشتریبرتر با ب  هیها، چ ار سوآن انیمثبت به دست آمد. از م

S rRNA16 یدسترسا یهاهساتند و باا شاماره انتروکوکاوس دوراناسمتعلق به گونه  هاهیسو نینشان داد که ا MT032372  ،MT032373 ،

MT032374  وMT032375  ،ییو تواناا یکیتیلاولیآم تیافعال یبودناد، اماا دارا یکیتیپروتئاول تیفاقد فعال هاهیسو نیدر بانک ژن ثبت شدند. ا 

تاا  10م ار رشد در محدوده  یهامعنادار قطر هاله شیساعت منجر به افزا 72به  24از    ریزمان تخم  شیبودند. افزا  یقو  ییایدباکترض  یهاتیمتابول  دیتول

در  وکنترلیااستفاده به عنوان عوامال ب  یبرا ییبالا لیپتانس ریجدا شده از کف انتروکوکوس دورانس یهاهیکه سو دهدینشان م  هاافتهیشد.    متریلیم  23

 دارند.  کیوتیمحصولات پروب   دیو تول  یی  ا  عیصنا
 

 یی   ا  ی ها، پاتوژنانتروکوکوس دورانس ، ییای ضدباکتر تیفعال  ک،یوتیپروب  ر،یکف: کلیدیی هاواژه

جدا شده از    انترو کوکوس دورانس  یهاهیاثر م ارکننده سو   یبررس.  نژاد  یسلطان ش لا  ،    شفیعییاسمین    ،شفیعی  متین  استناد: 

باکتر  ر یکف  یهادانه ،  (1404)  ، یی  ا  موادو    یکشاورز  دات یتول  یو ماندگار   تیفیک،  یی  ا  تیپاتوژن عامل مسموم  ی بر پن  

 . 102  -91صفحات ،  4شماره ،4دوره
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 95 1404، ب ار  4، شماره  4دوره    کیفیت و ماندگاری تولیدات کشاورزی و موادغذایی،

 مقدمه

 یساتیاست که از همز  یسنت  یریتخم  یدنینوش  کی  ریکف

 دکنندهیتول  یهایباکتر  ک،یدلاکتیاس  یهایباکتر  دهیچیپ 

 ینایژلات یهامتنوع مخمر در دانه یهاو گونه  کیداستیاس

 یهااتیمتابول  ر،یتخم  ندی(. در فرا1)  شودیحاصل م  ریکف

اتااانول،  ک،یداسااتیاس ک،یدلاکتیاز جملااه اساا یگوناااگون

 شوندیم  دیدهنده تولفرار طعذ  باتیو ترک  دکربنیاکسید

 یهااخااص، نشش  یحسا  یهاایژگیو  جاادیکه علاوه بر ا

 فاایا  زیان  یمنایا  کنندهلیو تعد  یکروبیضدم  ک،یولوژیزیف

 ییهاا  یشاامل بااکتر  ریکف  یکروبیم  بی(. ترک2)کنندیم

لاکتوکوکاااوس، لوکونوساااتو ،  لوس،یلاکتوباسااا: ریااانظ
ماننااد  ییمخمرهااا نیهمچناا و، اسااتوباکتر، اسااترپتوکک

اسات   و رودوترولا  سس،یساکاروما  دا،یکاند  سس،یکلووروما

 کیا)  رانیانام کفباه  یدیسااکاریپل  کسیماتر  کیکه در  

 رانی(. کف3اند)گلوکوگالاکتان محلول در آب( محصور شده

از جملاه   یم ما  یساتیاثارات ز  ،یافزون بر نشش ساختار

 یهاایژگیو  ب باودو    یمنیا  لیتعد  ،یدانیاکسیخواص آنت

 ریاکف  یاثارات عملکارد  فیامحصاول دارد . ط  کیروولوژ

به کاهش   تواندیگسترده است و مصرف منظذ آن م  اریبس

 یهااب باود واکنش  ابت،یکلسترول و فشار خون، کنترل د

 ساکیکااهش ر  یو حتا  یمنایا  ساتذیس  تیتشو  ک،یآلرژ

از   یکای(.  4و سرطان منجر شود )  یعروقیقلب  یهایماریب

 یهاااتیمتابول دیاااثاارات، تول نیااا یدیااکل یهاسااذیمکان

 دروژن،یااه دیپراکسا ،یآلاا یدهایاسا ریاانظ یکروبیضادم

م اار   ییاست کاه تواناا  هانیوسیباکتر  ژهیوو به  لیاستید

را  یو انسااان یی اا ا یهااااز پاتوژن یعیوساا فیاارشااد ط

م اذ   یهااز د د اه  یکای  ییماواد  ا ا  یمنی( . ا5دارند)

بااه  ییمااواد  اا ا یآلااودگ رایاااساات، ز یب داشاات عمااوم

منجاار بااه بااروز  تواناادیم زایماااریب یهاسااذیکروارگانیم

گسترده شاود .   یهایماریب  وعیو ش  دیشد  یهاتیمسموم

پاتوژن نشاش   یهایباکتر  یبرخ  ،یکروبیعوامل م  انیدر م

 ییاز مصارف ماواد  ا ا  یناش  یهایماریدر بروز ب  یدیکل

 یاژهیو  تیاهم  یی  ا  عیها در صناآلوده دارند و کنترل آن

شاامل:   عیپااتوژن شاا  یپژوهش، پن  باکتر  نیدارد . در ا

 ایسااتریاوروااوس، ل لوکوکوسیساارووس، اسااتاف لوسیباساا
 یمورد بررس  کایسالمونلا انتر  و  یکل  ایشیاشر  توژنز،یمونوس

مثبات و گرم  یباکتر  کی  سرووس  لوسیباساند.  قرار گرفته

 االات و   ،طور گسااترده در خااااساارورزا اساات کااه بااه

 یاسارورها  یوجود دارد. مشاومت باالا  یی  ا  یهافرآورده

امکان بشاا و   ،یطینامساعد مح  طیدر برابر شرا  یباکتر  نیا

باا   یباکتر  نی. ا  کندیفراهذ م  ییآن را در مواد   ا  ریتکث

 تیشاده مسامومسموم مختلاف، از عوامال شناخته  دیتول

 بآماااده و باارن  محسااو یدر  اا اها ژهیوبااه یی اا ا

 یهاایباکتر  گریاز د  اورووس  لوکوکوسیاستاف(.  6)شودیم

طور اسات کاه باه  نیانتروتوکسا  دکننادهیمثبت و تولگرم

انساان حواور دارد .   یمخاط  یدر پوست و  شاها  یعیطب

 یسااازو آماده یدسااتکار قیاااز طر ییمااواد  اا ا یآلااودگ

ساموم   یباالا  یداریپا  لیو به دل  دهدیرخ م  یرب داشتی  

 یهاتیاز عوامل م ذ مسموم  یباکتر  نیا  ارت،در برابر حر

 توژنزیمونوسا  ایساتریل(.  7)دیاآیباه شامار م  ییحاد  ا ا
 نییپا  یرشد در دماها  ییاست که توانا  یمثبتگرم  یباکتر

و  یدر محصاولات لبنا لیادل نیو باه هما  باشدیرا دارا م

. شودیمحسوب م  یجد  یدیت د  یاسردخانه  یهافرآورده

حسااس مانناد زناان   یهاادر گروه  سیوزیساتریابتلا به ل

عاوار    تواندیم  یمنینش  ا  یباردار، نوزادان و افراد دارا

 کیا یکل ایشیاشر(. 8کند ) جادیا ریوممرگ  یو حت  دیشد

 یهاهیاست که اگرچه ا لب ساو  یاروده  یمنفگرم  یباکتر

پااتوژن آن مانناد   یهاهیهستند، اما ساو  زایماریب  ریآن   

 نیگاتوکسایش  دیاتول  لیاباه دل  O157:H7  یکل  ایشیاشر

ساندرم   د،یو در موارد شاد  یموجب اس ال خون  توانندیم

شاامل  یآلاودگ یشاوند. مناابع اصال کیااورم  کیتیهمول

(. 9خااام و آب آلااوده اساات ) جاتیساابز پااز،ذیگوشاات ن

است کاه   یاروده  یمنفگرم  یهایاز باکتر  کایسالمونلا انتر

 یی  ا یهاتیسموماز آن در بروز م  یمتعدد  یهاپیسروت

 یهاافرآورده  قیاعمادتا  از طر  یبااکتر  نیدخالت دارند. ا

از   یکایو    شاودیآلوده منتشل م  یمرغ و   اهاتخذ  ،یدام

(. 10)  رودیدر ج ان به شمار ما  تیگاستروانتر  عیعلل شا

 شیبا افازا  ریاند که کفنشان داده  نیهمچن  دیمطالعات جد

 تیاو تشو  دیاکساکیتریسنتز ن  کیماکروفاژها، تحر  تیفعال

 یهادر ب باود پاسا   ینشش قابل توج   ک،یتیتوان فاگوس

و   ی(. علاوه بار اثارات گوارشا11)  کندیم  فایا  یذات  یمنیا

 ریاکف  یهاحاصل از دانه  یموضع  یهافرآورده  ک،یستمیس

 یهاانموناه، ژل  ی(. بارا12دارناد)  یدرمان  یکاربردها  زین

و   یساوختگ  خاذز  یوانیاح  یهادر مدل  ریاز کف  شدههیت 

 یساازب بود، کاهش الت اب و پا  عیزخذ باز، موجب تسر

(. 13اند)مرسوم شاده  یهاعفونت نسبت به درمان  ترعیسر

ارزشامند باا   یعملکرد  ی  ا  کیرا به    ریکف  هایژگیو  نیا
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 یو پزشاک  یایدارو  ،یی ا ا  عیگسترده در صنا  یکاربردها

ماات یق ،یج ااان تیاامشبول گاار،ید یاند. از سااوبازساااخته

توساعه   یرا برا  نهیمحصول، زم  نیا  یبالا  یمنیمناسب و ا

فاراهذ  ریابار کف یمبتنا نینو یهافرآورده دیو تول  یتجار

 یپژوهشا  یهاشاواهد، شاکاف  نیابا وجود ا.  ساخته است

تن اا باه   شااتیاز تحش  یاریهمچنان وجود دارد. بس  یم م

انااد و پرداخته ریااکف یکروبیاثاارات ضاادم یکلاا یبررساا

و   یباوم  یهاهیساو  قیدق  ییدرباره شناسا  یدکاطلاعات ان

خاص موجاود   یهاآن ا در برابر پاتوژن  یکم  تیفعال  زانیم

و   یاساس، مطالعه حاضر با هدف جداسااز  نیاست. بر هم

 ریموجود در کف  کیوتیپروب  یهایباکتر  یمولکول  ییشناسا

پن  پااتوژن م اذ   هیآن ا عل  یستیآنتاگون  تیفعال  یابیو ارز

 .دیو اجرا گرد یطراح  ییمواد   ا

 

 روش کار 

 هایباکتر یو جداساز یسازآماده 
 لیتباد ریاباه ماسات کف  یباه روش سانت  ریاکف  یهادانه

برداشات شاده و در   لیاساتر  طیها در شارا. نموناهدیگرد

منتشاال شاادند تااا تحاات  شااگاهیظااروف سااترون بااه آزما

 هیاات  ی. باارارناادیقاارار گ کیااولوژیکروبیم یهایبررساا

 30ابتادا باه مادت    زهیکامل پاساتور  ریش  ر،یکف  یدنینوش

 طیشد و سرس در شرا  دهدا  حرارت  85℃  یدر دما  شهیدق

کامال  ریش تری. به هر لدگردی  سرد  20℃  یتا دما  لیاستر

و  دیااضاافه گرد ریاگرم دانه کف 10( مشدار چربی  3٪–2)

ها جدا شده و اتاق، دانه  یدر دما  ریساعت تخم  24پس از  

مورد اساتفاده قارار   یکروبیم  شاتیآزما  یحاصل برا  ریکف

 ها،ساااذیکروارگانیم یمنظور جداسااااز(. باااه14گرفااات )

 یولااوژیزیدر ساارم ف ریاااز نمونااه کف یاعشااار یهااارقت

آگاار)مر ، 1MRS یانتخااب طیمح یو بر رو هیت  لیاستر

 یدرصاد د  5  طیدر شارا  هااتیآلمان( کشت داده شد. پل

 ساااعت 72–48ماادت بااه 30℃ یکااربن و دمااا دیاکساا

حاصاال باار اساااس  یهااایشاادند. کلن گاا اریخانهگرم

انتخااب و   یکروساکوپ یم  یهاایژگیو و  یکلنا  یمورفولوژ

بااار پاساااژ داده شاادند تااا  نیچنااد یسااازخال  یباارا

 ه،یاااول ییشناسااا ی. باارادیاادساات آخااال  به یهازولااهیا

گرم مثبات   یهاهیگرم انجام گرفت و تن ا جدا  یزیآمرنگ

شاامل:   ییایمیوشایب  یهااشیانتخاب شادند. سارس آزما

 
1 De man, rogosa and sharpe (MRS) agar 

 بوز،یمانوز، ر  ،قندها )ساکارز، فروکتوز  ریتست کاتالاز، تخم

 یهاایژگیو  یابیاو رامناوز( و ارز  لوزیگالاکتوز، مالتوز، گز

 یکیتیو پروتئااول یکیتیلااولیآم تیاافعال ریاانظ یکیمتااابول

 یکیوتیاپروب  لیپتانسا  یدارا  یهاهیسو  یمنظور  ربالگربه

و در   لیاساتر  طیدر شارا  هااشیآزما  هی(. کل15انجام شد)

و  حتتااا از صاا رفتیسااه تکاارار مسااتشل صااورت پاا 

کاه   ییهاهیاحاصل شاود. جدا  نانیاطم   ینتا  یریتکرارپ 

شدند   نشینشان دادند، گز  یکیوتیمطلوب پروب  یهایژگیو

ماورد   یمولکاول  ییو شناسا  یستیآنتاگون  یهاتا در آزمون

 .رندیقرار گ یبررس

 

  یکیتیلولیآم تیفعال یبررس
باا اساتفاده   هینشاسته، هر جدا  هیتجز  ییتوانا  یبررس  یبرا

کشات   طیسطح محا  یرو  یصورت خطبه  لیاز لوپ استر

در   هااتیاستارچ آگاار)مر ، آلماان( کشات داده شاد. پل

شادند. پاس از  گ اریخانهگرم روز 5  مدت  به30℃  یدما

 هااتیدرصاد باه ساطح پل  1  دیمحلول    ون،یدوره انکوباس

شافاف در اطاراف خاط رشاد   یهالاه  جاادیافزوده شاد. ا

 یبااود. تمااام هیااجدا یکیتیلااولیآم تیاادهنده فعالنشااان

ها قطر هالاه نیانگیدر سه تکرار انجام شدند و م  هاشیآزما

 (.16)دیثبت گرد متریلیبر حسب م

 

  یکیتیپروتئول تیفعال یبررس
 یکشت تاازه  ن،یپروتئ  زیدرولیه  ییسنجش توانا  منظوربه

 طیسطح محا یرو یصورت خطبه هاهیساعته از جدا 24

MRS agar 2یبدون چرباخشک  ریشدرصد  10 یحاو 

 روز 5 ماادتبه 30℃ یدر دمااا هاااتی. پلدیااگرد حیتلشاا

هالااه شاافاف در اطااراف  لیشاادند. تشااک گاا اریخانهگرم

بااود. شاادت  یکیتیپروتئااول تیاااز فعال یانشااانه هااایکلن

و ثبات   نیایها تعبار اسااس قطار هالاه  هاهیاجدا  تیفعال

در  زیان هاشیآزما نیا  ،یاز دقت نتا  نانیاطم  ی. برادیگرد

 (.17)سه تکرار انجام شدند

 

  یستیآنتاگون تیفعال یبررس
منتخاب،  یهاهیاجدا ییایضادباکتر ییتواناا یابیاارز  یبرا

 ونی. ابتاادا سوسرانسااکار رفااتبااه 3انتشااار چاهااک روش

 
2 Skim milk 
3 Agar Well diffusion assay 
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پاااتوژن مااورد مطالعااه شااامل:  یهااایاسااتاندارد از باکتر

 ایسااتریاوروااوس، ل لوکوکوسیساارووس، اسااتاف لوسیباساا
باا کادورت   کاایسالمونلا انتر  و  یکل  ایشیاشر  توژنز،یمونوس

شد.  هیت ( CFU/mL 810× 5/1)فارلندمک  5/0معادل 

بار ساطح   کنواخاتیطور  باه  هاونیسوسرانسا  نیاسرس ا

آگار)مر ، آلمان( کشت داده شدند. با   نتونیمولره  طیمح

 6باه قطار    ییهااچاهک  ل،یپاستور استر  رتیاستفاده از پ 

و ساوپرناتانت کشات   دیاگرد  جاادیا  طیمح  یرو  متریلیم

باه درون  عیماا MRS طیدر محا کیاوتیپروب یهاهیجدا

 یسااعت در دماا  کیا  یبارا  هاتیها اضافه شد. پلچاهک

و سارس باه مادت  نگ داری  نمونه  ب تر  ج ب  ج ت  4℃

 انپایا  از  پاس.  شادند  انکوباه  37℃  یساعت در دماا  24

هاا باا عدم رشد اطاراف چاهک  یهاقطر هاله  ون،یانکوباس

هار پااتوژن و   ی. بارادیاگرد  یریگاندازه  تالیجید  سیکول

در ساه تکارار مساتشل انجاام شادند و   هاشیآزما  ه،یجدا

 یستیآنتاگون  تیعنوان شاخ  فعالها بهقطر هاله  نیانگیم

را   یکروبیضدم  تیفعال  نیکه بالاتر  ییهاهیگزارش شد. سو

 (.18)دندیانتخاب گرد یمولکول  ییشناسا ینشان دادند برا

 

 برتر یهاهیجدا یمولکول ییشناسا
داشتند  یشتریب یمیآنز تیکه فعال  یکیوتیپروب  یهاهیجدا

 یهاهیعنوان سوبودند، به  یستیآنتاگون  تیفعال  یدارا  زیو ن

 DNAانتخاب شادند. ابتادا    یمولکول  ییبرتر ج ت شناسا

گارم   یهاایباکتر  DNAاساتخرا     تیبه کمک ک  یژنوم

شده از شرکت   هیت   DM05050مثبت با شماره کاتالوگ  

ژن    ریامنظور تکث. بهدی، استخرا  گردانتشال ژن  شگامانیپ 

SrRNA168 یمرهااااااااااااااااااااااااااااااااایاز پرا  

F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG   1541وR 

 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA  10، با  لظت 

ار با حجاذ  یس ی(.  واکنش پ 19)دیاستفاده گرد  کومولیپ 

 ، 5X بااافر تااریکرولیم 5شااامل:  تااریکرولیم 25ن ااایی 

از هار کادام از   تاریکرولیم:  dNTP،  0/25  تریکرولیم  5/0

 ، MgCL2 تااریکرولیم 1رفاات و باار گشاات،  یمرهااایپرا

 ، Taq DNA Polymerase ذیآناااز تاااریکرولیم 2/0

آب مشطار   تریکرولیم  75/19الگو،     DNA  تریکرولیم  5/0

ار در دسااتگاه  یساا یانجااام گردیااد. واکاانش پاا لیاسااتر

واسرشات شادن   شاهیدق  5ترموسایکلر باا شارایط دماایی  

چرخااه شااامل  35و در ادامااه  C° 94 در دمااای یابتاادای

اتصاال   شاه،دقی  2  مدتبه  C°  94واسرشت شدن در دمای  

شاادن در دمااای  لیااطو ه،یااثان 40ماادت به 55در دمااای 

شادن   لیاو در ن ایات طو  هثانیا  90  مدتبه  درجه  72℃

انجااام شااد.  شااهدقی 10 ماادتبه 72℃ یدر دمااا یین ااا

درصد منتشل و به مدت   1ار به ژل آگارز    یس  یمحصول پ 

 ژن  ی. تاوالدیاولات الکتروفاورز گرد 80ساعت در ولتاژ    1

S rRNA16 نیایتع یکاره جناوب ریونیاتوسط شارکت ب 

 مختلاف از جملاه   یافزارهااتوساط نرم  یتاوال  نی. ادیگرد

Bio Edit ،Finch Tv وGene Runner  و  یمورد بررس

ماورد   یهاایحاصل از بلاست توال   یقرار گرفت. نتا  زیآنال

شاده و توساط   یبررسا  EBIو    NCBI  یهاتینظر در سا

به روش   یلوژنیشد. درخت ف  زی، آنال10افزار مگا نسخه  نرم

هاا در ژن  یتاوال  تیا. در ن ادیارسذ گرد  یهمجوار  وندیپ 

 .دیژن ثبت گرد  یبانک ج ان

 

 نتایج 
 ییایاباکتر  هیجدا  34در مجموع    ر،یکف  یهااز کشت نمونه

گارم مثبات باوده و از نظار   هاهیاجدا  یدست آمد. تمامبه

مشاهده شادند.   یالهیو م  یبه دو شکل کوکس  یمورفولوژ

کاتاالاز   هاهیاکاتالاز نشان داد که هماه جدا  شیآزما   ینتا

متناوع   هاهیاجدا  انیقندها م  ریتخم  یبودند. الگوها  یمنف

و   کیامتابول  یدهنده گوناگوننشان  دتوانیتنوع م  نیو ا  بود

 تیافعال  یمتفاوت آن اا باشاد. بررسا  یستیز  یهالیپتانس

هاار دو جاانس  یهانشااان داد کااه گونااه یسااتیآنتاگون

م اااار رشاااد  ییتواناااا انتروکوکاااوسو  لوسیلاکتوباسااا

حاال،  نیارا داشاتند. باا ا  یاروده  یزایماریب  یهایباکتر

نسابت باه   یتریقاو  یاثار م اار  روکوکوسانت  یهاهیجدا

موضاوع بار   نیااز خود نشاان دادناد کاه ا  لوسیلاکتوباس

تار قابال عادم رشاد بزرگ  یهااساس مشاهده قطار هالاه

 یهابااه گونااه یاثاار بازدارناادگ نیشااتریاسااتنباب بااود. ب

 از  ریاازمااان تخم شیانتروکوکااوس ارتباااب داشاات. افاازا

 تیافعال داریمعنا تیاساعت موجب تشو 72ساعت به    24

 نیا. ادیاگرد  ریاکف  یکیوتیاپروب  یهاهیاجدا  ییایضدباکتر

در  ینشاش م ما ریاکاه زماان تخم  دهدیموضوع نشان م

 یهاهیاجدا  انیدارد. از م  یکروبیضدم  یهاتیمتابول  دیتول

 تیاافعال نیبرتاار بااا بااالاتر هیچ ااار سااو شااده،یبررس

توانساتند رشاد   هاهیساو  نیاانتخاب شدند. ا  یستیآنتاگون

طور ماثثر م اار مورد مطالعه را باه ییم ذ   ا اتوژنپن  پ 
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توساط   جادشادهیعدم رشد ا  یهاقطر هاله  نیانگیکنند. م

 ن،یا(، اراوه شده است. علاوه بار ا1در شکل )  هاهیجدا  نیا

 هینشان داد که هار چ اار ساو  یمیآنز  یهاتیفعال  یبررس

مثبت بودند،  یکیتیلولیآم تیفعال  یفعال انتروکوکوس دارا

از خاود نشاان ندادناد.   یکیتیپروتئول  تیفعال  گونهچیاما ه

آن اا   یدر کااربرد صانعت  یم م  تیمز  تواندیم  یژگیو  نیا

 یکیتیپروتئاول  تیافاقد فعال  یهاهیسو  رایمحسوب شود، ز

مواد   ای  زبانیم  یهانیبر پروتئ  یکمتر  یبیاحتمالا  اثر تخر

 دارند.  یی  ا

 

 

 

 

 

 
 یی پاتوژن مواد غذا یباکتر  5 هیبر عل انتروکوکوس هیسو  4 یستیآنتاگون تیفعال  -1 شکل

 

و S Rrna  16 بر اساس نتای  حاصال از تعیاین تاوالی ژن

افازار بلاسات در پایگااه وسیله نرمها بهوتحلیل دادهتجزیه

، مشخ  گردید که چ ار جدایه NCBI GenBankداده 

فعال با بالاترین فعالیات آنتاگونیساتی متعلاق باه جانس 

های عنوان ساویهطور مشاخ  باهبوده و باه  انتروکوکوس

شناسایی شادند. ایان چ اار جدایاه   انتروکوکوس دورانس

  ،AK-IAUK5 ،AK-IAUK6شااااامل سااااویه هااااای 

AK-IAUK7  وAK-IAUK8 ترتیب بااا بودنااد کااه بااه

، MT032372 ،MT032373دسترساااای  هایشااااماره

MT032374  وMT032375  .در بانااک ژن ثباات شاادند

ها ها نشان داد که شباهت ژنتیکی این جدایهمشایسه توالی

 ٪99شاده در باناک ژن بایش از  های مرجاع ثبتبا سویه

است که بیانگر دقت بالای شناسایی و تعلق آن ا باه گوناه 

لاسات همچناین باشاد. نتاای  بمی  انتروکوکوس دوراناس

های ها ارتبااب نزدیکای باا جدایاهنشان داد که این ساویه

شده از منابع لبنی تخمیاری گزارش  انتروکوکوس دورانس

منظور بررسی روابط تکاملی در کشورهای مختلف دارند. به

های مرجاع، یاک آمده و ساویهدساتهای بهمیان جدایاه

 و بااS rRNA16درخت فیلوژنتیکی بار اسااس تاوالی ژن 

افازار مگاا ترسایذ استفاده از روش پیوند همجاواری و نرم

تکرار محاسبه شاد و   1000استرپ با  گردید. شاخ  بوت

دهنده پایاداری و ها نشااناسترپ در گرهمشادیر بالای بوت

گونه که آمده بود. هماندستهای بهبندیاعتبار بالای گروه

 شااود، چ ااار جدایااه جدیااد (، مشاااهده می2در شااکل )

(AK-IAUK5    تاAK-IAUK8  در یک خوشه مشتر )

ی اصاالی طور مسااتشیذ بااا شاااخهانااد کااه بااهقاارار گرفته

های خانواده بوده و از ساایر گوناههذ  انتروکوکوس دورانس

 انتروکوکاوس هیروای  وانتروکوکوس فاسیوم  نزدیک مانند  



 99 1404، ب ار  4، شماره  4دوره    کیفیت و ماندگاری تولیدات کشاورزی و موادغذایی،

کنناد کاه ها تأیید میگردند. این یافتهوضوح متمایز میبه

شااده نااه تن ااا از نظاار فنااوتیری و های جداسازیسااویه

طور های آنتاگونیستی بلکه از دیدگاه ژنتیکی نیز بهفعالیت

 شوند.بندی میطبشه انتروکوکوس دورانسدقیق در گروه  

 

 
  انتروکوکوس دورانس  هیچهار سو  ی همجوار وند یبه روش پ  S rRNA16 یتوال ج یبر اساس نتا یکی لوژنتیدرخت ف -2شکل 

AK-IAUK5 ،AK-IAUK6  ،AK-IAUK7  وAK-IAUK8  . 

 

 بحث 

انتروکوکاوس  یهاهیاپژوهش نشان داد کاه جدا  نیا   ینتا
 تیااافعال یدارا ریاااکف یهاجداشاااده از داناااه دوراناااس

هستند.   ییپاتوژن   ا  یپن  باکتر  هیعل  یقو  یستیآنتاگون

 23تاا  10عادم رشاد در محادوده   یهاقطر هاله  نیانگیم

 هاهیساو نیاا یباالا ییتوانا انگریقرار داشت که ب  متریلیم

باا   هاافتاهی  نیااست. ا  زایماریب  یهایدر م ار رشد باکتر

 ییاینشاااش ضااادباکتر ناااهیدر زم نیشااایمطالعاااات پ 

عنوان مثاال، همساو اسات. باه  ریاکف  یهاسذیکروارگانیم

( گزارش کردند کاه ساوپرناتانت 2009و همکاران )  لوایس

 هیاعل یقابال تاوج   تیافعال  ریاکف  یهابا دانه  رشدهیتخم

(. 20)دهادینشان م  زایماریب  یهایاز باکتر  یعیوس  فیط

 ریا( نشان دادند کاه کف2016و همکاران )  ذیک  ن،یهمچن

 یهاامولاد فسااد و پاتوژن  یهاایقادر به م ار رشد باکتر

 یهاافتهیمشابه،    شاتیبا تحش  سهی(. در مشا21است)  یی  ا

. کنادیرا برجساته م  انتروکوکوس دورانس  ژهیو  تیما اهم

تمرکاز   هالوسیلاکتوباس  شها تاکنون بر نشپژوهش  شتریب

هاا در مطالعاه حاضار انتروکوکوس  کاهیاند، در حالداشته

با گازارش   جهینت  نیدادند. ااز خود نشان    یتریقو  تیفعال

 یباالا  یساتیآنتاگون  تیا( که فعال2021قانع و همکاران )

 یهایدر برابر باکتر  ژهیوبه  ریکف  یهایباکتر  دیاسکیلاکت

از  یمشاابه ولا ید کردناد، تاا حادییمشاوم را تأ   یمنفگرم

(. 15اساات) زیهااا متماااج اات تمرکااز باار انتروکوکوس

مادت زماان   شیحاضر نشان داد که افزا  یبررس  نیهمچن

 داریمعنا  شیساعت( منجار باه افازا  72تا    24)از    ریتخم

زاده و   ذیرحا   یبا نتاا  افتهی  نیشد. ا  ییایضدباکتر  تیفعال

 راتیی( مطابشت دارد که گزارش کردند تغ2011همکاران )

 یهاااتیمتابول دیاادر تول یمینشااش مسااتش ریاازمااان تخم

و  ینی(. از منظار بااال22)کنادیم فااایا ریاکف یکروبیضادم

بدون  انتروکوکوس دورانس یهاهیحوور سو  ،یی  ا  یمنیا

( هالوسیلاکتوباسا  ی)بارخلاف برخا  یکیتیپروتئول  تیفعال

 د؛داشاته باشا  یاستفاده صانعت  یم ذ برا  یتیمز  تواندیم

ناامطلوب در  راتییاخطار تغ هاانیپروتئ هیاعدم تجز  رایز

محصااولات را  یاهیااکاااهش ارزش تغ  ایاا یخااواص حساا

موضوع با مطالعات دونکور و همکاران   نی. ادهدیکاهش م

در محصاولات   یکیتیپروتئول  تی( درباره نشش فعال2007)

پژوهش نشاان  نیا یهاافتهی(. 23است)  سهیقابل مشا  یلبن

جداشااده از  انتروکوکااوس دورانااس یهاهیداد کااه سااو

 یهاار م اار رشاد پاتوژند  ییباالا  ییتواناا  ریکف  یهادانه

 لوکوکوسیسرووس، استاف  لوسیباساز جمله شامل:    یی  ا
ساالمونلا   و  یکلا  ایشایاشر  توژنز،یمونوس  ایستریاورووس، ل

 یدر سطح ج اان  ریاثرات با مطالعات اخ  نی. ادارند  کایانتر

 یهاساااذیمکان دهنااادیم نشااااندارد کاااه  یهمخاااوان
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 یدهایاس دیبوده و شامل تول  یچندبعد  ریکف  ییایضدباکتر

 یدهایااپرت ها،نیوساایباکتر دروژن،یااه دیپراکساا ،یآلاا

از   یکایاسات.    رانیامانند کف  ییدهایساکاریو پل  ویواکتیب

 ریانظ  یدیاسا  یهاتیمتابول  دیتول  ها،سذیمکان  نیتریاصل

 pHکااهش  باعا اسات کاه   کیداستیو اس  کیدلاکتیاس

 زایمااریب  یهاایباکتر  یرشد را برا  طیشده و شرا  طیمح

و  یکااارینگری. باار اساااس گاازارش تسااازدینامساااعد م

 یبااتیترک  ،یآلا  یدهای( ، عالاوه بار اسا2024همکاران )

و  لیاساات یفاارار د یهاااتیو متابول ژنهیماننااد آب اکساا

مثباات و گرم یهااایدر م ااار رشااد باکتر زیاان دیاسااتالده

عاالاوه باار  هاااتیمتابول نیاا(. ا24نشااش دارنااد) ینفاامگرم

 یمنایا  ساتذیباا س  یایافزااثارات هذ  ،یضدباکتر  تیخاص

چاارب  یدهایطور مثااال، اساا. باهکنناادیم جااادیا زباانیم

هاا، موجاب کوتاه عالاوه بار کااهش رشاد پاتوژن  رهیزنج

 هاسذیمکان  نی. اشوندیم  یمخاط  یمنیا  یهاپاس   کیتحر

 72به    24از    ریزمان تخم  شیزاکه چرا اف  دهندیم  حیتوض

 تیاافعال داریساااعت در مطالعااه حاضاار بااه ب بااود معناا

در   هااتیمتابول  نیاا  دیاتول  رایامنجر شاد؛ ز  ییایضدباکتر

موجود   یکروبی. تنوع مابدییم  شیافزا  تریطولان  یهازمان

 ییایضادباکتر  تیبا خاص  ذیطور مستشبه  ریکف  یهادر دانه

، بااا 2023در سااال  یگاارید نیآن ماارتبط اساات. محششاا

 رینظ رینظ ییهاکه گونهنشان دادند    کیاستفاده از متاژنوم

، لاکتوباساااایلوس 1لاکتوباساااایلوس کفیرانوفاسااااینس
 یبرا  ییهاژن  یحاو3لاکتوباسیلوس کفیری  و  2هلوتیکوس

در م اار   ییباالا  ییهستند کاه تواناا  هانیوسیباکتر  دیتول

 ز،یاامطالعااه ن نیاا(. در ا25مشاااوم دارنااد) یهااایباکتر

 نیترعنوان فعااالبااه انتروکوکااوس دورانااس یهاهیسااو

شدند کاه باا مطالعاه قاانع و همکااران   ییشناسا  هاهیجدا

 کیاااااااوتیپروب تیااااااافعال ناااااااهی( در زم2021)

راستا است. چند مطالعه هذ  ریکف  یهایدباکتریاسکیلاکت

 توانادیم  ریاکف  ییایاند که اثرات ضدباکترنشان داده  ریاخ

عنوان نمونه، باشد. به  تریقو   یرا  یهاکیوتیبیاز آنت  یحت

 یها( گزارش کردناد کاه عصااره2023و همکاران )  ذیسل

نساابت بااه  یشااتریب تیاامااوارد فعال یدر برخاا ریااکف

 دهندیاز خود نشان م  یی  ا  یهاپاتوژن  هیعل  نیلیسیآمر

 ایا  نیگزیعنوان جاارا باه  ریاکف  تیااهم  افتاهی  نی(. ا26)

 
1 Lactobacillus kefiranofaciens 
2 Lactobacillus helveticus 
3 Lactobacillus kefiri 

برجساته   یکیوتیابیآنت  ماتمشاو  طیدر شرا  یمکمل درمان

عادم   یهانشاان داد کاه هالاه  زی. مطالعه حاضر نسازدیم

در   انتروکوکوس دورانس  یهاهیشده توسط سو  جادیرشد ا

شاده گزارش  یبودند که با نتا  متریلیم  23تا    10محدوده  

فراتار اسات.  یحتا ایتراز هذ کیکلاس  یهاکیوتیبیاز آنت

اسات   ریاکف  یدیاکل  باتیاز ترک  یکی  رانیکف  دیساکاریپل

 رانیدارد. کف  یو هذ نشش عملکرد  یکه هذ نشش ساختار

محااف  بار  یاهیلا جادیبا ا  ،یکیوتیبیپر  تیعلاوه بر خاص

ها باه پاتوژن  یو م ار چسبندگ  ییایباکتر  یهاسطح سلول

. دهاادینشااان م ییایاثاار ضاادباکتر زبااان،یم یهاساالول

گازارش  ی انمرور ج کیدر  ،(2025استروهر و همکاران )

 ینشش م ما هیثانو یهاتیمتابول ریو سا  رانیکردند که کف

 فاایا  ریاکف  ییایو اثارات ضادباکتر  ومیاکروبیم  یداریدر پا

 تیافاقد فعال  یهاهیسو  تیموضوع اهم  نی(. ا27)  کنندیم

 قیابدسات آماده از تحش  یهاهی)مانناد ساو  یکیتیپروتئول

 ختارساا  بیااحتماال تخر  رایاز  کناد،یم  شتریحاضر( را ب

و خااواص  افتااهیمحصااولات کاااهش  دیاامف یناایپروتئ

 دیادر تول  هیا. ناوع مااده اولشودیها حف  مآن  یعملکرد

اثر بگ ارد. پاژوهش   ییایبر خواص ضدباکتر  تواندیم  ریکف

باادام را  ریگااو و شا ریاز شا دشادهیتول  ری( که کف2025)

متفاااوت  بیااکاارده اساات، نشااان داد کااه ترک سااهیمشا

دارد.   ریتأث  ییایها بر شدت اثر ضدباکتریو چرب  هانیپروتئ

 ویاواکتیب یدهایاپرت یگااو دارا  ریشا  ریاطور خاص، کفبه

وجاود   لیدلباادام باه  ریشا  ریکف  کهیبود، در حال  یشتریب

نشاان داد   ییایضادباکتر  یایافزااثرات هذ  ،یفنول  باتیترک

 ونیکاه اصالاح فرمولاسا  دهدینشان م  هاافتهی  نی(. ا28)

 دیاباه تول  توانادی( میرلبنایو     یلبن  منابع  هی)بر پا  ریکف

طور خاص منجر شاود. باه  یمحصولات متنوع با کاربردها

 دهادیحاضر در کنار مطالعات مشاابه نشاان م   ینتا  ،یکل

 دهیاچیپ  یهاساذیاز مکان یامجموعاه قیااز طر  ریاکه کف

 یژنا  تیفعال  ،یدیو پرت  یدیاس  یهاتیمتابول  دیشامل تول

باا  یایافزاهذ یو حتا  دهایسااکاریپلنشش    ها،نیوسیباکتر

 ییایضادباکتر تیاهاا(، فعال)مانناد فنول یاهیاگ  باتیترک

 کیاتن ا باه  را ناه  ریاکف  هاایژگیو  نیادارد. ا  یریچشمگ

 دبخشینو  یانهیارزشمند، بلکه به گز  کیوتیپروب  یدنینوش

. کنادیم  لیتباد  یو صانعت  یمحصولات درمان  دیتول  یبرا

 یرو یدرون تناا مطالعااات ناادهیدر آ شااودیم شاان ادیپ 

 یایزایمنیتا اثرات ا  ردیانجام گ  یو انسان  یوانیح  یهامدل

شاود.  یبررسا یگوارشا  ستذیدر س  هاهیسو  نیا  یداریو پا
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مااواد  دیاادر تول ریاااز کف یریااگامکااان ب ره نیهمچناا

 توانادیم  زین  ییدارو  یهامکمل  ای  یکروبیضدم  یبندبسته

 نیابار ا  کناد.  اهذفار  یاستفاده صانعت  یبرا  یاتازه  ریمس

 یکنترلاا یراهبردهااا یو اجاارا نیبااه تاادو ازیاااساااس، ن

 ترقیاو نظارت دق  دیتول  رهیآموزش در زنج  تر،رانهیگسخت

کشااور  یدر صاانعت مر اادار هاااکیوتیبیباار مصاارف آنت

 .شودیشدت احساس مبه

 

   یریگجهینت

سو  نیا  ی هاافتهی که  داد  نشان    یهاهیپژوهش 

دورانس دانه  انتروکوکوس  از   ی دارا  ریکف  یهاجداشده 

  ییپن  پاتوژن م ذ   ا  هیعل  یستیآنتاگون  ت یفعال  نیبالاتر

 د یپراکس  ،ی آل  یدهایاس  د یاثرات عمدتا  به تول  نیهستند. ا

باکتر  دروژنیه افزا  هان یوسیو  با  و  بود  زمان    شیمرتبط 

نتا  تیوتش   ریتخم جدا  زین  یمولکول   یشد.  به    هاهیتعلق 

دورانسگونه   تأ   انتروکوکوس  ا  دییرا  در مجموع،   ن یکرد. 

صنا  یبرا  ییبالا   لیپتانس  هاه یسو در    یی  ا  عیاستفاده 

  یهادر توسعه فرآورده  نی و همچن   وکنترلیعنوان عامل ببه

 دارند.  منیا یو درمان  کیوتیپروب

 

 سپاسگزاری  
 شاگاهیآزما  یبانیو پشات  یاز همکاار  مانهیصم  سندگانینو

 یواحااد کرمااان قاادردان یدانشااگاه آزاد اساالام شاااتیتحش
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