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  هچكيد

هاي اسيد لاكتيك هستند كه خاصيت ضد ها به خصوص باكتريهاي توليد شده توسط باكتريوتئينها پرباكتريوسين
گيري از در جهت بهره هاي به اين باكترياهاي اخير توجه ويژهروند. در سالميكروبي دارند و براي نگهداري غذا به كار مي

پس  ،مختلف سنتيشير نمونه فراورده  120است.در اين تحقيق تعداد يي معطوف شدههاي مواد غذادارنده	ها به عنوان نگهآن
. مورد بررسي قرار گرفتند انتروسين هايمربوط به ژنسازي باكتري و تشخيص قطعي در حضور پرايمرهاي اختصاصي از جدا

)، ژن مربوط درصد 54/29ايزوله ( 13در  Pانتروسين )، ژن مربوط به درصد 81/31ايزوله ( 14در  A انتروسينژن مربوط به 
) مشاهده درصد 63/13ايزوله ( 6زمان چند ژن با همديگر در . وجود هم)درصد 45/20ايزوله ( 9در  As-48انتروسين  به

 7در  As48 و  Aهايانتروسين)، ژن مربوط به % 54/4ايزوله ( 2در   Pو  A هايانتروسينژن مربوط به كه طوريگرديد به
با توجه به حضور  مشاهده گرديد. )درصد 36/11( ايزوله 5در  As48و   A, Pهايانتروسينژن مربوط به  ،)درصد09/15( ايزوله

انجام تحقيقات  شير سنتيهايشده از فراوردهجدا انتروكوكوس فكاليسهاي در ايزوله انتروسينهاي زيادي از ژن تعداد نسبتا
  رسد.توسط اين باكتري ضروري به نظر ميتوليد شده  هايانتروسينبررسي خواص ضد ميكروبي  جهت

  .انتروسين، سكاليانتروكوكوس ف شير سنتي، هايفراورده كليدي: واژگان 
  

  مقدمه
باشند. طور وسيعي در محيط پراكنده مي به هاكانتروكو

نسان يا حيوانات، در دستگاه گوارش ا	معمولاها اين باكتري
سبزيجات ساكن در سطح آب، خاك، گياهان و 

 گرم هاييارگانيسم ). Furlaneto et al., 2014(باشندمي
 ،زاهاگ غير و شكل مرغي تخم كاتالازمنفي، مثبت،

 غذايي احتياجات با1جور تخمير هوازي اختياري،بي
 Ogier and Serror, 2008; Morandi( هستند پيچيده

et al., 2006; Girrafa, 2003; Suzziet al., 2000 

                                                            
1- Homofermentative 

;Huycke et al., 1998.( ها كاربردهاي اين باكتري
خصوصا در  هاي شيرفراوردهدارند و  شيرمهمي در صنعت 

 انتروكوكوس فكاليس  وانتروكوكوس فاسيوم. دارندپنير 
هايي هستند كه بيشترين فراواني را در بين ساير گونه
دهند و به طور فراوان در ها به خود اختصاص ميگونه

 ÖzdenThncer and( شونديافت مي يرهاي شفراورده

Tuncer, 2013(  ها در محصولات لبني، انتروكوكوجود
توليد به دليل  اماباشد. نتيجه شرايط غير بهداشتي مي

ممانعت به  زابيماري هاي، از رشد باكتريباكتريوسين
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ديدگاه  ها ازآورند. به همين دليل اين باكتريعمل مي
 ,.Mirhosseini et al)باشند ميتكنولوژي حائز اهميت 

2009). 

هايي هستند كه خاصيت ضد ها پروتئينباكتريوسين
ها به هاي مختلفي از باكتريتوسط گروه و ميكروبي دارند

شوند و طيف هاي اسيد لاكتيك توليد ميخصوص باكتري
باشند و براي كنندگي را دارا مياي از ممانعتگسترده

هاي اسيد لاكتيك روند. باكترينگهداري غذا به كار مي
ء او محصولات گوشتي منش شير عمدتا از محصولاتي مانند

گيرند و طيف وسيعي دارند. اين توانايي ضد ميكروبي مي
هاي تخميري به كار ها براي توسعه بسياري از فرآوردهآن
هاي گرم ري از باكتريرود. اگر چه ممكن است بسيامي

توليد باكتريوسين باشند ولي منفي قادر به  مثبت و گرم
هاي هاي اخير توجه ويژه بر روي شناسايي باكتريدر سال

اصله در صنايع غذايي هاي حباكتريوسيناسيد لاكتيك و 
هاي مواد ها به عنوان نگهدارندهگيري از آندر جهت بهره

 ). (Gomez et al., 2002استمعطوف شدهغذايي 
 كوچك بوده و م مثبتهاي گرباكتري ها درباكتريوسين

شوند. باكتريوسين پذيري غشاء ميسبب افزايش نفوذ
كه به  ندارم منفي بزرگ و پيچيدهگ هايباكتري

اي روي غشاء خارجي سلول هدف باند ويژه 1رسپتورهاي
هاي توليد شده باكتريوسينشوند. سازماندهي ژنتيكي مي

هاي گرم مثبت و گرم منفي باهم متفاوت توسط باكتري
ژن در  12تا  8هاي گرم مثبت داراي است، باكتري

هاي گرم منفي ژن نيازمند براي باكتري 3تا  2مقايسه با 
طالعات متعدد م ).Uguen and Uguen., ) 2002 است

هاي ها باعث كاهش باكتريانتروسيندهد، نشان مي
شوند. زا در دستگاه گوارش حيوانات ميبيماري

به عنوان  انتروسيناسطه ترشح به و انتروكوكوس فكاليس
 انتروسين ولينا	.شوددارنده مواد غذايي استفاده مينگه

 و توسط باشدمي AS-48 انتروسين شده خالص
 ,.Pandey et al( شودتوليد مي فكاليس انتروكوكوس

از جمله  انتروكوكوس فكاليس). 2013
                                                            
1- Receptor 

باشد كه عمدتا در روده يافت هايي ميميكروارگانيسم
دليلي بر آلودگي ها در مواد غذايي شود حضور زياد آنمي

). Murray, 1990; Masud, 1989(د باشمدفوعي مي
باشد و ها ميجنبه مفيد اين باكتري نقش پروبيوتيكي آن

باشد. ها در مسموميت غذايي ميمضرشان نقش آنجنبه 
از بين توليدات شيري، بستني و پنير از جمله محصولاتي 

رده ساز و سنتي به طور گستباشند كه به صورت دستمي
شوند. تراكم بيش از توسط اقشار مختلف مردم استفاده مي

گر وضعيت نامطلوب ها در مواد غذايي بيانحد آن
هدف از انجام اين  .) (Murray, 1990باشدبهداشتي مي

 P   Enterocinانتروسينهاي ژنتحقيق بررسي فراواني 

A, Enterocin وEnterocin AS-48  هاي در ايزوله
 شير سنتيهاي جدا شده از فراورده كاليسانتروكوكوس ف

   باشد.در شهرستان شهركرد مي
   راك مواد و روش

 شير سنتيورده آنمونه فر 120تعداد در اين تحقيق 
نمونه  20نمونه دوغ،  20نمونه شير،  20مختلف از قبيل 

نمونه قارا  20نمونه كشك و  20نمونه دوراغ،  20ماست، 
هاي فرآوردههاي عرضه روشگاهاز ف 1393تيرماه تا مهر از 

هاي رستان شهركرد، به منظور بررسي ژندر شهشير سنتي
 Enterocinو   Enterocin A  ,Enterocin Pانتروسين

AS-48 سويه مورد بررسي قرار گرفتند. در اين تحقيق از 
مركز تهيه شده از   ATCC 29212انتروكوكوس فكاليس

ل مثبت استفاده وصنعتي به عنوان كنتر هاي علميپژوهش
هاي نمونه انتروكوكوس فكاليسبه منظور شناسايي گرديد. 

در محيط بلاد آگار (ساخت شركت مرك، آوري شده جمع
خانه ساعت گرم 24شدند و بعد از  كشت دادهوآلمان) 

شناسي نوع پرگنه، ريخت هاازلحاظگذاري، نمونه
 قرار بررسي مورد كاتالاز تست و گرم، حركت آميزيرنگ

هاي آزمون از انتروكوكوس فكاليس تاييد گرفتند. جهت
 آگار اسكولين نظير هيدروليز محيط بايل بيوشيميايي

نمك، تخمير  درصد 5/6در  رشد ،(ساخت شركت كيو لب)
قندهاي لاكتوز، سوربيتول، مانيتول، آرابينوز، سوربوز، 

به ). 1375، اديب فر ؛1388، بخشي( گرديد استفاده
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هاي ولكولي و تائيد تشخيص باكتريمنظور تشخيص م
با  DNAرشد كرده بر روي محيط كشت، استخراج 

، شركت سيناژنساخت DNA استفاده كيت استخراج 
رديابي  .مطابق دستورالعمل شركت سازنده صورت گرفت

 ,Enterocin Aهاانتروسينو  16srDNA هايژن

Enterocin P , و Enterocin As-48  حضور زوج در

) صورت گرفت 1جدول( شده در ي نشان دادههاپرايمر
 DNAبه منظور كميت سنجي ). 1391،ميرحسيني(

 )آلمان (اپندورف شده از دستگاه بايوفوتومتر استخراج
 SPSS افزار آناليز آماري با استفاده از نرم .استفاده شد

  و آزمون مربع كاي انجام گرديد.  18نسخه 

  

  Enterocin A ,Enterocin p, Enterocin As-48هايو انتروسين 16srDNA هايژنتوالي پرايمرهاي مربوط به  - 1جدول

PCR منبع  برنامه دمايي  
اندازه 
  محصول

دماي 
  انلينگ

  ژن  توالي پرايمر

 95سيكل تكراري  34دقيقه،  5درجه  95
درجه  72ثانيه،  30درجه  58ثانيه،  90درجه 
 7درجه  72سيكل انتهايي  1ثانيه و  45

 دقيقه

3 370 58  RW01 AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 

DG74 AGGAGGTGATCCAACCGCA 
16srDNA  

95سيكل تكراري 35دقيقه،  5درجه95
درجه  72ثانيه،  30درجه  55ثانيه،  90درجه 
 7درجه  72سيكل انتهايي  1ثانيه و  45

 دقيقه

3 137  55  EntA F: TTGCTAATGCTAGTCCACGACC  
EntAR: CGTCAACACTTGCATTGCCGAA  Enterocin A 

 95سيكل تكراري  35دقيقه،  5درجه  95
درجه  61ثانيه،  30درجه  58ثانيه،  90درجه 
 7درجه  72سيكل انتهايي  1ثانيه و  45

 دقيقه

3  87  61  EntPF: GACAGACCCTCACGAATA 

EntPR: AGTTCATCATGCTGTAGTA  Enterocin p 

95سيكل تكراري 35دقيقه،  5درجه95
درجه  72ثانيه،  30درجه  56ثانيه،  90درجه 
 7درجه  72سيكل انتهايي  1ثانيه و  45

 دقيقه

3 237 56 
EntAs48F: AGCAAAAGTTCAATCGTTGC 

EntAs48R:GTCTGTCTTTTCACTTGTTTCT 

Entrocin AS-
48 

  
به صورت جداگانه براي هر ژن، در حجم  PCRواكنش 
استخراج شده،  DNAميكروليتر متشكل از  25نهايي 

 Mixميكروليتر PCR buffer10x ، 5/0ترميكرولي 5/2

dNTP  )(10mM ،75/0 ميكروليتر Mgcl2 

(50mM) ،2  ميكروليتر پرايمرهايF  وR، 2/0 
و  SmarTaq DNA Polymeraseميكروليتر آنزيم 

صورت گرفت. برنامه دمايي  مقطرميكروليتر آب 05/18
PCR نشان داده  1هاي مذكور در جدول براي ژن
  است.شده

  نتايج
 Enterocin  هايانتروسينمطالعه حاضر با هدف تعيين 

A ,Enterocin p  وEnterocin As-48  هايدر ايزوله 
صورت  شيرهاي جدا شده از فراوردهانتروكوكوس فكاليس 

كاتالاز  كوكسي گرم مثبت،انتروكوكوس فكاليس گرفت.
باشد. اين باكتري قندهاي كت ميحرمنفي و بي

كند، اما قادر به لاكتوز را تخمير مي سوربيتول، مانيتول و
چنين قادر باشد. همآرابينوز و سوربوز نمي تخمير قندهاي

باشد. در اين نيز مي آگار اسكولين به هيدروليز محيط بايل
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نمونه  44نمونه مورد مطالعه تعداد  120مجموع  تحقيق از
كه فكاليس 	انتروكوكوس) آلوده به باكتري درصد 66/36(

است، ) نشان داده شده2ه كه در جدول (نگوهمان
باشد.بيشترين ميزان آلودگي مربوط به شير و ماست مي

  
  شهرستان شهركرد شير هايدر فراوردهانتروكوكوس فكاليس  تعداد و درصد موارد مثبت آلوده به - 2 جدول

  انتروكوكوس فكاليسموارد آلوده به نوع ماده غذايي
  درصد تعداد  

  %3/27 12 شير
  %3/27  12 ماست
  % 1/9 4 دوغ

  % 1/9  4 دوراغ
  % 2/18 8 كشك

  % 1/9 4 قارا
  % 100 44  جمع كل

  

هاي  DNAو بررسي كيفيت  DNAپس از استخراج 
به منظور تشخيص  %5/2استخراج شده روي ژل آگارز 

حضور توالي ژن انتروكوكوس فكاليس درقطعي باكتري
16srDNA، ررسي قرار هاي جدا شده مورد بباكتري

جفت بازي  370ها با داشتن باند گرفتند. تمامي نمونه
) نشان داده 1(نتايج در شكل .مثبت تشخيص داده شدند

  است.شده

  

  
: ستون 1جفت بازي فرمنتاز. ستون  100ماركر  :Mانتروكوكوس فكاليس. ستون 16srDNA ژن PCR الكتروفورز محصولات  -1شكل 

  .هاي مورد بررسيمربوط به نمونه جفت بازي 370باند  5و  4، 3هاي ل مثبت. ستونكنتر 2: كنترل منفي. ستون 1

  

جدا  انتروكوكوس فكاليسايزوله  44در اين تحقيق از 
 Aانتروسين ، ژن مربوط به شير سنتيهاي وردهآشده از فر

 Pانتروسين )، ژن مربوط به درصد 81/31ايزوله (14در 
-Asانتروسين  ربوط به)، ژن مدرصد54/29ايزوله ( 13در 

ژن مربوط زمان . وجود هم)درصد45/20ايزوله ( 9در  48

)، ژن درصد54/4ايزوله ( 2در  P و A هايانتروسينبه 
 ايزوله 7در  As48و  A هايانتروسينمربوط به 

و P , A  هايانتروسينژن مربوط به  ،)درصد09/15(
As48  به نتايج  گرديد.) گزارش درصد36/11( ايزوله 5در

  است.نشان داده شده) 3جدول (در تفكيك 
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  شير سنتي هايوردهفرآجدا شده از انتروكوكوس فكاليس  هايايزوله در Enterocin A, p, As-48هاي فراواني ژن - 3جدول 

  قارا  كشك  دوراغ  دوغ  ماست  شير  ژن

  )A 3  )25%(  4  )33/33%(  1 )25%(  1 )25%(  3  )5/3%(  2 )50%انتروسين 

  )P  3  )25%(  4  )33/33%(  1 )25%(  1 )25%(  2  2 )50%سين انترو

  )As48 2 )16./66%(  2 )66/16%(  1 )25%(  1 )25%(  1 )5/12%(  2 )50%انتروسين 

  -   -   -   -   )A+P   -  2 )66/16%انتروسين 

  -   )A+As48  -  2 )66/16%(  1 )25%(   -  4  )50%انتروسين 

  )As48A+P   -  2 )66/16%(   -  1 )25%(   -  2 )50%انتروسين

  

تفاده از آزمون دقيق فيشر در تجزيه و تحليل آماري با اس
ارتباطي شير سنتي ورده آهاي مورد نظر و نوع فربين ژن

 <p-value=0/864(دار مشاهده نگرديد آماري معني

0/05.(   
  بحث 

پپتيدهايي كه داراي فعاليت ها به صورت پليباكتريوسين
 .شوندا سنتز ميهاكتريوسيدالي هستند توسط ريبوزومب

توسط باكتري يك  باكتريوسين توانايي سنتز يك يا چند
هاي رقيب را يتواند باكترگردد زيرا ميبرتري محسوب مي

حذف كندو فرصتي را براي بقا وتكثير خود فراهم كند. 
قرار  اوليه سيتوپلاسمي را هدف غشاء هاانتروسين

 (Strompfov	شونديآن م رفتن بين از و باعث دهندمي

et al., 2008.( نمونه مورد  120مجموع  در اين تحقيق از
آلوده به باكتري  )%66/36(نمونه  44مطالعه تعداد 

. در حالي كه گزارش گرديد انتروكوكوس فكاليس
هاي انجام شده، توسط ساير محققين بر روي بررسي

85گزارش  %81 انتروكوكبستني، آلودگي به  نمونه

حاصل از تحقيق ما بسيار بيشتر تايج گرديد كه نسبت به ن
انجام شده  درتحقيق ديگر ).Aleksieva, 1980(باشد مي

 و خام شير نمونه 270 ،كه برروي Aleksievaتوسط 
 و فاسيوم انتروكوكوس هايگونهصورت گرفت،  پاستوريزه

گزارش %6/24و  %2/43 ترتيببه  فكاليس انتروكوكوس
فراواني و همكاران   Aleksieva, 1976.(Dardir(گرديد 

 انتروكوكوس انتروكوكوس فاسيوم،، انتروكوكوس فكاليس
انتروكوكوس و  انتروكوكوس گاليناروم، فلاوس كالسي
، %76/56، %76/36 را به ترتيب شير هايوردهدر فرآ هيره

 ,.Dardir et al(گزارش كردند  %6/1و  3/3%، 6/1%

 باز هنده فعاليتد تحقيقات انجام شده نشان ).2011
باشد. هاي ديگر ميها در برابر باكتريانتروسيندارندگي 

ها را در برابر انتروسينفعاليت بازدارندگي  كهطوريبه
و  ليستريا مونوسيتوژنز و استافيلوكوكوس ارئوسباكتري 

 ,.Aymerich et al(ها را گزارش كردند ديگر گونه

1996 .(Ozdemir  انتروسينهاي فراواني ژنو همكاران 
A، B ،P  وL50A/B جدا شده از  انتروكوكهاي در ايزوله
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و  %2/72،%1/98، %100منابع مختلف را به ترتيب 
. در )Ozdemir et al., 2011(گزارش كردند 9/62%

 ،Aانتروسين ژن مربوط به كه در تحقيق ما صورتي
گزارش  P، 54/29%انتروسين ژن مربوط به و  81/31%

از فراواني كمتري  مطالعه انجام شدهگرديد كه نسبت به 
  انتروسينژن  در تحقيق ما فراواني. باشدبرخوردار مي

As-48 45/20% .گزارش گرديد	انتروسين As-48  داراي
ي كه هايباشد و تنها در ايزولهفعاليت سايتوليزيني مي

است.  باشند گزارش گرديدهداراي فعاليت همولايزيني مي
و  Ozdemirمطالعه ا همديگر در زمان دو ژن بوجود هم
 ,.Ozdemir et al( موارد گزارش گرديد %1/11همكاران 

زمان وجود هم كه در مطالعه حاضردر صورتي .)2011
مشاهده گرديد به  %63/13چند ژن با همديگر در 

، %54/4در  P و A هاي انتروسينژن مربوط به كه طوري
ژن  ،%09/15در As48 و  A هايانتروسينژن مربوط به 

 %36/11در P و  As-48A  هايانتروسينمربوط به 
ايزوله  61بر روي  ي كهدر تحقيقمشاهده گرديد.

ابع مختلف صورت گرفت، فراواني جدا شده از من انتروكوك
مشابه گزارش گرديدكه تقريبا  %4/57انتروسين  هايژن

 ,.Pangallo et al(باشد نتايج حاصل از تحقيق ما مي

2004(.Strompfov   انتروسين حضور ژن و همكارانA ،
B ،P  وL50B  368(انتروكوكسيسويه  427را در 

از منشا ) انتروكوكوس فكاليس 59و  انتروكوكوس فاسيوم
مورد  PCRبا استفاده از تكنيك  (حيوان، غذا)	مختلف

سويه  PCR، 234. بر اساس نتايج دادندقرار بررسي 
بودند.  انتروسين حاوي يك يا چند ژن ساختماني

شده در  ساختماني يافت هايبيشترين ژن Aو  Pانتروسين
بيشتر در  A انتروسين بودند. انتروكوكوسهاي ميان سويه

و  P ،B انتروسينيافت شد ولي ژن  انتروكوكوس فاسيوم

L50B  و  انتروكوكوس فاسيومبيشتر در هر دو سويه
 ,.Strompfov et al(يافت شدند  انتروكوكوس فكاليس

2008.(  
بر  حسيني كه شده توسط ميرانجام  ديگر يامطالعه در

با روش مستقل از  آن هايوردهو فرآنمونه شير  26 روي
مورد  A, P, As-48 انتروسينهاي حضور ژن ،كشت

ها تنها در همه نمونه در اين مطالعه. بررسي قرارگرفت
توليد  ).1391(ميرحسيني،  گزارش گرديد A انتروسين

است. به عبارت ديگر ك فرآيند تنظيم شدهي باكتريوسين
ثير دارند. تعدادي أتباكتريوسين شرايط محيطي در توليد 

شوند ولي در توليد مي ها در محيط جامد باكتريوسيناز 
هاي شوند. بنابراين فراواني وجود ژنمحيط مايع نوليد نمي

آل براي تواند بعد از به كارگيري متد ايدهساختماني مي
(ميرحسيني،  شود تخمين زده باكتريوسينتوليد بررسي 
1391.(  

د زيادي از نتايج اين تحقيق و ساير تحقيقات حضور تعدا
جدا فكاليس 	انتروكوكوس هايدر ايزوله نتروسينا هايژن

كند ييد ميأتو دهد. را نشان مي شيرهاي وردهشده از فرآ
به طور وسيع در شير و محصولات انتروسين كه توليد 

هاي افتد. گسترش وسيع ژنصل از شير اتفاق ميحا
ها ممكن است به علت توانايي انتروكوكدر بين  انتروسين
براي انتشار و دريافت مواد ژنتيكي بين  هاانتروكوك

 Strompfov et(. ها باشدچنين بين جنسها و همسويه

al., 2008(. انتروسين A به طور وسيع در ميان 
 ليسترياييو فعاليت ضد  .است ها گستردهانتروكوكسي

 Mirhosseini et al., 2009;) Messiهددقوي نشان مي

et al., 2006 (.  
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Abstract 

Bacteriocins are proteins produced by bacteria especially Acid lactic bacteria having 

antimicrobial characteristics and used for food preservation. In recent years, especial 

considerations have been taken to detection of acid lactic bacteria and Bacteriocins in food 

industries to use them as food preservatives. In this study, 120 samples of different traditional 

dairy products were examined to investigate genes of Enterocin, Entrain A, Enterocin P and 

Enterocin AS-48. After separation and detection of bacteria in presence of special primers related 

to Enterocingenes, their frequencies were studied. Among 120 samples, 44 (36.36%) were 

contaminated to Enterococcusfireclays. The gene related to EnterocinA in 14 isolates (31/81%), 

the gene related to Enterocin P in 13 isolates (29/54%), the gene related to EnterocinAs-48 in 9 

isolates (20/45%), the simultaneous presence of the gene related to EnterocinA and P in 2 

isolates (4/54%), the gene related to Enterocins A and As-48 in 7 isolates (15/09%) and the gene 

related to Enterocins A, P and As-48 in 5 isolates (11/36%) were observed. According to the 

presence of a lot of Enterocingenes in Enterococcusfaecalis separated from dairy products, doing 

research on antimicrobial characteristics of Enterocins produced by this bacterium is of great 

necessity.  
Keywords:Dairy products, Enterococcus faecalis, Enterocin genes. 


