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Background and Aim: Enterococci are lactic acid bacteria with ability to produce 

antimicrobial peptides that called enterocins. Target of present study is research on the 

presence and antibacterial activity of enterocin A among Enterococcus faecium for 

their potential as alternative antimicrobial compounds, probiotics to control and reduce 

the pathogenic bacteria in the gastrointestinal tract and bio-preservatives in food or 

feed and. 

Materials and Methods: In this study occurrence of class II enterocin structural 

gene (enterocin A) in a target of 42 Enterococcus faecium strains, isolated from 

gastrointestinal tract of animal have been surveyed. E. faecium identification and 

occurrence of enterocin A gene was performed by PCR method. Cell-free neutralized 

supernatant of gene positive strains was used to test bacteriocin production and 

antimicrobial spectrum of supernatant was assayed by wall diffusion method on the 

gram-positive and negative indicators bacteria 

Results: Based on our results, 73.8% of isolated strains had enterocin A gene that 

they inhibited growth of indicator bacteria such as clinical strain of Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella enteric PTCC1709, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus 

and Bacillus subtilis. 

Conclusions: Studied enterocins have growth inhibitory spectrum on Gram-

positive and Gram-negative bacteria especially against pathogenic bacteria in the 

gastrointestinal tract. Therefore, these strains have the potential to explore and use as, 

alternative antimicrobial compound and bio-preservatives in food or feed or as 

probiotics. 
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اسیدلاکتیکی با توانایی تولید پپتیدهای ضد میکروبی  هایباکتریانتروکوک ها  :زمینه و اهداف

مترشحه  Aیق، بررسی حضور و خاصیت ضدمیکروبی انتروسین )انتروسین ها( می باشند. هدف از این تحق
عوامل ضدمیکروبی جدید،  بعنوان هاآن، به دلیل پتانسیل استفاده از انتروکوکوس فاسیوم هایسویهاز 

نگهدارنده های  در جهت کنترل و کاهش عوامل بیماریزای مسیر گوارشی انسان و دام و نیز پروبیوتیک
 .شدبامی زیستی مواد غذایی

 هایسویهدر میان  «Aانتروسین » IIحضور ژن ساختاری باکتریوسین کلاس مواد و روش کار: 

مورد بررسی قرار گرفت. تعیین  حیواننمونه  24 یگوارشمحتویات مسیر جدا شده از  انتروکوکوس فاسیوم
ت. انجام گرف PCRاز طریق  Aو گونه فاسیوم و حضور ژن ساختاری انتروسین انتروکوکوس جنس 

، بر روی ent Aدارای ژن  هایسویهسنجش تولید و طیف ضد میکروبی انتروسین موجود در سوپرناتانت 
 گرم مثبت و منفی، با روش چاهک گذاری مورد مطالعه قرار گرفت. شاهد هایباکتری

را بودند که تاثیر مهار کنندگی رشد  Aمورد بررسی حاوی ژن انتروسین  هایسویهاز  %8/37 :هایافته

باسیلوس آزمایشگاهی  هایسویهو سودوموناس آئروژینوزا، سالمونلا انتریکا  بیمارستانی هایسویهبر 
 نشان دادند. سرئوس و باسیلوس سوبتیلیس

گرم  هایباکتریانتروسین های مورد بررسی دارای طیف مهارکنندگی رشد بر روی : گیرییجهنت

بنابراین این سویه ها پتانسیل ؛ مسیر گوارشی می باشند زایبیماری هایباکتریمنفی به ویژه  گرم مثبت و
، ترکیبات ضد میکروبی جایگزین، نگهدارنده های زیستی در صنایع بعنوانبالایی جهت بررسی و استفاده 

 غذایی و خوراک دام و نیز به عنوان پروبیوتیک را دارند.

 Aسین انترو باکتریوسین، ،PCRنتروکوکوس فاسیوم، ا :کلیدی کلمات  
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 مهمقد     

( commensally) یغذاهم هاییباکترتروکوک ها از ان

جنس  هاییباکتر. باشندیم انسان و حیوانی ارودهمسیر 

انتروکوکوس کوکسی های گرم مثبت، بدون اندوسپور و 

 (6/0 – 0/2× ) (6/0 – 5/2)کپسول مشخص و به ابعاد 

گرم به شکل گرد یا  یزیآمرنگمیکرومتر هستند که در 

 .شوندیمبیضی با آرایش دوتایی یا زنجیر کوتاه مشاهده 

های  ک ها به عنوان پاتوژناینکه انتروکو رغمیعل

 عنوانبه هاآن، اما از آیندیمبه شمار  طلبفرصت

( برای حیوانات Probioticپروبیوتیک ) هاییکروارگانیسمم

(. توانایی انتروکوک ها 3-9) شودیمو انسان استفاده 

جهت تولید باکتریوسین های )پپتیدهای ضد میکروبی 

ریبوزومی  صورتبهمترشحه به خارج( سنتز شونده 

است. پپتیدهای ضد باکتری  شدهشناخته یخوببه

انتروسین  عمدتاًتوسط انتروکوک ها  یدشدهتول

(Enterocin نامیده )یهاژن. فراوانی و تنوع بالای شوندیم 

ساختاری انتروسین به همراه احتمال بالای بروز ترکیب 

، منجر به افزایش امکان جداسازی هایهسودر بین  هاژن

تولید کننده باکتریوسین مؤثر جهت استفاده در  هاییهسو

علوم پزشکی، صنایع غذایی، پروبیوتیک جهت ارتقاء 

سلامت حیوانات یا انسان و نیز به کارگیری در دامپزشکی 

 (.4شده است )
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به  هاآناخیراً انتروسین ها به علت قابلیت استفاده از 

نی و عنوان نگهدارنده های زیستی در مواد غذایی انسا

(. به دلیل 7، 6، 5) اندگرفتهحیوانی بسیار مورد توجه قرار 

های منتقل شونده از  پاتوژن یهعلفعالیت این ترکیبات 

برای  کنندگانمصرفطریق مواد غذایی و نیز تقاضای 

ها به عنوان نگهدارنده  حفاظت طبیعی بیشتر، باکتریوسین

فاده از و است شوندیمهای زیستی در مواد غذایی پیشنهاد 

 در مواد غذایی مورد مطالعه فراوان قرار گرفته است هاآن

(8 ،1.) 

 فاسیوم، انتروکوکوس توسط عمدتاً هاینانتروس 

ترشح  موندتی انتروکوکوس و فکالیس انتروکوکوس

 ،A انتروسین از: اندعبارت هاآن ینترمهمکه  شوندیم

P،CRL35، B 1071 وA، ،یسینموندت موندتیسین KS، 

 این .A انترولیزین و RC714،T8 ،18 یوسینکتربا

، 92)باکتریوسینها  رایج یبندرده سیستم در ها انتروسین

بودن انتروسین ها  مؤثر رغمیعل. شوندیم یبندطبقه( 99

آلوده کننده  هاییباکترپاتوژن و نیز  هاییباکترعلیه 

لیستریا، استافیلوکوکوس،  یهاگونهمواد غذایی همچون 
 یهاسامانهدر  یشیاکلیاشرس، کلستریدیوم و باسیلو

(، اطلاعات بسیار کمی درباره نقش 93، 90غذایی متعدد )

این باکتریوسین ها در اکوسیستم حیوانات در دسترس 

که تولید  رسدیم به نظر طورینا(. 91، 94) باشدیم

باکتریوسین یک مکانیسم دفاعی باکتریایی است که به 

غیر  هاییهسورقابتی را در برابر  مزیت یکآنسویه مولد 

حساس به باکتریوسین در آن نیچ  هاییهسومولد و یا 

(. مطالعات مختلف توانایی 91) کندیماکولوژیک اعطا 

را در ها  یدکننده انتروسینتول هاییهسوانتروسین ها یا 

پاتوژن در مسیر گوارشی  هایباکتریکنترل یا کاهش 

 هایگونه)و حیوانات ( انسان ایروده _ ایمعده)

، 91) اندکرده( اثبات اشریشیاکلیکمپیلوباکتر، سالمونلا و 

 مولکولی وزن با آمینواسید 77 از متشکل A انتروسین(. 98

 از . این باکتریوسینباشدمی دالتون کیلو 7123قریبی ت

 ازجمله فاسیوم انتروکوکوس مختلف هایسویه

CTC492،T136 و P21 (.91است ) شده ایزوله 

این تحقیق به مطالعه و بررسی حضور ژن ساختاری 

در میان  Aو فعالیت ضد میکروبی انتروسین  Aانتروسین 

از مسیر گوارشی  جداشده انتروکوکوس فاسیوم هایسویه

 .پردازدیم

 

 هاروشمواد و 

 باکتریایی و شرایط کشت هاییهسو

 انتروکوکوس فاسیومباکتری  هایسویهدر این تحقیق 

مرغ، سگ، مرغ )نمونه مدفوع حیوانات  72ه از ما 6طی 

عشق، اردک، اسب و گوسفند( از مناطق مختلف شهر 

 آوری شدند.تهران )دارآباد، تجریش، ونک( و کرج جمع

 جنس انتروکوکوس هایسویهجداسازی 

در بافر  8:80یک گرم از هر نمونه مدفوع به نسبت 

از  یترل یکروم 80( رقیق و PH: 7.4فسفات سالین )

( حاصل در محیط غنی کننده Suspension) یونسوسپانس

BHI ( یک 20براث به مدت یک شب گرما گذاری شد .)

میکرولیتر( روی  80لوپ از هر لوله مرحله فوق )معادل 

 محیط افتراقی بایل اسکولین آزید آگار کشت داده شد.

سیاه  هاییکلنتشکیل  گرماگذاری ساعت 27پس از 

. جهت خالص باشدمیرولیز اسکولین هید دهندهنشانرنگ 

کشت، کلنی تک  7-1مورد بررسی طی  هایسویهسازی 

از هر پلیت برداشته شد )به دلیل احتمال خارج شدن 

مکرر، در  هایکشتپلاسمید از سلول باکتریایی طی 

کشت اکتفا شد(.  7-1سوش ها به  یسازخالصمرحله 

اوی براث ح BHIیک کلنی تک از هر جدایه در محیط 

گلیسرول سوسپانسیون گردید و جهت نگهداری به  20%

 منتقل شد. سلسیوسدرجه  -20فریزر 

 شناسایی با استفاده از روش های بیوشیمیایی

آمیزی گرم، تست کاتالاز و ها توسط رنگتمام سویه

 75رشد در دمای نمک،  ٪5/6اکسیداز، رشد در محیط 

آمینه ، احیای تلوریت، هیدرولیز اسیدسلسیوسدرجه 

های آرابینوز، مانیتول، سوربیتول، آرژنین و تخمیر قند

 (.09سوربوز تعیین هویت شدند ) و زلاکتو
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 هایباکتریتشخیص مولکولی جنس و گونه 

 شدهایزوله 

در این تحقیق از روش مولکولی واکنش زنجیره 

پلیمراز برای تشخیص جنس انتروکوکوس و گونه فاسیوم 

استفاده شد. برای تشخیص  ایزوله شده هایباکتریدر 

 16sجنس انتروکوکوس از واکنش زنجیره پلیمراز مرتبط با

rRNA  ی که از طریق هایسویهو نیز جهت شناسایی گونه

PCR  انتروکوکوس تشخیص داده شده است،  هاآنجنس

از واکنش زنجیره پلیمراز ژن سوپر اکسید دیسموتاز 

 (.00) شودمی( استفاده sodAوابسته به منگنز )

استخراج ژنوم کرومزومی باکتریایی با استفاده از کیت  

( انجام Metabionژنومی شرکت متابیون ) DNAاستخراج 

( E2و  E1گرفت. توالی پرایمرهای جنس انتروکوکوس )

( و توالی 00و همکارانش ) Daizyمطابق پرایمرهای 

( مطابق با پرایمر FM2و  FM1پرایمرهای گونه فاسیوم )

( 02و همکارانش ) Jacksonده توسط های مطرح ش

طراحی شدند. توالی پرایمرها و برنامه واکنش زنجیره 

پلیمراز برای جنس انتروکوکوس و گونه فاسیوم در جدول 

 25آورده شده است. واکنش زنجیره پلیمراز در حجم  8

میکرولیتر  2میکرولیتر آب،  5/81میکرو لیتری که شامل 

 2MgCl ،8 (mM 50) میکرولیتر از PCR ،1/0بافر 

میکرولیتر از هر  dNTPs (10 mM) ،8میکرولیتر از 

 2/0میکرولیتر از ژنوم تخلیص یافته و  8پرایمر، 

 میکرولیتر از آنزیم تک پلیمراز بود، انجام گرفت.

برنامه واکنش زنجیره پلیمراز برای جنس انتروکوکوس 

دقیقه  5و گونه فاسیوم مشترک بوده و بدین شرح بود: 

درجه  35( اولیه در Denaturation) اتوراسیوندن

سیکل از دناتوراسیون  10، سپس محصولات با سلسیوس

درجه  55ثانیه، اتصال در  10برای  سلسیوسدرجه  35در 

درجه  72دقیقه و گسترش در  8برای  سلسیوس

دقیقه تکثیر یافتند. چهار میکرولیتر از  8برای  سلسیوس

درصد  8ز در ژل آگارز محصولات واکنش زنجیره پلیمرا

 8الکتروفورز شده و سپس با رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید 

 DNAدرصد مشاهده شدند. در این بخش از نشانگر 

جفت باز شرکت متابیون استفاده  8500 – 800استاندارد 

 شد. 

 A تشخیص مولکولی ژن ساختاری انتروسین

(ent A در )ایزوله  انتروکوکوس فاسیوم هایسویه

 شده

در ژنوم  Aبه دلیل حضور ژن ساختاری انتروسین 

، در این بخش انتروکوکوس فاسیوم هایسویهپلاسمیدی 

از تحقیق جداسازی ژنوم پلاسمیدی باکتریایی انجام 

گرفت. استخراج ژنوم پلاسمیدی باکتریایی با استفاده از 

انجام  متابیون پلاسمیدی شرکت DNAکیت استخراج 

استفاده شده در این  PCRرنامه شد. توالی پرایمرها و ب

( 03و همکارانش ) Aymerich هاییافتهبخش مطابق با 

طراحی شد. توالی پرایمرهای مورد استفاده برای ژن 

در  EntA2و  EntA1تحت عنوان  Aساختاری انتروسین 

ذکر شده اند. واکنش زنجیره پلیمراز ژن  8جدول 

ه میکرو لیتری ک 25در حجم  Aساختاری انتروسین 

 PCR ،1/0میکرولیتر بافر  2میکرولیتر آب،  5/81شامل 

 dNTPs (10میکرولیتر از  2MgCl ،8 (mM 50)میکرولیتر 

mM) ،8  ،میکرولیتر از ژنوم  8میکرولیتر از هر پرایمر

میکرولیتر از آنزیم تک پلیمراز بود،  2/0تخلیص یافته و 

انجام گرفت. برنامه واکنش زنجیره پلیمراز برای ژن 

دقیقه  5بدین شرح بود:  Aختاری انتروسین سا

سیکل از  15دناتوراسیون اولیه سپس محصولات با 

ثانیه، اتصال  10برای  سلسیوسدرجه  35دناتوراسیون در 

 72ثانیه و گسترش در  10برای  سلسیوسدرجه  51در 

میکرولیتر  7دقیقه تکثیر یافتند.  8برای  سلسیوسدرجه 

 %8لیمراز در ژل آگارز از محصولات واکنش زنجیره پ

 %8با رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید  الکتروفورز شده و سپس

استاندارد  DNAمشاهده شدند. در این بخش از نشانگر 

 استفاده شد. جفت باز متابیون 8500 – 800

 تست تولید باکتریوسین

انتروکوکوس توسط  Aبرای آگاهی از تولید انتروسین 
این باکتری ها در محیط  ،ent Aدارای ژن  فاسیوم های

MRS  27گلوکز کشت داده و به مدت  %2براث حاوی 

گرماگذاری شدند.  سلسیوسدرجه ی  10ساعت در دمای 

سپس به منظور حذف سلول های باکتریایی، سوسپانسیون 

سانتریفیوژ  7000دقیقه در دور  20باکتریایی به مدت 

وسین شد. محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ که حاوی انتر
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A  میکرون در یخچال  2/0بودند، پس از عبور از فیلتر

 نگهداری شدند.

 Aطیف ضد میکروبی انتروسین 

بررسی فعالیت ضد میکروبی انتروسین  برای مشاهده و

A  بر روی میکروارگانیسم های بیماریزا از روش چاهک

 ( استفاده شد.1گذاری پلیت )

 روش چاهک گذاری پلیت

یله پیپت پاستور استریل چاهک در این روش ابتدا بوس

هایی با فواصل منظم در محیط کشت مولر هینتون آگار 

 مورد آزمایش هایسویهایجاد شد. سپس سوسپانسیونی از 

لیستریا مونوسیتوژنز، باسیلوس سرئوس، اروینیا آمیلوورا، )
باسیلوس سوبتیلیس، استافیلوکوک اورئوس، استرپتوکوک 

شیا ی، اشرPTCC1206 یسفکالموتانس، انتروکوکوس 
و سودوموناس  Salmonella enterica PTCC1709کلی، 

( با کدورت معادل غلظت نیم مک فارلند تهیه آئروجینوزا

مرحله ای  1شده و به کمک سوآپ استریل با روش کشت 

روی محیط کشت مولر هینتون آگار به طور یکنواخت 

انتروکوکوس تلقیح گردید. از محلول رویی فیلتر شده 
 800، به مقدار Aهای دارای ژن انتروسین  اسیومف

میکرولیتر در داخل چاهک ها ریخته شد. پلیت ها به 

گرما  سلسیوسدرجه ی  17ساعت در دمای  86مدت 

خانه گذاری شده و پیدایش یا عدم پیدایش هاله ی رشد 

مرتبه تکرار و میانگین آن  1بررسی گردید. این آزمایش 

 گزارش شد.

 ار( باکتریوسینسنجش تیتر )عی

روش عیارگیری باکتریوسین جهت سنجش رقت 

 انتروکوکوس انتروسین های تولید شده توسط ایزوله های

( Critical Methodبا استفاده از روش کریتیکال ) فاسیوم

 (.04انجام گرفت )

تا  8میکروتیوب استریل از رقت های  82در این روش 
شد. در مرحله  تهیه Aمحلول سوپرناتانت انتروسین  82-80

بعد بوسیله پیپت پاستور استریل چاهک هایی با فواصل 

منظم در محیط کشت مولر هینتون آگار ایجاد شده و 

سوسپانسیون معادل غلظت نیم مک فارلند از سوش های 

اندیکاتور به کمک سوآپ استریل با روش کشت متراکم 

روی محیط کشت مولر هینتون آگار به طور یکنواخت 

دید. سپس از محلول های هر یک از میکروتیوب تلقیح گر

میکرولیتر در داخل چاهک  10ها به ترتیب رقت به مقدار 

هایی که توسط پیپت پاستور در محیط ایجاد شده بود، 

 17 ساعت در دمای 86ریخته شد. پلیت ها به مدت 

گرما خانه گذاری شده و پیدایش یا  سلسیوسی  درجه

 (.1ی گردید. )شکل عدم پیدایش هاله ی رشد بررس

 

 

در این تصویر فعالیت ضد میکروبی رقت های مختلف : 1شکل 

سودوموناس علیه  A( انتروسین 256و  821، 67، 12)رقت های 
نشان داده شده است. بالاترین رقتی که دارای فعالیت آئروجینوزا 

در این  821)رقت  باشدمی سودوموناس آئروجینوزاکشندگی علیه 

 .شودمیمعرفی  2AU/ml وان تیتر بر حسب واحدعکس(، تحت عن

 

بالاترین رقتی که فعالیت بازدارندگی را در برابر 

 2AU/mlاندیکاتور نشان می دهد به عنوان تیتر و با واحد 

(2Arbitrary Unit per millilitter 1( معرفی شد )جدول.) 

 کنترل مورد استفاده در این تحقیق هایسویه

به  E. faecium CTC492ه در این تحقیق از سوی

عنوان سوش کنترل مثبت برای تشخیص جنس و گونه 

در  Aو نیز ژن ساختاری انتروسین  انتروکوکوس فاسیوم

کددار  هایسویهنمونه ها استفاده شد. همچنین 
Staphylococcus aureus ATCC6538, Escherichia 

coli ATCC8739 Salmonella enterica PTCC1709,  و
Enterococcus faecalis PTCC1206  هایسویهبه عنوان 

 شاهد مورد استفاده واقع شدند.
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 Aدارای ژن انتروسین  هایسویه: تیتر سوپرناتانت 1جدول 

 اندیکاتور هایسویه Aانتروسین  تیتر سوپرناتانت
232 AU/ml B. cereus* 
264 AU/ml B. subtilis* 
264 AU/ml E. faecalis PTCC1206 
2l16 AU/m Erwinia. amylovora* 
21024 AU/ml L. monocytogenesis* 
2128 AU/ml P. aeruginosa* 
2128 AU/ml S. enterica PTCC1709 
20 AU/ml S. aureus* 
20 AU/ml E. coli* 

 *: سویه های بیماری زا برای انسان

 

 هایسویه: قطر هاله عدم رشد ایجاد شده توسط سوپرناتانت 2جدول 

PCR+  ژن انتروسینA بر حسب میلی متر 

 اندیکاتور هایسویه *قطر* 

99-1 B. cereus* 

91-3 B. subtilis* 

90-1 E. faecalis PTCC1206 

93-8 Erwinia. amylovora* 

91-90 L. monocytogenesis* 

93-1 P. aeruginosa* 

94-92 S. enterica PTCC1709 

- S. aureus ATCC6538 
- E. coli ATCC8739 

 *: سویه های بیماری زا برای انسان 

 *: قطر هاله عدم رشد بر حسب میلی متر*

 شده استفاده یمرهایپرا یتوال: 8جدول 

 نام پرایمرها 5)'-- 3'( توالی پرایمرها تاکسون هدف ژن هدف هدف طول قطعه

 bp 133 16 جنسS rRNA Enterococcus 
TCAACCGGGGAGGGT E1 

ATTACTAGCGATTCCGG E2 

 bp 094 گونه sodA E.faecium ACA ATAGAAGAATTATTATCTG FM1 
CGG CTG CTT TTT TGA ATT CTT CT FM2 

 bp 901 باکتریوسین entA Enterocin A 
GAGATTTATCTCCATAATCT EntA1 

GTACCACTCATAGTGGAA EntA2 

 

 ها یافته

، PCRنتایج حاصل از تست های بیوشیمیایی و همچنین 

( به جنس %800سویه مورد بررسی ) 72متعلق بودن  دهندهنشان

 (.8انتروکوکوس و گونه فاسیوم می باشند )شکل 

 

 126. باند با طول Aژن ساختاری انتروسین  PCRژل الکتروفورز محصول  :8شکل 

bp  محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز ژن ساختاری انتروسینA ستون شماره دباشمی .

 ;8، ستون شماره ent A ،L; 1000bp ladderنمونه های دارای ژن  ;1تا شماره  9

 .(E. faecium CTC492کنترل مثبت ) ;1کنترل منفی، ستون شماره 

 

 733جنس انتروکوکوس، باند با طول  PCRژل الکتروفورز محصول )الف: 2شکل 

bp 9ستون شماره  پلیمراز جنس انتروکوکوس میباشد. ای محصول واکنش زنجیره; 

و  3(، ستون های E. faecium CTC492کنترل مثبت ) ;0کنترل منفی، ستون شماره 

گونه  PCRب( ژل الکتروفورز محصول  L; 1000bp ladder.سوش های نمونه و ;4

: باشدمی محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز گونه فاسیوم bp 214فاسیوم، باند با طول 

سوش  ;3و  0، ستون شماره (E. faecium CTC492کنترل مثبت ) ;9ستون شماره 

 L; 1000bp ladder.کنترل منفی و ;4های نمونه، ستون شماره 
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در میان  Aشناسایی مولکولی ژن ساختاری انتروسین 

بر اساس نتایج حاصل از واکنش  انتروکوکوس فاسیوم هایسویه

 72سویه از  ent A ،18ژن ساختاری  زنجیره ای پلیمراز برای

( ژن %1/71مورد بررسی ) انتروکوکوس فاسیومعدد سویه 

 (.2را دارا بودند )شکل  Aساختاری انتروسین 

انتروکوکوس فاسیوم  هایسویهفعالیت ضد میکروبی 

 ent Aدارای ژن 

نتایج حاصل از تست چاهک پلیت نشان دادند که انتروسین 

A شاهد هایسویهروبی علیه دارای فعالیت ضد میک B. cereus, 

B. subtilis, E. faecalis PTCC1206, Erwinia. amylovora, 

L..monocytogenesis, P. aeruginosa, S. enterica 

PTCC1709 بوده ولی فعالیتی را علیه S. aureus ATCC6538 و 

E. coli ATCC8739  نشان ندادند. در این میان بیشترین فعالیت

گزارش  L. monocytogenesisوبی مشاهده شده بر روی میکر ضد

 شده است.

 هایسویهنتایج میانگین تستهای چاهک پلیت بر روی 

بر روی هر سویه  Aو نیز تیتر انتروسین  2در جدول  اندیکاتور

 ذکر شده است. 1شاهد در جدول 

 بحث

در دهه های اخیر توجه محققان نسبت به توانایی انتروکوک 

باکتریوسین ها، طیف فعالیت مهارکنندگی رشد،  ها در تولید

در  هاآنویژگی های فیزیکوشیمیایی باکتریوسین ها و کاربرد 

 (.4پزشکی و مواد غذایی معطوف شده است )

روکوکوس تولید کننده پپتیدهای انت هایگونهتشخیص دقیق 

وامل مناسب به عنوان ع هایسویهمیکروبی جهت ارائه ضد

. باشدمیهای زیستی مواد غدایی ضروری  رندهپروبیوتیک و نگهدا

ت شناسایی در حال حاضر یکی از روش های استاندارد جه

خصوصیات فنوتیپیک با استفاده از  انتروکوک ها، تشخیص بر پایه

(. در این روش سویه ها 01-01) باشدمیتست های بیوشیمیایی 

بر اساس رشد در محیط های مختلف، واکنش های بیوشیمیایی، 

حرکت، تخمیر قند ها و تولید پیگمان طبقه بندی می شوند 

گونه انتروکوک با استفاده از این روش  20(. اگر چه بیش از 02)

ها قابل شناسایی هستند، اما این قبیل تست ها عموما در لوله 

آزمایش انجام شده و به مدت زمان طولانی جهت گرما گذاری و 

 (.08، 01متعاقبا تفسیر نتایج نیاز دارند )

علاوه بر این در اکثر تحقیقات انجام شده در سراسر جهان، 

گروه بندی و شناسایی سویه ها با استفاده از تست های 

ی مشخص که هایسویهبیوشیمیایی و فنوتیپیک، تنها برای 

بنابراین ؛ شودمیمعمولا از نمونه های انسانی جدا می شوند انجام 

جداشده از منابع غیر  هایسویهممکن است شناسایی دقیق 

حیوانی(، به دلیل حضور همز مان  هایسویهانسانی )از جمله 

 چند گونه در یک نمونه، به روش بیوشیمیایی میسر نباشد.

روش های دیگری که برای تشخیص انتروکوک ها استفاده 

و توالی یابی می  PCRتکنیک های مولکولی همچون  شودمی

انتروکوکوس همانند سایر  (. برای تشخیص جنس32 ،01باشند )

 16sجنس های باکتریایی از واکنش زنجیره پلیمراز مرتبط با

rRNA  (. یکی از راه های تشخیص گونه در 22) شودمیاستفاده

انتروکوکوس تشخیص  هاآنجنس  PCRی که از طریق هایسویه

که در هر  باشدمیبرای ژنی خاص  PCRداده شده است، انجام 

ن مولکولی متفاوت ایجاد کند. این روش گونه محصولی با وز

نسبت به روش های مرسوم بیوشیمیایی، روشی دقیق و معتبرتر 

با صرف هزینه ای کمتر خواهد بود. گزارشات قبلی مشخص 

بعنوان یک ژن ایده آل برای تشخیص گونه  sodAکه ژن  اندکرده

 (.39) باشدمیانتروکوک ها 

ع مورد آزمایش باند نمونه های مدفو %800در تحقیق حاضر 

 اختصاصی جنس انتروکوکوس و گونه فاسیوم را نشان دادند.

در  Aاین تحقیق، ژن ساختاری انتروسین  هاییافتهبر اساس 

از ایزوله های انتروکوک به دست آمده از محتویات مسیر  1/71%

گوارشی حضور دارد. هر چند تعیین حضور ژن ساختاری 

کتریوسین همراه نیست، اما اینطور به انتروسین الزاما با تولید با

نظر می رسد که محیط ها و اکوسیستم های مختلف به سطوح 

مختلفی از مکانیسم های دفاعی باکتریایی نیاز دارند و بنابراین 

 شودمیحضور ژن باکتریوسین اساس تولید باکتریوسین تلقی 

(. به عبارت ساده چنانچه یک سویه واجد ژن باکتریوسین، در 4)

یک اکوسیستم با شرایط سخت و حضور میکروارگانیسم های 

رقیب قرار بگیرد به ترشح باکتریوسین می پردازد، اما اگر همین 

سویه در محیط های غنی فاقد میکروارگانیسم های رقیب قرار 

گیرد برایش مقرون به صرفه خواهد بود که ژن تولید کننده 

ن فرضیه با این باکتریوسین را در حالت خاموش قرار دهد. ای

یافته ها که سلول باکتریایی با رشد در محیط های غنی و یا 
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محیط های فاقد میکروارگانیسم های رقیب مقادیر کمتری از 

 (.30ترکیبات ضد میکروبی را تولید می کنند سازگار است )

، احتمالا به دلیل Aتوزیع گسترده ژن ساختاری انتروسین 

ا در انتشار و همچنین دریافت مواد توانایی قابل توجه انتروکوک ه

ژنتیکی بین سویه ها و حتی ما بین جنس ها )از جمله بین 

(. مکانیسم های 33) باشدمیاستافیلوکوک ها و انتروکوک ها( 

انتقال ژنی که در انتروکوک ها به خوبی شناسایی شده اند شامل 

پلاسمیدهای کانجوگیتیو، پلاسمیدهای غیر کانجوگیتیو و 

(. بر اساس 34) باشدمیترنسپوزون های کانجگیتیو  همچنین

(، فراوانی ژنهای انتروسین بر اساس 4) Strompfovaتحقیقات 

که برای رسیدن به نتایج معتبر  باشدمیمتفاوت  هاآنخاستگاه 

نیاز به بررسی مجموعه های بزرگتر از سویه ها از مناطق 

 دیگر دارد.جغرافیایی مختلف و مقایسه مطالعات مستقل از یک

، حضور Aیر اساس نتایج این تحقیق، ژن ساختاری انتروسین 

را در نمونه های حیوانی نشان داد. در حالیکه در تحقیق  1/71%

Strompfova ( ژن ساختاری انتروسین 4و همکارانش ،)A  حضور

درصدی را در نمونه های حیوانی و محیطی مورد آزمایش  2/66

در این دو  Aحضور ژن انتروسین نشان داده است. تفاوت درصد 

تحقیق، احتمالا به دلیل متفاوت بودن حیوانات و منابع مورد 

 .باشدمیبررسی و نیز تفاوت اقلیم های جغرافیایی 

جهت بررسی فعالیت ضد میکروبی انتروسین ها در این 

حاوی ژن انتروسین  هایسویهتحقیق از مایع رویی کشت 

ول های باکتری بوده و در بردارنده استفاده شد. این مایع فاقد سل

مواد مترشحه به محیط از جمله باکتریوسین، اسید های تولید 

. برای باشدمیشده طی تخمیر قند ها، پراکسید هیدروژن و ... 

مشاهده فعالیت ضد میکروبی انتروسین ها با خنثی کردن محیط، 

تاثیر ضد میکروبی احتمالی ناشی از حضور اسید در محیط حذف 

شد. از سوی دیگر، غلظت پراکسید هیدروژن تولید شده توسط 

اسید لاکتیک بسیار ناچیز بوده و بر طیف ضد  هایباکتری

 (.31میکروبی باکتریوسین ها تاثیر نمی گذارد )

بر اساس نتایج تحقیق حاضر، در تکرارهای مختلف آزمون 

سنجش فعالیت باکتریوسین، طیف ضد میکروبی مایع رویی هر 

دچار تغییراتی شد که احتمالا به شرایط کشت باکتری، سویه 

سرعت نفوذ باکتریوسین به محیط جامد، سرعت رشد باکتری 

شاخص و میزان پایداری پلاسمید در هر سویه بستگی دارد. از 

گرم منفی بوسیله  هایباکتریسوی دیگر تا کنون مهار 

است  اسید لاکتیکی بسیار مورد مطالعه قرار گرفته هایباکتری

ولی گزارش های معدودی مبنی بر اثر باکتریوسین های تولید 

گرم  هایباکتریاسید لاکتیکی علیه  هایباکتریشده توسط 

منفی وجود دارد که احتمالا به دلیل وجود غشای خارجی بر روی 

اما ؛ (31) باشدمیگرم منفی  هایباکتریغشای سیتوپلاسمی در 

ز این تحقیق، انتروسین های با توجه به نتایج به دست آمده ا

 هایباکتریمورد بررسی دارای طیف مهارکنندگی رشد بر روی 

لیستریا مونوسیتوژنز، باسیلوس سرئوس و گرم مثبت همچون 
گرم منفی همچون  هایباکتریو  باسیلوس سوبتیلیس

سودوموناس آئروجینوزا، سالمونلا انتریکا سرووار تایفی موریوم و 
ی باشند. انتروسین های مورد بررسی همانند م اراروینیا آمیلوو

گزارشات پیشین، بیشترین تاثیر ضد میکروبی را بر روی باکتری 

نشان دادند. از  «لیستریا مونوسیتوژنز »آلوده کننده مواد غذایی 

سوی دیگر این باکتریوسین ها فعالیت ضدمیکروبی قابل توجهی 

سودوموناس و  ریکاسالمونلا انتگرم منفی  هایباکتریرا نیز علیه 
نشان دادند. از آنجاییکه سرووارهای مختلف سالمونلا  آئروجینوزا

نقش عمده ای در بیماری انسان و حیوانات و نیز تلفات دام و 

مورد مطالعه  هایسویهو نیز به دلیل خاستگاه گوارشی  طیور دارد

و توان زنده ماندن در شرایط سخت مسیر گوارشی، این 

مولد آن ها پتانسیل بالایی را جهت  هایسویهباکتروسین ها و 

بررسی بیشتر و استفاده به عنوان پروبیوتیک نشان می دهند. چرا 

که انتروسین های ترشح شده توسط این سویه ها همانند سایر 

، دارای فعالیت ضد هاآنگزارشات و در برخی موارد بیش از 

وده کننده میکروبی علیه عوامل پاتوژن سیستم گوارشی و نیز آل

 مواد غذایی می باشند.

در پایان شایان ذکر است که توزیع گسترده ژن های 

در یک  هاآنساختاری انتروسین به همراه امکان حضور ترکیبی 

سویه، موثر بودن انتروسین ها جهت کاهش رشد و از بین بردن 

و همچنین توانایی رشد  ایروده –عوامل پاتوژن سیستم گوارشی 

مولد انتروسین در شرایط محیطی موجود  هایسویهن و زنده ماند

مولد باکتریوسین مناسب  هایسویهدر روده، احتمال جداسازی 

نگهدارنده جهت استفاده به عنوان عوامل ضد میکروبی جایگزین، 

یا به عنوان پروبیوتیک را افزایش های زیستی در صنایع غذایی 

بیشتر در این زمینه داده است و این امر نیازمند تحقیق و بررسی 

 .باشدمی
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 تقدیر و تشکر

کمک هایشان  در راستای انجام این پروژههمه عزیزانی که  از

 آید. می دریغ ننمودند نهایت تشکر و قدردانی به عمل را

 تعارض منافع

 بین نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد.
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