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 چکیده  

میکروبی  شوند که خاصیت ضدهای اسید لاکتیک تولید میها به ویژه باکتری باکتریهایی هستند که توسط  ها پروتئینباکتریوسین

  انتروکوکوس فاسیوم های  ترکیباتی هستند که توسط برخی از سویه  L50Bو    L50Aشوند.  دارند و برای نگهداری غذاها استفاده می

از    انتروکوکوس فاسیومهای  در جدایه  L50Bو    L50A  انتروسینشوند. مطالعه حاضر به منظور جداسازی و تعیین فراوانی ژن  تولید می 

مورد   L50Bو    L50A  انتروسین   هاینمونه گوشت تهیه شد و شیوع ژن  80شهرستان شهرکرد انجام شد. در این تحقیق   گوشت در

  6/ 5  در  های بیوشیمیایی میکروبیولوژی مانند تست بایل اسکولین، رشدها با استفاده از روش باکتری گرفتند. جداسازی    بررسی قرار 

فراوانی    انتروسین،های  ژن  مربوط به  های مولکولی انجام شد. در حضور پرایمرهای اختصاصی، تخمیر پیرووات و تکنیکNaCl  درصد

از مجموع    L50Bو    L50Aهای  ژن این تحقیق  انتروکوک  درصد  5/82نمونه )  66نمونه مورد مطالعه    80تعیین شد. در  به  آلوده   )

جدایه   15در    L50Aتشخیص داده شدند.    انتروکوکوس فاسیوم( آلوده به باکتری  درصد  75/43نمونه )  35شناسایی شد که تعداد  

در گوشت، سایر   فاسیوم انتروکوکوس توجه به آلودگی نسبتاً بالای درصد( گزارش شد. با 40جدایه ) 14در  L50Bدرصد( و  85/42)

 شود. تولید شده توسط این باکتری توصیه میهای  انتروسین مطالعات برای خواص ضد میکروبی  

 . L50A  ،L50B،  گوشت ،  انتروسین   انتروکوکوس فاسیوم، ی:دیكل كلمـات 

. 
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 مقدمه 

 هاباکتری هستند، این پراکنده محیط در وسیعی طورو به روندهای منتقله از مواد غذایی به شمار میباکتریاز انواع   هاانتروکوک

 عنوانبه هاانتروکوک  .(2  و   1)باشند  ساکن می سبزیجات و  گیاهان خاک، آب، حیوانات، در یا  انسان گوارش  دستگاه در معمولاً

 و هالاکتوباسیل بر هاآن پنیرها؛ از بعضی در و شده داده تشخیص لبنی هایفرآورده از بسیاری طبیعی میکروفلور از مهمی بخش

طور فراوان در محصولات لبنی یافت  ها کاربردهای مهمی در صنعت لبنیات دارند و بههستند. این باکتری ها غالبلاکتوکوکسی

 دهند. مقاومتمی تشکیل را  انسان و پستانداران  از  بعضی روده میکروبی طبیعی فلور  از  قسمتی چنینهم ها(. آن3-5)شوند  می

 رشد قلیایی و اسیدی هایمحیط در توانندمی گردد ومی ایروده خارج  محیط  در هاآن رشد توانایی باعثها  باکتری این استثنایی

 بین سایر در را فراوانی بیشترین که هایی هستندگونه دورانس انتروکوکوس و فاسیوم انتروکوکوس ، فکالیس انتروکوکوسکنند.  

تنها یکی از اعضای مهم فلور نرمال دستگاه گوارش اکثر موجودات   نهها  انتروکوکوس.  (6  و   4،  3)اند  ه داد اختصاص خود به هاگونه

از بیماریهای گستردهخونگرم نظیر انسان هستند، بلکه توانایی ایجاد زمینه از  و بههای عفونی را دارا هستند  ای  عنوان یکی 

های  ترین عوامل مسبب عفونتباشند. شایعهای جدید در بیماران بستری در بیمارستان مطرح میعوامل عمده ایجادکننده عفونت

های گوشتی تخمیر بسیاری از فرآورده(.  7و    3) باشندمی  انتروکوکوس فاسیومو    انتروکوکوس فکالیسها،   در بیمارستانجدید  

رسیدن و بهبود عطر، خواص پروبیوتیک و تولید مواد ضد    ها درحاوی انتروکوک هستند و فواید زیادی ازجمله سهم آنشده نیز  

ها و  پذیری به انواع محیط مقاومت نسبت به درجه حرارت پاستوریزه شدن؛ سازش (.  8)شده است    ها نسبت دادهمیکروبی به آن 

 باشد. انواعها میو تحمل غلظت نمک( از خصوصیات انتروکوک  pHین، گستره  )درجه حرارت بالا و پای شرایط مختلف رشد

های  نقش دارند. پژوهش غذا از منتقله  هایبیماری ایجاد در مختلف هایمکانیسم ها باآن هایتوکسین یا هامیکروارگانیسم از زیادی

گونه که  است  آن  از  حاکی  تولیمتعدد  باکتریوسینهای    و   3استرپتوکوکوس ،  2لاکتوکوکوس  ،1لاکتوباسیلوسشامل:  ها  دکننده 

 مثبت شامل: گرم هایباکتری علیه ضد میکروبی فعالیت با ها؛ پپتیدهای کوچکیباکتریوسین (.  10و    9)  باشندمی  انتروکوکوس

شوند  دستگاه گوارش انسان تجزیه میوسیله پروتئازها در  و سریعاً به  باشند زا میبیماری هایباکتری یا فساد عامل هایباکتری

ها  تازگی گروهی از آنشوند و به  می  گروه تقسیم  چهارهای اسیدلاکتیک، به  از باکتریهای جداشده  باکتریوسین   .(12و    11)

گروه در  و  شده  می    Vشناسایی  میباکتریوسین    Iگیرند. کلاس  قرار  کوچکی  کننده  ممانعت  پپتیدهای   ΙΙ باشند. کلاسها 

باشند؛  می  ΙΙcو کلاس    ΙΙb، کلاس  ΙΙaباشند و شامل کلاس  های کوچک و مقاوم به حرارت میها شامل پروتئینباکتریوسین

 عنوان بهها  باکتریوسین   IV باشند؛ کلاسکه مقاوم به حرارت نمیباشد  های بزرگ میها شامل پروتئین  باکتریوسین  ΙΙΙکلاس  

میباکتریوسین کربوهیدرات  یا  چربی  حاوی  پیچیده  توسط  باکتریوسین    باشند.های   4انتروسین  را،  هاانتروکوکوستولیدشده 

 توسط عمدتاً هاانتروسین  (.14و    13،  4)شوند  داده می قرار   IIIو کلاس     IIcکلاس ، IIaکلاس ،I  در کلاس هاانتروسیننامند.  می

سیتوپلاسمی   ها غشاءباکتریوسین  ا مانند بیشترهانتروسین(.  15و    4) شوند ترشح می فکالیس  انتروکوکوس   ،فاسیوم انتروکوکوس

مطالعات متعدد  (.  4) شوندآن می رفتن بین از باعث ایجاد کرده و منفذ غشاء سیتوپلاسمی در هادهند؛ آنمی اولیه قرار را هدف

 فعالیت  دلیل به  (.15و    4)شوند  زا در دستگاه گوارش حیوانات میهای بیماریها باعث کاهش باکترینتروسیندهد انشان می

 بیشتر، طبیعی حفاظت  برای کنندگانمصرف تقاضای نیز و غذایی مواد طریق  از شوندهمنتقل هایپاتوژن علیه ترکیبات این

 مطالعه  مورد غذایی مواد در هاآن  از استفاده و شوندمی غذایی پیشنهاد مواد در زیستی  هاینگهدارنده عنوانبه هاباکتریوسین

 
1  .  Lactobacillus 

2 .   Lactococcus  

3  .  Estreptococcos  

4  .  Enterocin 
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شده    تولید   L50Bو    L50A  انتروسینهای  از آنجا که تاکنون تحقیقی در مورد فراوانی ژن  (.16و    13)است   قرارگرفته  فراوان

در شهرستان شهرکرد صورت نگرفته است در این تحقیق بر آن شدیم تا به فراوانی  در گوشت قرمز    انتروکوکوس فاسیومتوسط  

 جداشده از گوشت قرمز در شهرستان شهرکرد بپردازیم. انتروکوکوس فاسیومهای ها در جدایهاین ژن

 هامواد و روش

 ها آوری نمونهجمع

بازار شهرکرد    گوشت قرمز از مراکز عرضه گوشت نمونه   80ماه از    ششطی    انتروکوکوس فاسیومهای باکتری  در این تحقیق سویه 

 آوری شد.جمع 

 انتروكوكوسهای جنس جداسازی سویه

آزیدآگار استفاده شد. برای این منظور   -های انتروکوکوس از محیط کشت اختصاصی کانامایسین اسکولینجداسازی باکتریبرای  

لیتر از محلول میکرو  300مخلوط و یکنواخت گردید. سپس مقدار    PBSلیتر بافر  میلی  10گرم از هر نمونه گوشت توزین و با    پنج

گراد  درجه سانتی  37ساعت در دمای    24ت  ایسین اسکولین آگار پخش گردید و به مدمورد نظر در یک پلیت حاوی محیط کانام

  گذاری مورد بررسی قرار گرفتند های رشد یافته در هر پلیت پس از سپری شدن مدت گرمخانهینگرمخانه گذاری شدند. کل

(17.) 

 های بیوشیمیایی شناسایی با استفاده از روش

اکسیداز، رشد در حضور  رنگبه وسیله  ها  تمام سویه کاتالاز،  آرابینوز،   درصد   5/6آمیزی گرم، تست  قندهای  تخمیر  و  نمک 

حرکت کوکسی گرم مثبت، کاتالاز منفی و بی  انتروکوکوس فاسیوممانیتول، سوربیتول، لاکتوزو سوربوز تعیین هویت گردیدند.  

باشد.  کند اما قادر به تخمیر قندهای سوربیتول و زایلوز نمیمیرا تخمیر  باشد. قندهای ساکارز، لاکتوز، مالتوز و مانیتول  می

 (.6) باشد آگار نیز می اسکولین چنین قادر به هیدرولیز محیط بایلهم

 جدا شده  هایتشخیص مولکولی جنس و گونه باكتری

برای تشخیص جنس این تحقیق  با    انتروکوکوس  در  پلیمراز مرتبط  نیز جهت شناسایی گونه   16srRNAاز واکنش زنجیره  و 

از طریقسویه  پلیمراز ژن سوپر اکسید   تشخیص داده  انتروکوکوس  هاجنس آن PCR هایی که  از واکنش زنجیره  شده است، 

و طبق راهنمای  1سینا ژن()شرکت    DNAبا استفاده کیت استخراج   DNAاستخراج  .  شوددیسموتاز وابسته به منگنز استفاده می

لیتر  میکرو  25مشترک بوده و به شرح زیر در حجم نهایی    فسیوم  گونه  و  انتروکوکوس  برای جنس  PCRواکنش    .آن استخراج شد

dNTP1 (mM 10 )، (mM50  ) میکرولیتر 1 لیتر(،میکرو 5/2)PCR buffer 10x میکرو لیتر،  1 شدهاستخراج   DNAمتشکل از

) Mgcl2  3/0   لیترمیکرو(  هرکدام از پرایمرهای ،F    و)  R1  لیتر (میکرو  2/0)  تک پلیمراز  ، آنزیم(  لیترمیکروSmar Taq DNA 

Polymerase    16برای تکثیر ژن  برنامه واکنش زنجیره پلیمراز  صورت گرفت.    لیتر آب مقطرمیکرو5/18وsrRNA    و ژن فسیوم

درجه   95سیکل از دناتوراسیون در    30با  درجه سلسیوس، سپس محصولات    95در    اولیه دناتوراسیوندقیقه    5 :بدین شرح بود

دقیقه   درجه سلسیوس برای یک  72و گسترش در    یک دقیقهدرجه سلسیوس برای    55ر  ثانیه، اتصال د  30سلسیوس برای  

آمیزی  وفورز شده و سپس با رنگدرصد الکتردو لیتر از محصولات واکنش زنجیره پلیمراز در ژل آگارز چهار میکروتکثیر یافتند. 

 (. 6)شد اتیدیوم بروماید مشاهده 

 
1  .  DNPTM (CinnaGen) 
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 انتروكوكوس فاسیوم در جدایه های     L50Bو    L50A  انتروسین  هایمنظور ردیابی ژنبه   PCRآزمایش  

شده    نشان داده  توسط باکتری از توالی پرایمرهای  تولیدشده  L50Bو    L50Aهای  نتروسینمنظور بررسی فراوانی ژن مربوط به ابه

واکنش  جداگانه انجام شد.    PCRبه نزدیک بودن اندازه باندها برای هر ژن واکنش  . با توجه  شداستفاده    شماره یکدر جدول  

PCR   (.18)گرفت میکرو صورت  25برای هر ژن در حجم نهایی 

 ها توالی پرایمرهای مورد استفاده برای ردیابی ژن  . 1جدول 

 نتـایج 

 انتروكوكوس  16srRNAژن    یابیرد

قرار گرفتند.    یجداشده مورد بررس  ی هایباکتر  ،  16srRNA  ژن  یتوالجنس انتروکوکوس در حضور    یقطع  صیمنظور تشخبه

 شده است. نشان داده شماره یکدر شکل  ج یداده شدند. نتا صیمثبت تشخ یازب جفت 733 باند  داشتن با هانمونه  یتمام

( گوشت درصد  5/82نمونه )  66  مطالعه  موردنمونه گوشت    80مجموع    در این تحقیق براساس آزمایشات مولکولی میکروبی از

  تشخیص داده شدند.فاسیوم  انتروکوکوس( آلوده به باکتری درصد 75/43نمونه ) 35آلوده به انتروکوک شناسایی شد که تعداد 

 دهد. را نشان می انتروکوکوس فاسیومجهت ردیابی گونه   PCRالکتروفورز محصولات   شماره دوشکل 

Genes Oligonucleotide Sequence (5′-3’) 
Size 

(bp) 

 

Annealing 

 

 

Refrences 

 

16srRNA 

Enterococcus 

TCAACCGGGGAGGGT 

ATTACTAGCGATTCCGG 
733 55 

 

6 

E. faecium 
ACA ATAGAAGAATTATTATCTG 

CGG CTG CTT TTT TGA ATT CTT CT 
214 55 

 

6 

Enterocin 

L50A 

ATGGGAGCAATCGCAAAA  

TTAAATATGTTTTTTAATCCA 
135 45 

18 

Enterocin 

L50B 

ATGGGAGCAATCGCAAAA  

TTAATGTCTTTTTAGCCA 
280 45 

18 
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:کنترل منفی،    1جفت بازی فرمنتاز. ستون   1000: مارکر M ستون  انتروکوکوس.  16srRNAژن    PCRالکتروفورز محصولات    . 1 شکل

 ی بررس موردی هانمونهجفت بازی مربوط به   733: باند 2-5ای  هستون

 
: کنترل  1جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر Mتون س.  فاسیومجهت ردیابی گونه انتروکوکوس     PCRالکتروفورز محصولات    . 2 شکل

 جفت باز  214ی واجد باند بررس مونه مثبت مورد(: ن2-6ی )هامنفی، ستون

 انتروكوكوس فاسیوم های  در جدایه  L50Bو    L50A  انتروسین  های ردیابی ژن  نتایج مربط به

  85/42ایزوله )  15  در    L50A  انتروسین، ژن مربوط به  گوشت قرمزجدا شده از    اسیومانتروکوکوس فایزوله    35در این تحقیق از  

 (. 4 و 3گزارش گردید )شکل  (درصد 40) ایزوله 14در   L50B  انتروسین ژن مربوط به و (درصد
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: کنترل منفی،  1جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر Mستون .  L50A  جهت ردیابی ژن مربوط به   PCRالکتروفورز محصولات    . 3شکل 

 جفت باز   135بررسی واجد باند  های مثبت مورد  (: نمونه4-2های )ستون

 
: کنترل منفی،  7جفت بازی فرمنتاز، ستون   100: مارکر Mستون .  L50B  جهت ردیابی ژن مربوط به   PCRالکتروفورز محصولات    . 4شکل 

 جفت باز 280های مثبت مورد بررسی واجد باند (: نمونه6-1های )ستون

 بحث  

-به  ریبوزومی صورتبه شونده سنتز  )خارج به  مترشحه  میکروبی ضد پپتیدهای (هاباکتریوسین تولید جهت هاانتروکوک توانایی

 بین در هاژن  ترکیب بروز بالای احتمال همراه به انتروسین ساختاری هایژن بالای تنوع و فراوانی.  است شدهشناخته  وبیخ

 غذایی، صنایع پزشکی، علوم  در استفاده جهت مؤثر باکتریوسین  دکنندهیتول هایسویه  جداسازی امکان افزایش به منجر ها،سویه

 علت به هاانتروسین اخیراً(.  19و    17)  است شده  دامپزشکی در یریکارگبه  نیز و انسان یا حیوانات سلامت  ارتقاء جهت پروبیوتیک

  و   9،  7،  5) اندقرارگرفته  توجه   مورد بسیار حیوانیو   انسانی غذایی  مواد در زیستیهای  نگهدارنده عنوانبه هاآن از استفاده قابلیت

 مسیر  در پاتوژن هایباکتری کاهش یا درکنترل را هاانتروسین تولیدکننده هایسویه یا هاانتروسین  توانایی مختلف مطالعات  .(17

ااشریشیاکلی و سالمونلا ،کمپیلوباکتر  های گونه )  حیوانات و انسان(  ایروده  -  ایمعده)  گوارشی (.  20و    7)اند  کرده ثبات( 

مجموع   یق ازدر این تحق(. 12و  4)شوند آن می رفتن بین از دهند و باعثاولیه قرار می سیتوپلاسمی را هدف غشاء هانتروسینا

( آلوده به  درصد  75/43نمونه )  35( آلوده به انتروکوک شناسایی شد که تعداد  درصد  5/82نمونه )  66  مطالعه  موردنمونه    80

فاسیوم  باکتری   داده شدندانتروکوکوس  فایزوله    35از    .تشخیص  از    اسیومانتروکوکوس  قرمزجداشده  به گوشت  مربوط  ژن   ، 

در    گزارش گردید.  (درصد  40)  ایزوله  14در    L50B   نتروسینه اژن مربوط ب  و   (درصد  85/42ایزوله )  15  در  L50A  انتروسین
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های بیوشیمیایی و  تست  انتروکوک با استفاده ازی  هابندی و شناسایی سویهتحقیقات انجام شده در سراسر جهان، گروه  بیشتر

برای سویه تنها  نمونهفنوتیپیک،  از  انجام میهایی مشخص که معمولا  انسانی جدا می شوند  بنابراین  های  است شود؛    ممکن 

همزمان چند گونه در یک نمونه، به روش بیوشیمیایی    جداشده از منابع غیر انسانی به دلیل حضور  هایشناسایی دقیق سویه

   16s rRNAبا  مرتبط PCR از واکنش  معمولاهای باکتریایی  انتروکوکوس همانند سایر جنس   برای تشخیص جنسد.  میسر نباش

استفاده شد، که    PCR  از تکنیکانتروکوکوس فکالیس  های انتروکوکوس و  برای تایید جدایهنیز  این تحقیق    در   ود. شاستفاده می

جدایه تایید  جهت  تکنیک  این  از  نیز  همکاران  و  کردند  صالحی  استفاده  خود  و  (.  6) های  ژن    هایفراوانی،  همکاراناوزدمیر 

درصد   2/72  ،درصد  1/98  ،درصد  100جداشده از منابع مختلف به ترتیب    انتروکوکهای  درایزوله    L50A/Bو A،B ، P  انتروسین

نیز جهت بررسی   استرومپفوا و همکاران  (.21)که نتایج این تحقیق برخلاف نتایج تحقیق ما است    گزارش کردنددرصد  9/62و  

استفاده    PCRاز تکنیک   غذا( و مختلف )حیوان منشأ  از سویه انتروکوکسی 427 در را  Aو   L50B، P،B انتروسینهای  حضور ژن

 هایژن بیشترین   P وA های  انتروسین بودند.    انتروسین ساختمانی ژن چند یا یک حاوی سویه  234 نتایج آنها اساس کردند، بر

یافت   فاسیوم  انتروکوکوس هایسویه میان بیشتر در  A انتروسینهای انتروکوکوس بودند. ژن شده در بین سویه  یافت ساختمانی

.  ( 22)  یافت شدند فکالیس انتروکوکوس  و انتروکوکوس فاسیوم   هیسو  دو هر  در بیشتر   L50B،  B،  P  انتروسین  هایژن شد. ولی

فاوت درصد  ت  (. 6)  گزارش کردندنمونه های حیوانی  در    درصد 8/73  ، راA  نتروسینساختاری اصالحی و همکاران فراوانی ژن  

بررسی و نیز تفاوت اقلیم    منابع موردحیوانات و    تحقیقات مختلف احتمالا به دلیل متفاوت بودن  در  انتروسینهای  حضور ژن  

   .باشد های جغرافیایی می 

 شنهادهایپو   كلـیی  ریگ  جهینت

صورت گرفته است. تحقیق حاضر حاکی از شیوع    L50Bو     L50A  انتروسین  هایتحقیقات بسیار محدودی در مورد فراوانی ژن

های زیاد ژن  نسبتاًباشد. با توجه به شیوع  از گوشت قرمز می  جداشدهکوکوس فاسیوم  های انتروها در ایزولهزیاد این ژن  نسبتاً

ی خواص ضد قرمز تحقیقات بیشتر جهت بررس  جدا شده از گوشت  انتروکوکوس فاسیوم  هایایزوله  در   L50Bو    L50A  انتروسین

                                                                                               رسد.میکروبی این ترکیبات ضروری به نظر می

 تقـدیر و تشـکر 

 نماییم. می ند تشکر اهدر نگارش این مقاله یاری رسانداز تمامی کسانی که 

 تعارض منافع 

 .ع و هماهنگی آنها ارسال شده استتضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این مقاله با اطلاگونه هیچ
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Abstract 

Bacteriocins are proteins produced by bacteria, especially lactic acid bacteria, which have antimicrobial 

properties and are used to preserve foods. L50A and l50B are the compounds produced by some Enterococcus 

faeicum strains. The present study was conducted to isolate and determine the frequency of enterocin L50A 

and L50B genes in E .  faecium isolates from meat in Shahrekord, Iran. In this research, 80 meat samples were 

prepared, and the prevalence of l50A and l50B enterocin genes were studied. The bacteria were isolated using 

biochemical microbiology methods such as the bile esculin test, growth in NaCl 6.5%, pyruvate fermentation, 

and molecular techniques. In the presence of specific primers for enterocin genes, the frequency of l50A and 

l50B genes was determined. In this research, out of a total of 80 studied samples, 66 samples (82.5%) were 

infected with Enterococcus, of which 35 samples (43.75%) were infected with E. faecium bacteria. L50A was 

determined in 15 isolates (42.85%), and L50B was determined in 14 isolates (40%). Due to the relatively high 

contamination of E. faecium in meat, other studies for antimicrobial properties of enterocrins produced by this 

bacterium are recommended 
Keywords: Enterococcus faecium, Enterocin, Meat, L50A, L50B 
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