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 چکیده  

اخیر توجه    روند. در مطالعات ها خاصیت ضد میکروبی دارند و برای نگهداری غذا به کار میهای تولید شده توسط باکترییوسینباکتر

  100در این مطالعه تعداد  های مواد غذایی معطوف شده است.  ارنده عنوان نگهدها بهگیری از آن بهره   ها جهتای به این باکتری ویژه 

بررسی    های انتروسین موردپس از جداسازی باکتری و تشخیص قطعی در حضور پرایمرهای اختصاصی مربوط به ژن  مرغ،نمونه گوشت  

، ژن  (درصد 18/30)ایزوله    16در    Pانتروسین  ، ژن مربوط به  (درصد  07/32)ایزوله    17در    Aانتروسین  ژن مربوط به    .قرار گرفتند

  مشاهده   (درصد 86/18)ایزوله    10زمان چند ژن با همدیگر در    وجود هم  .بود  (ددرص 21(ایزوله    11در    As-48انتروسین  مربوط به  

ایزوله    2در    As48و    A  هایانتروسین ژن مربوط به   ،درصد(  43/9)ایزوله    3 در  Pو  A های  انتروسین گردید به طوری که ژن مربوط به  

مشاهده گردید. با توجه به حضور تعداد نسبتاً   (درصد 66/5)  ایزوله  3در    As48و    A، Pهای  انتروسین، ژن مربوط به  (درصد  77/3(

ژن  از  ایزولهزیادی  در  انتروسین  فکالیسهای  های  مرغ  انتروکوکوس  از گوشت  بررسی خواص ضد    ،جداشده  تحقیقات جهت  انجام 

 . رسدشده توسط این باکتری ضروری به نظر می   های تولیدمیکروبی انتروسین 

 . As-48انتروسین    ،P، انتروسین  Aانتروسین ،  فکالیس  مرغ، انتروکوکوس  گوشت كلیدی: كلمـات 
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 مقدمه 

و در دستگاه گوارش پستانداران، مدفوع انسان، محصولات لبنی،   دنباشیمهوازی  های گرم مثبت و بیباکتری  هاانتروکوکوس

  های  محیطی حائز  اهمیت دلیل  توانایی  خود  برای  انطباق  با  تنشبه   ها این ارگانیسم .  دنشویمسطح گیاهان و حشرات یافت  

 دبه راحتی در محیط زیست گسترش پیدا کنندهد  که   ها  اجازه  میدارند  به  آن  ها  استحکام ذاتی که  این باکتری  .باشند می

رویه و بـدون  ها مرتبط هستند. مـصرف بی  یماریب  ریو سا  تی اندوکارد  ،یسم  یها با سپتوسانتروکوک  ،وریدر ط. گزارش شده  (1)

  های مقاوموسیکی از عوامل ظهور انتروکوک ها در غذای دام و طیوربیوتیکآنتی بعضی استفاده از  ها و همبیوتیکنـظارت آنتی

به از طریق غذا    یکروبیضد ممواد    مقاوم به  یهاوسدر مورد انتقال انتروکوک  ییهاینگران  ی است.  امروزهکروبیضد م  به مواد

را به خود    انسان و حیواناتطیف وسیعی از میکروبیوم روده  گونه های مختلف انتروکوکوس  . (3  و  2)  انسان گزارش شده است

 و غذایی مواد هایاز نمونه جدا شده گونه های اغلب فاسیوم انتروکوکوس و  فکالیس انتروکوکوس.  (5  و  4)ند  ااختصاص داده

درصد    65ها را عامل  دارا هستند. امروزه آن را محیطی زیست شرایط نامناسب در ماندن برای زنده توانایی که  هستند بالینی

انتروکوکوس ها اغلب در محصولات طبیعی تهیه شده از مواد خام )شیر و    . ( 8و    7،  6)   کنندعقونت های بیمارستانی ذکر می  

می یافت  اند  دیده  حرارت  تیمار  که  محصولاتی  و  به  زیرا  شوند،  گوشت(  نسبت  حرارتمقاومت  شدن،  درجه  ،  پاستوریزه 

  ی کروبیضد م  یدهایپپت  دیتول  یها براوسانتروکوک  ییتوانا  امروزه  (.9)  دارند و شرایط مختلف رشدها  محیطبه انواع    یریپذسازش

سلول طرا  (1هانیوسیباکتر) شده    آزاد  یخارج  استشناخته  یخوببه  ،بوزومیر  قیز  تول(.  7)  شده  توسط   شده   دیباکتریوسین 

فراوانی و تنوع بالای  .  باشندیمها، پپتیدهای کوچک با فعالیت ضد میکروبی  باکتریوسین  نامند.می  انتروسین ها را،انتروکوکوس

نوترکیبی  هاژن  بروز  بالای  احتمال  به همراه  انتروسین  بین    ها ژنی ساختاری  امکان جداسازی هاهیسودر  افزایش  به  ، منجر 

غذایی و پروبیوتیک جهت ارتقاء سلامت حیوانات پزشکی، صنایعدر علومباکتریوسین مؤثر جهت استفاده    دکننده یتولی  هاه یسو

 . (10 و  8)یا انسان شده است 

برای  کنندگانمصرف تقاضای نیز و موادغذایی از طریق شونده منتقل  های پاتوژن علیه هاباکتریوسین فعالیت   دلیل بهامروزه  

  مواد  در ها از آن استفاده و شوندمی پیشنهاد غذایی  مواد در زیستی هاینگهدارنده  عنوان به هاباکتریوسین بیشتر، طبیعی حفاظت

 . (11 و 7) است گرفته قرار فراوان مطالعه مورد غذایی

 هستند.   P  انتروسین  و  As-48، انتروسین  A  انتروسین  ها،انتروکوکوسهای تولید شده توسط  انتروسین   ترینگزارش شده مهم

بیوتیک پپتیدی  این  انتروسین  به عنوان  آنتی.  بود  انتروکوکوس فکالیس   اولین  انتروسین  خالص  شده  توسط   As-48 انتروسین

است شده  توصیف  برتری  باکتری توسط  باکتریوسین  چند یا یک سنتز  توانایی. حلقوی   تواندمی زیرا  گرددمی محسوب یک 

تاکنون تحقیقی در مورد   که   جاآن  از.  (14-12)کند   فراهم خود و تکثیر بقا  برای را  فرصتی کند و را حذف رقیب هایباکتری

از گوشت مرغ در    جداشدهانتروکوکوس فکالیس  تولید شده توسط    As-48انتروسین  و    P  انتروسین،  Aی انتروسینهاژنفراوانی  

 انتروکوکوس فکالیس های تولید شده توسط  شهرستان شهرکرد صورت نگرفته است، هدف از این مطالعه بررسی فراوانی انتروسین 

 شهرستان شهرکرد بود.  در گوشت مرغ در
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 هامواد و روش

 های میکروبي و شرایط كشت جداسازی سویه

منظور بررسی فراوانی  های عرضه گوشت طیور در شهرستان شهرکرد، بهنمونه گوشت مرغ از فروشگاه  100در این تحقیق تعداد  

از    مورد  AS-48و   A, P انتروسینهای  ژن  عنوان به   ATCC 29212 انتروکوکوس فکالیسبررسی قرار گرفتند. در این تحقیق 

مخلوط   PBSلیتر بافر  میلی 10گرم از هر نمونه گوشت توزین و با    پنج منظور جداسازی باکتری  بهکنترل مثبت استفاده گردید.  

نظر در یک پلیت حاوی محیط کانامایسین اسکولین آگار پخش   میکرولیتر از محلول مورد  300و یکنواخت گردید. سپس مقدار  

رشد یافته در هر پلیت پس از  های  کلنی(.  16و    15)    شدند گراد انکوبه  درجه سانتی  37دمای    ساعت در  24ت  گردید و به مد

آمیزی گرم، تست کاتالاز، اکسیداز، رشد در  نظر رنگ  ها ازبررسی قرار گرفتند. تمام سویه  شدن مدت انکوباسیون موردسپری  

 . (16و  15) گردیدند نمک و تخمیر قندهای آرابینوز، مانیتول، سوربیتول، لاکتوز و سوربوز تعیین هویت درصد  5/6حضور 

 های ایزوله شده تشخیص مولکولي جنس و گونه باكتری

باکتریبه تائید تشخیص  و  مولکولی  استخراج  منظور تشخیص  روی محیط کشت،  بر  رشد کرده  استفاده کیت    DNAهای  با 

  های موردشده از نمونه  استخراج  DNA)شرکت سیناژن( و طبق راهنمای آن انجام شد. جهت ارزیابی کیفیت    DNAاستخراج  

شده از دستگاه بایوفوتومتر استفاده   استخراج  DNAمنظور کمیت سنجی  مطالعه از روش الکتروفورز روی ژل آگارز استفاده شد. به

  PCRنانوگرم بودند جهت مراحل بعدی و انجام آزمایش    50که دارای کیفیت مناسب و کمیتی معادل    DNAهای  نمونهشد،  

 (. 16) انتخاب گردیدند 

 روكوكوس فکالیسانت  16SrRNA ن  ژردیابي  منظور  به  PCRآزمایش  

 (. 17) انجام شد  2008در سال  همکاران  طبق پروتوکل صلاح  و   انتروکوکوس فکالیس   16SrRNAردیابی ژن

 As-48 انتروسین و    P  انتروسین ، Aانتروسین  های  ردیابي ژنمنظوربه  PCRآزمایش    

  های نشان داده در حضور زوج پرایمر  انتروکوکوس فکالیس  EnterocinA, Enterocine p, Enterocine As-48 هایردیابی ژن

انجام میکرولیتر    25صورت جداگانه برای هر چهار ژن، در حجم نهایی  بهPCR واکنش  شده در جدول شماره یک انجام گرفت.  

 .نشان داده شده است شماره یکشد شرایط واکنش و پرایمرها در جدول 
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 پرایمرهای مورد استفاده در این واکنش   . 1ل جدو

 منبع PCRبرنامه 
اندازه  

 (bp)محصول

Anealing 

(°C) 
 ژن  (’3–’5) توالي پرایمر

 35، دقیقه 15 درجه 95

 درجه94تکراری سیکل

 45 درجه 68،ثانیه 20

 ثانیه 15درجه  72 ثانیه،

 72 انتهایی سیکل 1 و

 دقیقه  7 درجه

 

17 138 68 
 CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG

CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC 
16S rRNA 

 40 دقیقه، 4 درجه 94

 95 تکراری سیکل

 درجه 58ثانیه، 45درجه

  35درجه  72  ثانیه، 30

 انتهایی سیکل 1 و  ثانیه

 دقیقه  10درجه  72

 

18 155 58  AAATATTATGGAAATGGAGTGTAT

GCACTTCCCTGGAATTGCTC 
Enterocin 

A 

 40 دقیقه، 4 درجه 94

 95 تکراری سیکل

 درجه 56ثانیه، 45درجه

  35درجه  72  ثانیه، 30

 انتهایی سیکل 1 و  ثانیه

 دقیقه  10درجه  72

 

18 121 56 
TATGGTAATGGTGTTTATTGTAA        

ATGTCCCATACCTGCCAAAC       
Enterocin 

P 

 40 دقیقه، 4 درجه 94

 95 تکراری سیکل

 درجه 58ثانیه، 45درجه

  35درجه  72  ثانیه، 30

 انتهایی سیکل 1 و  ثانیه

 دقیقه  10درجه  72

 

18 339 56 
GAGGAGTATCATGGTTAAAGA  

ATATTGTTAAATTACCAA       
Enterocin 

AS-48 

  نتـایج

 های میکروبیولوژینتایج مربوط به بررسي

جداشده از گوشت مرغ در شهرستان   انتروکوکوس فکالیسهای  در ایزوله  A, p, As-48های  انتروسینمطالعه حاضر باهدف تعیین  

گرفت.   صورت  فکالیس شهرکرد  مثبت،   انتروکوکوس  گرم  بی کوکسی  و  منفی  میکاتالاز  قندهای  حرکت  باکتری  این  باشد. 

چنین قادر به هیدرولیز باشد. همکند، اما قادر به تخمیر قندهای آرابینوز و سوربوز نمی سوربیتول، مانیتول و لاکتوز را تخمیر می
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( آلوده به درصد 53)  نمونه 53مطالعه نمونه گوشت مورد 100باشد. در این تحقیق از مجموع آگار نیز می اسکولین  حیط بایلم

 تشخیص داده شد.   انتروکوکوس فکالیسباکتری 

 فکالیس   انتروكوكوس  16S rRNA ردیابي ژن  نتایج مربوط به  

منظور تشخیص قطعی باکتری به  درصد یکشده روی ژل آگارز    استخراجهای  DNA و بررسی کیفیت    DNAپس از استخراج  

های دارای  بررسی قرار گرفتند. تمامی نمونه  شده مورد   های جدا، باکتری16S rRNAدر حضور توالی ژن    انتروکوکوس فکالیس 

 شده است. ( نشان داده 1جفت بازی مثبت تشخیص داده شدند. نتایج در شکل )138باند 

  
: کنترل  1جفت بازی فرمنتاز. ستون    100: مارکر  L. ستون  فکالیسانتروکوکوس    16S rRNAژن    PCRالکتروفورز محصولات    . 1شکل 

 بررسی.  های موردجفت بازی مربوط به نمونه   138باند    5و    4،  3های  کنترل مثبت. ستون   2منفی. ستون  

جداشده از گوشت انتروكوكوس فکالیس    های در ایزوله  A, p, As-48های  انتروسینهای  نتایج مربوط به ردیابي ژن

 مرغ 

،  درصد(   07/32)ایزوله    17در    Aانتروسین  جداشده از گوشت مرغ ژن مربوط به    انتروکوکوس فکالیس ایزوله    53در این تحقیق از  

گزارش گردید.     درصد(  21)ایزوله    11در    As-48، ژن مربوط به انتروسین  درصد(  18/30)ایزوله    16در    Pانتروسین  ژن مربوط به  

  سه در A ،Pهای انتروسین که ژن مربوط به طوریمشاهده گردید به درصد( 86/18)ایزوله   10زمان چند ژن باهم در وجود هم

ایزوله سه در  Pو   A ،As-48و ژن مربوط به  (درصد77/3)ایزوله  2در   A ،As-48 انتروسین، ژن مربوط به درصد( 43/9) ایزوله

 (. 4-2 )شکل مشاهده گردید درصد(   66/5)

 
:کنترل    3ستون،  مثبتکنترل  :2جفت بازی فرمنتاز. ستون    100مارکر  :  1. ستون  Enterocin Aژن    PCRالکتروفورز محصولات    . 2شکل 

 بررسی   های مثبت موردبازی مربوط به نمونه   جفت155  باند  6و    5،  4های  ستونمنفی.  

  
های   :کنترل منفی. ستون 9جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر  1. ستون  Enterocin pژن    PCRالکتروفورز محصولات    . 3شکل 

 های مثبت مورد بررسی جفت بازی مربوط به نمونه121واجد باند  2،3،4،5،6،7،8
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کنترل منفی.  :2: ستون  جفت بازی فرمنتاز   100مارکر  :  1ستون    . As-48  Enterocinژن    PCRالکتروفورز محصولات    . 4شکل 

 بررسی   های مثبت موردجفت بازی مربوط به نمونه 339باند    6و  5،4،3های  ستون 

   بحث

دستهباکتریوسین باکتر  ایها  توسط  که  هستند  مواد  م  هایاز  باکتر  شوندیتولید  سایر  رشد  از  م   های و  .  کنندیممانعت 

پروتئازها در دستگاه گوارش   لهیوس  به  عاً یسر  وهستند  فعالیت باکتریوسیدالی  دارای    هابوزوم یتوسط ر  ی سنتز شدههاباکتریوسین

ها با تولید باکتریوسین در  انتروکوک  دهد یم، نشان  2006  و همکاران در سال Messi. مطالعات  (9  و   7)  شوند یم  تجزیهانسان  

مقاومت نسبت به درجه حرارت  .(19)هستند  ی نقش به سزایی  دارا  ریپندر    طعم   و  عطر، تولید  دنیرس  درمحصولات لبنی،  

ی  ها. برخی از سویه باشندیها م ک واز خصوصیات انتروک  ،به انواع سوبستراها و شرایط مختلف رشد  یریپذپاستوریزه شدن، سازش

های  سویه .باشندینوزادان م یهادستگاه ادراری و عفونت یها بالینی مانند اندوکاردیت و عفونت یهاعفونت، عامل  انتروکوکوس

یل تولید باکتریوسین، از رشد  دلمانند انتروکوکوس، به    کیدلاکتیهای اس. باکتریهستند  باکتریوسینقادر به تولید    ها  کوانتروک

  (. 20)  باشندیمحائز اهمیت    زیست فناوریاز دیدگاه    های . به همین دلیل این باکتردآورنیپاتوژن ممانعت به عمل م  یهایباکتر

و    Aymerich  کهی طور به.  باشدیمی دیگر  هایباکترها در برابر  فعالیت بازدارندگی انتروسین  دهنده   نشان  شدهانجامتحقیقات  

و   لیستریا مونوسیتوژنز و استافیلوکوکوس اورئوسها را در برابر باکتری  فعالیت بازدارندگی انتروسین  1996همکاران در سال  

ایزوله انتروکوکوس    57که بر روی    2011و همکاران در    Ozdemirتوسط    شدهانجامدر تحقیق    (.  21)  کردندرا گزارش    هاگرگونهید

علیه  درصد  20/70ایزوله )  40از منابع مختلف صورت گرفت، در    جداشده  ، ی استافیلوکوکوسهاگونه ( فعالیت ضد میکروبی 

از منابع مختلف    جداشدهی انتروکوک  هازوله یای انتروسین در  هاژن و لیستریا مشاهده گردید. در این تحقیق فراوانی    باسیلوس

 و   A  ی انتروسینهاژنهمچنین در این تحقیق فراوانی   گزارش گردید که نسبت به تحقیق ما بسیار بیشتر است.  درصد7/94

 (Aانتروسین  ژن مربوط به  در تحقیق ما    کهی درصورت  (.22)  گزارش کردند  درصد  1/98و    درصد  100را به ترتیب    B  انتروسین

و همکاران از فراوانی   Ozdemirگزارش گردید که نسبت به تحقیق  )درصد 18/30( P مربوط به انتروسینژن و  )درصد 07/32

 ی انتروسینهاژنفراوانی    نیچنهم.  باشدیم همراه    A  همیشه با انتروسین  B  کمتری برخوردار است. مشخص گردیده که انتروسین

P    انتروسینو  L50A/B     در تحقیق    (. 22)  گزارش گردید  درصد  9/62و    درصد2/72به ترتیبOzdemir   و همکاران ژن انتروسین 

As-48    ،گزارش گردید. انتروسین  درصد   21در تحقیق ما فراوانی این ژن    کهیدرصورتگزارش نگردید  As-48    کیوتیبیآنتیک  

گزارش گردیده    باشند یمیی که دارای فعالیت همولایزینی  ها زولهیاو تنها در    باشد یم که دارای فعالیت سایتولیزینی    باشد یم

 که یدرصورتموارد گزارش شد  درصد 1/11دو ژن با همدیگر در  زمانهمو همکاران وجود  Ozdemirاست. همچنین در تحقیق 

  مربوط به انتروسینژن    ، در تحقیق ما  کهیطوربهمشاهده گردید،    درصد86/18چند ژن با همدیگر در    زمانهمدر تحقیق ما وجود  

A+P    یهانتروسین اژن مربوط به    درصد،  43/9در  A+As48    هایژن مربوط به انتروسین   ،درصد  77/3در  ,As48  A ,P    66/5در 

از منابع   جداشدهایزوله انتروکوک    61و همکاران که بر روی    Pangalloتوسط    شده  انجامدر تحقیق      (.22)مشاهده گردید  درصد
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حضور    2008و همکاران در سال     Strompfov. (23)  گزارش گردید  درصد  4/57ی انتروسین  هاژن مختلف صورت گرفت، فراوانی  

بررسی    PCR)حیوان، غذا( با استفاده از تکنیک    سویه انتروکوکسی از منشا مختلف  427را در    L50Bو    A  ،B  ،Pژن انتروسین  

سویه حاوی یک یا چند ژن ساختمانی    PCR  ،234(. بر اساس نتایج  انتروکوکوس فکالیس  59و    انتروکوکوس فاسیوم  368کردند )

  Aسین  بودند. انترو  انتروکوکوسهای  های ساختمانی یافت شده در میان سویهبیشترین ژن  A  و  Pانتروسین بودند. انتروسین  

در   انتروسین    فاسیومانتروکوکوس  بیشتر  ژن  ولی  شد  سویه    بیشتر  L50Bو    P  ،Bیافت  دو  هر  فاسیومدر  و   انتروکوکوس 

  427را در    L50Bو    A  ،B  ،P  حضور ژن انتروسین  2008همکاران در سال    و Sparo .  (24)  یافت شدند   انتروکوکوس فکالیس

توسط   شده   انجامدر تحقیق    . (25)بررسی کردند    PCRمختلف )حیوان، غذا( با استفاده از تکنیک    منشأسویه انتروکوکسی از  

 ,A, Pی انتروسینهاژنشیر و فراورده لبنی با روش مستقل از کشت حضور    نمونه  26،  1391میر حسینی و همکاران در سال  

As-48    تنها انتروسین  ها نمونه . در این تحقیق در همه  دادند  قراری  بررس  موردرا  A  به اینکه انتروکوس باتوجه    . (26)  گزارش گردید

شوند لذا این باکتری ها از لحاظ دام پزشکی و  و باعث بیماری میپرندگان کلینیزه شده  ها در دستگاه گوارش انسان و حیوان و 

ی  هاژنی و یا رخداد  بردارنسخهبه علت فقدان فاکتور القای  بیان ژن    (. 16)  باشند بیماری های پرندگان نیز حائز اهمیت می  

خاص    گونهکتوسط ی  شده  دیتولوسیع روی طیف ضد میکروبی باکتریوسین    طوربه به باکتریوسین ممکن است    چندگانهمقاومت  

  م یتنظ. تولید باکتریوسین یک فرآیند  دهدینمنقص ژن تولید باکتریوسین را معنی    ضرورتاً اثر کند. فقدان فعالیت ضد میکروبی  

ت  گرید  عبارتبهاست.    شده باکتریوسین  تولید  باکتریوسین أ شرایط محیطی در  از  تولید  ثیر دارند. تعدادی  ها در محیط جامد 

ی متد ایده آل  ریکارگ بهبعد از    تواندیم ی ساختمانی هاژن . بنابراین فراوانی وجود  شوندینم د یتولولی در محیط مایع   شوندیم

 . شودی سویه حساس به باکتریوسین تخمین زده ریکارگبهبرای بررسی تولید باکتریوسین و شرایط اپتیمم تولید باکتریوسین و 

 شنهادهایپو   كلـيی  ریگ  جهینت

 برای حساسیروش   PCR روشهای تولید کننده انتروسین در گوشت مرغ فراوان هستند. نتایج این تحقیق نشان داد سویه 

  انتروکوکوس فکالیس ی هازولهیانتروسین در ا یهاتعداد نسبتاً زیادی از ژن  با توجه به حضورها می باشد. این سویه شناسایی

توسط این باکتری  شده  دیهای تولمیکروبی انتروسین جهت بررسی خواص ضد بیشتر  انجام تحقیقات گوشت مرغ،جداشده از 

 .رسدیضروری به نظر م

  تقـدیر و تشـکر

 جمع آوری نمونه همکاری کردند سپاسگزاریم. در از تمامی کسانی که 

  تعارض منافع 

 .ع و هماهنگی آنها ارسال شده استگونه تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این مقاله با اطلاهیچ
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Abstract 

Bacteriocins produced by bacteria have antimicrobial properties and are used to preserve food. In recent 

studies, special attention has been paid to these bacteria in order to use them as food preservatives. In this 

study, 100 chicken meat samples were analyzed after bacterial isolation and definitive diagnosis in the 

presence of specific primers related to enterocin genes. The gene related to enterocin A was in 17 isolates 

(32.07%), the gene related to enterocin P was in 16 isolates (30.18%), the gene related to enterocin As-48 was 

in 11 isolates (21%). The simultaneous presence of several genes with each other was observed in 10 isolates 

(18.86%), so that the gene related to enterocins A and P in 3 isolates (9.43%), enterocins A and As48 in 2 

isolates (3.77%). The gene related to enterocins A, P and As48 was observed in 3 isolates (5.66%). Considering 

the presence of a relatively large number of enterocin genes in Enterococcus faecalis isolates isolated from 

chicken meat, conducting research to investigate the antimicrobial properties of enterocins produced by this 

bacterium seems necessary. 
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