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Abstract 

 

Background and purpose: Lactic acid bacteria (LAB) play an important role in human and 

other organisms life. Some of LABs kill pathogenic and other harmful microorganisms. Enterococcus are, 

gram-positive, catalase-negative, cocci forming, non-sporogenesis, and facultative anaerobic bacteria. 

This study was done to identify and isolate possible probiotic bacteria with benefits to human health from 

Persian oak sap (Quercus brantii var. persica). The aim was to identify beneficial bacteria for plant 

pathogenic biological control and industrial applications. 

Materials and methods: LABs were identified using conventional methods, including culture 

dependent methods and 16S rRNA sequencing method. Antibiogram analysis was performed and the 

presence of virulence genes, including efaA (endocarditis antigen), as, ace, esp and gelE was examined 

by PCR. 

Results: It was found that out of 285 colonies, 160 (56.1%) were catalase-negative and gram-

positive. Results of 16S rRNA sequencing showed that the bacteria isolated bacteria belong to the 

Enterococcus Faecium species. E. faecium strains of this study were sensitive to a number of clinically 

important antibiotics such as vancomycin, ampicillin, ciprofloxacin, and nitrofurantoin. Two strains of E. 

faecium bacteria, one with the ability to produce Co2 from glucose (KX185054) and one with no Co2 

production ability (KX185055) were identified. The 16S rRNA sequence of identified strains were 

deposited in NCBI database. PCR amplification did not amplify virulence genes except efaA 

(endocarditis antigen).  

Conclusion: In this study, two different E. faecium strains were isolated from the oak which can 

be good candidates for probiotics and biological control. 
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 پژوهشی

دو سویه زایی های مرتبط  با بیماریبیوگرام و ژنبررسی طیف آنتی
 ی درخت بلوطانتروکوکوس فاسیوم جداسازی شده از شیره

(Quercus brantii var. persica) 
 
    1یالهام موسو

    2یروزآبادیف انیفرهاد نظر   
 3یلیاحمد اسماع   

 چكیده
کنند. برخی از می در زندگی انسان و سایر موجودات زنده بازی میهای اسیدلاکتیک نقش مهباکتری و هدف: سابقه

 کاتوالاز مثبوت  انتروکوکوو،  گور  هوایشووند. بواکتریزا میهای غیرمفید و بیماریها مانع از فعالیت میکروارگانیسمآن
هوای سوایی بواکتریهستند. هدف از ایو  ماالعو   جداسوازی و شنا هوازی اختیاریبی غیر اسپورزا و شکل  کوکسی منفی 

هوای مفیود جهوت کواربرد در منظور معرفی بواکتریب  (Quercus brantii var. persica)پروبیوتیک از شیره درخت بلوط 
 های صنعتی بود.عنوان باکتریب مبارزه بیولوژیک و 
یوشویمیایی و های متداول کشت  خووا  بی گیاه با روشهای اسیدلاکتیک موجود در شیرهباکتری ها:مواد و روش

 هوا و همننوی  وجوودبیوتیوکآنتوی از برخوی بو  نسوبت هاسوی  ای  مقاومت شناسایی شدند. الگوی SrRNA61یابی توالی
 مورد بررسی قرار گرفت. PCR روشکمک ب   gelEو  as   ace   esp ژن اندوکاردیتیس( )آنتیefaA زایی بیماری هایژن

درصود( کاتوالاز منفوی و گور   6/21کلنوی ) 611کلنی اولی   تعداد  582د ک  از بی  نتایج ای  ماالع  نشان دا ها:یافته
ی انتروکوکوو، فاسویو  تعلو  های جداسازی شده ب  گونو نشان داد ک  باکتری S rRNA61یابی مثبت بودند. نتایج توالی

 سویلی   سیپروفلوکساسوی ونکومایسی   آمپی هایبیوتیکب  آنتی نسبت متفاوتی با الگوهای فاسیو  انتروکوکو، هایدارند. سوی 
از گلوووک   Co 2و نیتروفورانتوویی  سسووا، بودنوود. دو سوووی  بوواکتری انتروکوکووو، فاسوویو  یکووی بووا توانوایی تولیوود گوواز

(KX185054) 2و دیگری ناتوان در تولید گازCo (KX185055) ها در پایگاه شناسایی و توالی آنNCBI  ثبت گردیود. در
 ژن اندوکاردیتیس( بودند.)آنتی efaAتنها دارای ژن  زایی  هر دو سوی های عامل بیمارییی ژنآزمون شناسا
تواننود کاندیود مناسوبی در نتیج  ای  ماالع   دو سوی  انتروکوکو، فاسیو  از بلوط جداسازی شدند ک  موی استنتاج:
 .های بیشتر ب  عنوان پروبیوتیک و کنترل بیولوژیکی باشندبرای بررسی

 

 زایی  انتروکوکو، فاسیو بیوتیک  ژن بیماریاسیدلاکتیک  بلوط  آنتیواژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
 مفیودی و زنوده هایمیکروارگانیسم ها پروبیوتیک

 روی فلوور میکروبوی بور اثر با سیوان  یا انسان در هستند ک 
 اکثوور. دارنوود برسووتمت می بووان مفیوودی اثوورات بوودن 

 هوایبواکتری از گوروه ب رگوی  بو متعلو  هواپروبیوتیک
دستگاه گوارش موجودات زنوده  یومیکروب وروفل یواصل
   رگیوهمسف یوزندگ جاآن در  ود کوهستنان و  انسوجملاز 

 

 Email: nazarian.f@lu.ac.ir             یدانشگاه لرستان  دانشکده کشاورز: خر  آباد -فرهاد نظریان فیروزآبادی مولف مسئول:

 ایراندانشگاه لرستان  خر  آباد   ی کشاورزدانشکده بیوتکنولوژی گیاهی  ارشد  یودانشج. 6
  ایراندانشگاه لرستان  خر  آباد   ی کشاورزدانشکده گروه بیوتکنولوژی گیاهی    استاد. 5
  ایراندانشگاه لرستان  خر  آباد   ی دانشکده کشاورزگروه بیوتکنولوژی گیاهی    اریدانش. 3
 68/66/6332تاریخ تصویب :               65/2/6332 تاریخ ارجاع جهت اصتسات :           31/4/6332 یافت :تاریخ در 
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 و همکارانی الهام موسو     

 99       6931، اسفند  641دوره بيست و ششم، شماره                      مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                   

 پژوهشی

 مفیود اثورات مورد در موجود . باور(5 6)دارند ضرریبی

 وروفل ک  دارد راروق   واقعیتوای  وپای روب هاکووتیوپروبی

 هوایریبیما برابر در ایکنندهمحافظت نقش روده میکروبی

 بوالینی اولوی  ماالعوات .(3)دهدنشان می خود از مختلف

 اثربخشوی در موورد 6331 دهو  در هاپروبیوتیک برروی

 ماالعوات تعداد ایو  بعد  ب  آن از. شد انجا  یبوست در

 بوالینی  هوای. اخیرا آزموون(4)اف ایش یافت آسیا و اروپا در

 از ریپیشوگی قبیل از پروبیوتیک هایباکتری مفید اثرات

 سیسوتم تحریوک روده  میکروفلور کردن اسهال  متعادل

 تحمول عود  اصتح و ضد توموری ایمنی  خصوصیات

 انودداده نشوان محققوان همننی  .اندداده نشان را لاکتوز

 و هواباکتریوسوی  تولیود پروبیوتیوک بوا هوایباکتری ک 

را  هوای بیمواری زاپواتوژن رشد و تکثیور آلی  اسیدهای

 هوای پروبیوتیوک . در میان میکروارگانیسم(2)ندکنمهار می

 یگروه موجودات زنودهتری های اسیدلاکتیک مهمباکتری

های اسیدلاکتیک  مفید هستند. همننی  در میان باکتری

هوای دو جونس لاکتوباسویلو، و انتروکوکوو، باکتری

ج ء فلور طبیعی دسوتگاه گووارش و غوااهای تخمیوری 

 انتروکوکوو،  جنس هایی. باکتر(1)شوندمحسوب می

 شکل  کوکسی منفی  کاتالاز مثبت  گر  هاییارگانیسم

 بووا هموفرمانتوواتیو هوووازی اختیوواری بووی اسووپورزا  غیوور

 اکثور در اغلب ک  (7)هستند ایپینیده غاایی استیاجات

 بوا غوااهایی مخصوصا مواد غاایی و گیاهان سب یجات 

ایو  . نوددار سضوور لبنی محصولات مانند سیوانی منشاء

 روده میکروبی طبیعوی فلور از قسمتی چنی هم هاباکتری

 . تعداد(8)دهندمی تشکیل را انسان و پستانداران از بعضی

 متفواوت هوایبو  گونو  متعلو  هایسوی  از توجهی قابل

 یکسوان بیولووژیکی خووا  دارای انتروکوکو، جنس

. پروبیوتیکی هستند رفتارهای و باکتریوسی  تولید مانند؛

 هاآن رشد توانایی ها باعثباکتری ای  استثنایی مقاومت

 در رو ایو  از. گورددموی ایروده خوار  هوایمحیط در

 سوب یجات هوم و گیاهان روی ساحی  هایآب خاک 

 دارای هوواعووتوه  انتروکوووک . بوو (3)انوودشووده مشوواهده

متعوددی  دارویوی مقاوموت فاکتورهوای اکتساب توانایی

 بیمواران مراقبوت و کنتورل رد جدی مشکتت ک  هستند

 . بوا(7)نماینودهای انتروکوکی ایجواد مویب  عفونت مبتت

 بیمواری ایی فاکتورهوای روی بور ماالعاتی ک  وجود آن

 میوان در تواکنون ولوی اسوت  شوده انجوا  هاای  باکتری

 بیمووار  و سووالم افووراد از شووده جوودا هووای مختلووفسوووی 

 را زایییماریب بتوان شاخصی ک  فاکتورهای بیماری ایی

 عوامول توری شوایع. اسوت نشوده پیدا نسبت داد هاآن ب 

 هوا  باکتری از گروه ای  توسط های انسانبیماری مسبب

 فاسویو  انتروکوکو، و انتروکوکو، فکالیس گون  دو

 81 سودود انتروکوکو، فکالیس های. گون (61)باشندمی

 ازکل درصد 61 سدود فاسیو  انتروکوکو، و درصد31 تا

 اختصوا  خود ب  را جنس ای  از ناشی انسانی هایعفونت

 هوایژن توسوط هاانتروکوک زایی. بیماری(66)دهندمی

 و پروتئولیتیوک هوایآن یم مانند هاییآن یم یکدکننده

 تجموع) چسبندگی  (پروتئاز سری  و ژلاتیناز) سیتولی ی 

 پووروتئی   (esp) انتروکوووک سوواحی پووروتئی  موواده 

 و کپسوول ( وefaA) ژنآنتوی  (ace) نکوتژ چسبندگی

 .(65)باشدمی مرتبط سلولی دیواره ساکاریدهای پلی

 کشووت عنوووان بوو  کوو  اسوویدلاکتیکی هووایبوواکتری

 صوورت بو  شووند موی اضواف  شویر ب  (استارتر) آغازگر

 در را مهموی نقوش دارند و شیر وجود در و طبیعی 6ذاتی

 برخوی دیگور  سوی از. کنندبازی می مواد لبنی عار و طعم

 ب  دلیل ها مانند انتروکوکو، اسیدلاکتیک هایباکتری

 پواتوژن هوایباکتری از رشد توانندمی ها باکتریوسی  تولید

 از هوابواکتری دلیل  ای  همی  ب . آورند عمل ب  ممانعت

 از برخووی .هسووتند اهمیووت سووای  تکنولوووژیکی  دیوودگاه

 وباسیلو،لاکت قبیل؛ از خا   اسیدلاکتیک هایباکتری

  5فکوالیس انتروکوکوو، پاراکوازیی  زیرگونو  پاراکازیی

  4کورواتووو، لاکتوباسوویلو،  3فاسوویو  انتروکوکووو،

 قادرنوود لاکتوویس زیرگونوو  2لاکتوویس لاکتوکوکووو،

بیووتیکی آنتوی مقاومت . امروزه(63)باکتریوسی  تولید کنند

                                                 
1. indigenous 

2. Enterococcus faecalis  

3. Enterococcus faecium 

4. Lactobacillus curvatus 

5. Lactococcus lactis 
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 اهمیوت سوای  بوالینی لحوا  هوا بو انتروکووک چندگان 

هوای ب  خاطر اکتساب ژن اخیر هایسال در .(64)باشدمی

های ها توسط باکتریبیوتیکآنتی از مقاومت ب  تعدادی

 بو  را خوود ها سودمندیبیوتیکفرصت طلب  ای  آنتی

 .انودداده دسوت از مقواو  هوایسوی  رشد و توسع  دلیل

 هوابیوتیوکآنتی مواقع برخی در مشکتت  ای  بر عتوه

سوبب  شودید  سساسویت مثل وریآزیان اثرات همراه با

 سساسیت در انسوان هایو ایجاد واکنش ایمنی سرکوب

 طبیعوی میکروبوی داروهای ضود یتوسع  بنابرای . شوندمی

هوای با شناسایی باکتری عفونی  هایبیماری درمان برای

 های بیماری ا از منابع مختلوف ی سایر باکتریمفید کشنده

 6. بلوط ایرانی(62)استمثل گیاهان دارویی سای  اهمیت 

 غالوب یو گونو  است 5بلوط یا راش یخانواده ب  متعل 

درختوان بلووط از  .(61)رویدزاگر، می رویشگاه در آن

 بور پهو  هوای چووبیتوری  گونو توری  و فوراوانمهم

 ایوران غرب هایجمل  جنگلز های جنگلی  ااکوسیستم

 دی ازاقتصوا باشند ک  از دیدگاه زیست محیای و نی می

 گیواهی گونو  ایو . (67)اهمیت بسیار بالایی برخوردارند

در  وریبو  عنوووان گیوواهی بسویار ارزشوومند و قابوول بهووره

 ل صونایع چووب  کاغاسوازی یوهای صونعتی از قببخش

. (68 67)باشودسازی و داروسازی مارح میشیمی  رنگ

در یکی از ماالعاتی ک  تاکنون صورت گرفت  است  س  

 ای شکل و متحرکهای اسیدلاکتیک میل ریجدای  از باکت

 جداسازی شود کو  (.Quercus sp)ی درخت بلوط از شیره

 بر اسا، ماالعات مولکولی مشخص شد ک  هر سو  جدایو 

 .Lactobacillus sucicola sp. novنا ی جدیدی ب  ب  گون 

 ایریسواوا و همکواران ای. همننی  در ماالع (63)تعل  دارند

 یس توالی ژنو  یک باکتری اسویدلاکتیکنو(  پیش5164)

   Lactobacillus sucicola JCM 15457(T)متحورک  

. (51)ی درخت بلوط را گ ارش کردندجدا شده از شیره

 ک  برخی از باکترهای اسویدلاکتیک استنشان داده ماالعات 

اسوترپتوکوکو،  ها وها  انتروکوکو،نظیر لاکتوباسیلو،

                                                 
1. Quercus Persica 

2. Fagaceae 

. ایو  (54-56 63)کننودی مویی ایو  گیواه زنودگدر شیره

هوای اسویدلاکتیک ماالعو  بو  منظوور شناسوایی بواکتری

های جدید برای ی بلوط ب  امید یافت  گون  یا سوی شیره

لبنی و اثبوات خووا  ضود باکتریوایی  استفاده در صنایع

زای هوای بیمواریها جهت کنترل بیولوژیکی پواتوژنآن

 انسانی و گیاهی انجا  شده است.
 

 و روش ها مواد
 بردارینمون 

های جوان درخت بلوط مربووط نمون  شاخ  1از تعداد 

ی صوورت تصوادفی در محوطو درخت مختلوف بو  1ب  

هکتار در فروردی   51کشاورزی ب  مساست ی دانشکده

هوا بو  و نمون  گیری صورت گرفتنمون  6334ماه سال 

 هوای پوسوت بوالایی نمونو آزمایشگاه منتقل شدند. لای 

هووای هووا بوو  تکوو توسووط اسووکالپل جوودا گردیوود و نمونوو 

متور تقسویم شودند. سوانتی 61-62تری ب  طوول کوچک

هوا ابتودا توسوط مراسل شستشو و استریل قاعوات شواخ 

 درصد صورت گرفت. 71آب مقار و سپس الکل اتیلیک 
 

 جداسازی و کشت اولی 

هوا  قاعوات شواخ  بو  ب  منظور جداسوازی بواکتری

درصوود  3/1در سوور  فی یولوژیووک سوواعت  54موودت 

(NaCl w/v  قوورار داده شوودند. سووپس محلووول سوور )

فی یولوژیک موجود از کاغا صوافی اسوتریل عبوور داده 

جامد قرار داده  MRSشد. کاغاهای صافی روی محیط 

دقیق   کاغاهای صافی از روی  2شدند. پس از گاشت 

 37ها در دمای محیط کشت برداشت  شدند. محیط کشت

ساعت در شورایط هووازی  48گراد ب  مدت سانتی درج 

هوا  از انکوب  شدند. پس از رشد و ظهور کلنوی بواکتری

هایی ک  از لحا  شکل  انودازه  های ساصل  کلنیکلنی

های ظاهری متفواوت کدر یا شفاف بودن و سایر ویژگی

بودند ب  شکل جداگان  و ب  تصادف انتخواب شودند. در 

 MRSانتخاب شد و در محویط کلنی  582مجموع تعداد 

جامد تازه کشت داده شدند. عمل بازکشت تا اطمینان از 
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بار انجا  گرفت. از ای  ها  هر س  روز یکخلو  کلنی

هوای تعداد کلنی مج ا و خوالص  بورای انجوا  آزموایش

 بعدی استفاده گردید.
 

 های بیوشیمیاییغربال اولی  باکتریایی توسط آزمون

هووا بووا اسووتفاده از کی ای ولوو شناسووایی مورفولوووژی

 و تست (52)آمی ی گر  براسا، روش کریستیان گر رنگ

  آزموون (51)کاتالاز بور اسوا، روش کوترک و کووان

اکسیدکرب  ساصل از تخمیر قند گلوک  و تولید گاز دی

درصودکلرید  2/1تخمیر قنود گلووک   رشود در غلظوت 

اد  گوردرج  سانتی 42و  58  62سدیم  رشد در دماهای 

مووورد  MRSدر محوویط  =1/3pHو  =4/4pHرشوود در 

طوور کلوی  جهوت انجوا  آزموون بررسی قرار گرفت. ب 

گر   یک قاره از سوسپانسویون بواکتری روی یوک لا  

هوای بواکتری  تمی  قرار داده شد و پس از تثبیوت سولول

گر  انجا  شود پوس از آمی ی آمی ی با کیت رنگرنگ

سوووتیدها زیووور شستشوووو و خشوووک نموووودن اسوووتید  ا

میکروسووکون نوووری مشوواهده شوودند. در ایوو  آزمووون 

های گر  مثبت ب  رنوگ ارغووانی مایول بو  آبوی باکتری

منظوور تعیوی  وجوود یوا عود  وجوود تیره دیده شدند. ب 

( و 2O2Hهوا  از آب اکسویژن  )آن یم کاتالاز در باکتری

 . برای انجوا  آزموون(57)استفاده شد آکابندابر اسا، روش 

های آزموایش  قنود ر قند گلوک   ب  هریک از لول تخمی

 2/1درصد و معرف فنول رد بو  میو ان  5گلوک  استریل 

ها ب  مدت گر  بر لیتر اف وده شد. پس از تلقیح  باکتری

ساعت انکوب  شدند. تبدیل رنگ قرم  ب  زرد نشانگر  48

تخمیر قند و تولید اسید در نظر گرفت  شد. بورای آزموون 

 گلووک  از اکسیدکرب  ساصل از تخمیر قنددیتولید گاز 

 های درها گاز در لول  های درها  استفاده شدک  تجمعلول 

 ی مثبت بودن آزمون بود.ها نشان و شناور شدن آن
 

 های مولکولیآزمون

 DNAاستخرا  

ی ژنومی با استفاده از روش دا، و DNAاستخرا  

یوت . برای بررسی کمیت و کیف(58)داش صورت گرفت

DNA  581اسووتخرا  شووده از میوو ان جووابOD/511OD 

درصد 8/1توسط اسپکتروفتومترو الکتروفورز ژل آگارز 

 استفاده شد.

 

 S rRNA61ی تکثیر ناسی 

 بووووا آغازگرهووووای اختصاصووووی  PCRواکوووونش 

(fD1: 5΄-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3΄ ; 

rP2: 5΄-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3΄ )

مووراز بووا یووک ی پلوویازنجیوورهواکوونش . (53)شوودانجووا  

دقیقو    4ب  مدت  (C34˚سازی اولی  )ی واسرشتچرخ 

دقیقو    6ب  مودت  (C34˚ی واسرشت سازی )چرخ  41

ب  مودت  (C21˚الگو ) DNAمرسل  اتصال آغازگرها ب  

دقیقو  و  5ب  مودت  (C75˚الگو ) DNAدقیق  و تکثیر  6

 62ب  مدت ( C75˚سرانجا  یک چرخ  تکثیر نهایی در )

( بو  61×بوا بوافر کامول ) PCRواکونش  قیق  انجا  شد.د

  µl2/1بووو  مقووودار  µl2/5(  mM611 )dNTPمقووودار 

( هر کودا  بو  rP2و  fD1آغازگرهای رفت و برگشت )

بوو   Taq(u/µl2  آنوو یم )µl6بوو  مقوودار  pm61غلظووت 

و با آب مقار اسوتریل  DNA( ng/µl21و ) µl3/1 مقدار

انجووا  شوود. بوورای ( µl52تووا رسوواندن بوو  سجووم نهووایی )

درصوود  6تفکیووک قاعووات تکثیوور یافتوو  از ژل آگووارز 

 استفاده شد.

 

 یابیو توالی S rRNA61ی سازی ناسی خالص

از  تیوک دستورالعملبر اسا،  DNAسازی خالص

 PCRژل )شوورکت فرمنتوواز( صووورت گرفووت. محصووول 

یووابی خووتم سووازی شووده  توسووط روش توووالیخووالص

از آغازگرهوای اختصاصوی  ی سانجر و با استفادهزنجیره

( صوورت گرفوت. نتوایج ساصول از rP2و  fD1مربوط )

افو ار یابی دوطرفو  از دو طورف بوا اسوتفاده از نور توالی

Vector.NTI.v10.3   و براسووا، نقوواط همپوشووان بووی

ها بو  صوورت کانتیوگ درآمود. تووالی ساصول از توالی

 BioEditاف ار ها ب  کمک ویرایش دستی در نر کانتیگ

صتح شدند و نوکلئوتیدهای نامربوط و مبهم ب  کمک ا
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 گونو  از 36های مربوط  جایگ ی  شدند. توالی تعوداد پیک

 های اسویدلاکتیکگون  از باکتری54وتعداد ها انتروکوکو،

 بوو  مربوووط ردیفوویاخووا شوود. هووم NCBIاز پایگوواه داده 

هوای بانوک و سایر نمون  هاای ول  S rRNA61ژن  توالی

 .گرفوت صوورت Clustal W افو اراز نور  تفادهاس ژن با

ردیفی با استفاده از تصحیح دسوتی مرتوب و خروجی هم

درخووت  بوورای ترسوویم درخووت فیلوووژنی آموواده گردیوود.

ردیفوی هوا پوس از بررسوی چشومی و هومفیلوژنی توالی

 افو اروسیل  نور ب  Maximum Parsimonyدستی با روش 

MEGA6 از بواکتری (31)ترسیم شد .Bucillus subtilis 

 عنوان بووورون گوووروه در ترسووویم درخوووت فیلووووژنی بووو 

 و از بووووووواکتری  LABهوووووووای کووووووول بووووووواکتری

Tetragenococcus solitaries  عنوان بورون گوروه در ب

های جنس انتروکوکوو، ترسیم درخت فیلوژنی باکتری

های درخوت فیلووژنی استفاده شود. ارزش اعتمواد شواخ 

بور اسوا، تعوداد  6اناسوترتوسط تج یو  و تحلیول بوت

 .(36)محاسب  شد 5گیری فلنشتی نمون  6111
 

 بیوتیکآزمون سساسیت ب  آنتی

از محیط کشوت نوترینوت آگوار بو  عنووان محویط 

بیوتیوک اسوتفاده آزمون سساسویت بو  آنتویاصلی برای 

ساصول از  هواباکتری شد. ب  ای  ترتیب ک  سوسپانسیون

  بو  (رلنودفا موک 2/1) بورا  نوترینت محیط در کشت

 هینتوون موولر محویط روی اسوتریل سووآن یک کمک

ی تما  ساح پتری بو  وسویل شد. ابتدا  داده کشت آگار

سوسپانسیون باکتری آغشت  شد تا یک کشت متوراکم و 

بیوتیوک: آنتیهوای دست تولید شود. سوپس از قر یک

 نیتروفورانتوووووویی  سووووویلی   سیپروفلوکساسوووووی   آمپوووووی
 کوتریموکسوازول  جنتامایسی    ومایسی آزیتر  اریترومایسی 

متوووپریم  کربنسوویلی   تووری سفتریاکسووون  سفوتاکسوویم 

ب  نحووی  (طب پادت  شرکت)سیلی  ونکومایسی  و پنی

اسب از وی منور  با فاصول وعدد ق 3استفاده شد ک  هر 

 شودن خشوک از هوا قورار داده شود. بعودهم درون پتری

                                                 
1. Bootstrap 

2. Felsenstein 

 سواعت 54 مودت ب  C°37 انکوباتور در هاپلیت محیط 

بعوود از رشوود بوواکتری  نتووایج . شوودند گووااریگرمخانوو 

آزمون مورد بررسی قرارگرفت. عود  رشود بواکتری در 

ی سساسویت ها ب  من لو بیوتیکاطراف هر کدا  از آنتی

 بیوتیک در نظر گرفت  شد.باکتری ب  آن آنتی
 

 های بیماری زاییبررسی ژن

 از اسووتفاده زایووی بوواهووای عاموول بیموواریوجووود ژن

 بررسوی( 6 جدول شماره)ها آن اختصاصی آغازگرهای

 چرخ  واسرشوتگی 31شامل:  PCRهای تمامی برنام . شدند

دقیقو   اتصوال  6گراد ب  مدت درج  سانتی 34در دمای 

 دماهای اختصاصی هر آغوازگر دقیق  در 6آغازگر ب  مدت 

زمان گراد در مودتدرج  سانتی 75و گسترش در دمای 

 آزمووون در کوو  اسوت ذکوور بو  . لاز (35)یقو  بودنووددق 6

 بیمواری زایوی  عامل هایژن شناسایی و سساسیت تعیی 

 شاهد ب  عنوان E. faecalis (ATCC 29212)از باکتری 

 .شد استفاده

 
 و شرایط واکنش PCRآغازگرهای  :1جدول شماره 

 

 دمای اتصال
(̊C) 

 طول توالی

 (bp)تکثیر شونده
 نا  آغازگر (´3→´5)  توالی آغازگر

21 351 AAAGTAGAATTAGATCCACAC ACE1(F) 

  TCTATCACATTCGGTTGCG ACE2(R) 

21 415 AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC gelE1(F) 

  CTTCATTATTTACACGTTTG gelE2(R) 

21 433 CGTGAGAAAGAAATGGAGGA efaA1(F) 

  CTACTAACACGTCACGAATG efaA2(R) 

24 411 CCAGTAATCAGTCCAGAAACAACC AS1(F) 

  TAGCTTTTTTCATTCTTGTGTTTGTT AS2(R) 

28 X repeats TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC esp46(F) 

  CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG esp47(R) 

 

 میکروسکون نوری و الکترونی مشاهدات

بررسی مورفولوژیک تک سلول باکتری با اسوتفاده 

رد پوایاز میکروسکون نوری و یا الکترونی صوورت می

و با استفاده از آن خصوصیات ظواهری بواکتری از قبیول 

گیرد. در ایو  ماالعو  کلنوی شکل مورد بررسی قرار می

 هوا بوا بررسوی مورفولووژی آن هوا بوا اسوتفاده از باکتری
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ها با اسوتفاده از میکروسکون نوری و مورفولوژی سلول

میکروسکون الکترونی مورد بررسی قرار گرفتند. بورای 

 یکروسکونبا م یبردارعکس یها برانمون  یسازآماده

 6ی از روش گتیورت با استفاده از گلوتارآلدییدالکترون

هوا  مراسول آمواده . پس از تثبیت باکتری(33)استفاده شد

سازی باکتری با میکروسکون الکترونی انجا  شد. برای 

بووا  Desk sputter coater-DSR1ایوو  کووار از دسووتگاه 

ت اسوتفاده شود. پوس از پوشوش طو نوانو سواختارپوشش 

سوواح سوولول بوواکتری بووا ذرات طووت  از میکروسووکون 

 =kV 51 HVو FE SEM / Mira3 Lmuالکترونی مدل 

 ی از ساح سلول باکتری استفاده شد.بردارعکسبرای 

 

 یافته ها
 582کلنی اولی   تعوداد  234در ای  آزمایش از بی  

درصوود( انتخوواب شوودند کوو  از لحووا  37/23کلنووی )

هوا بودنود. از ی هم  بواکتریهای ظاهری نمایندهیژگیو

هوای موورد نظور اسوتفاده شود. تعداد کلنی برای آزموون

درصوود( کاتووالاز منفووی و گوور  6/21کلنووی ) 611تعووداد 

مثبت بودند. مشاهدات میکروسوکون نووری بوا درشوت 

و میکروسووکون الکترونووی نشووان داد کوو  × 611نمووایی 

هوای دوتوایی و دسوت ها ب  شوکل کوکسوی و در باکتری

هوای یباکتری اصولی چندتایی قرار دارند کو  مشخصو 

 بواکتری 611ی (. هم 6اسیدلاکتیک هستند )تصویر شماره 

 4/54کلنی ) 33توانایی تخمیر گلوک  را داشتند  اما تنها 

 (. ب  علوت5درصد( قادر ب  تولید گاز بودند )تصویر شماره 

کلنوی از میوان  61اد ها تعودشباهت  بسیار زیاد بی  کلنی

 هوای تشخیصوی مختلوفکلنی انتخاب شدند و آزمون 611

کلنوی انتخوابی   61ها صورت گرفت. از تعوداد روی آن

هووازی  و همگی توانایی رشد در شورایط هووازی و بوی

1/3pH=  درصود( توانوایی  31کلنی ) 3را داشتند. تعداد

درصود( توانوایی  71کلنی ) 7و تعداد  =4/4pHرشد در 

 درصدرا داشتند. 2/1 (w/v)د در کلرید سدیم رش

                                                 
1. glutaraldehyde 

 
 

( و الکترونی a( )×611تصویر میکروسکون نوری ) :1تصویر شماره 

(bباکتری )های اسیدلاکتیک 
 

 
 

  گلوک  قند ریتخم آزمون :2تصویر شماره

a )شاهد (طیمح MRS فاقد باکتری ) 

bباکتری ) Enterococcus faecalis  

cباکتری ) Lactobacillus reuteri f275  

d یسو( باکتری  Enterococcus faecium B (KX185055)  

e یسو( باکتری  Enterococcus faecium A (KX185054) 
 

هوا های انجا  شده  بواکتریبا توج  ب  نتایج آزمون

هوای در یک گروه فنوتیپی جداسوازی شودند. کوکسوی

 کو هوازی اختیواری کاتالاز منفی  گر  مثبت  هوازی و بی

 2/1 (w/v)ب  خوبی قادر ب  رشد در نمک کلرید سودیم 

گوراد درج  سانتی 42و  58و  61درصدو رشد در دمای 

عنووان انتروکوکوو، در بودنود  بو  =1/3pHو رشد در 

هوا درصود  بواکتری  31نظر گرفت  شدند ک  از ای  میان 

هوای نی  بودند. از میان باکتری =4/4pHقادر ب  رشد در 

ی انتخابی لب دو نمون  انتخاب شدند  سوی ای  جنس غا

و عد  تولید گاز بود ب  نا   =4/4pHک  قادر ب  رشد در 

ای کوو  توانسووت از و سوووی  B (KX185055)ی سوووی 
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 نبوود =4/4pHگلوک  گاز تولید کند ولی قادر بو  رشود در 

 هایگااری و آزمایش( نا KX185054) Aی ی ب  نا  سو

ها در   شد. برای تشخیص باکتریها انجابعدی روی آن

ساح گون  از الگوی تخمیر قندی  آزمون اکسیداسویون 

 ( و آزمون سرکوت بواکتری اسوتفادهO/Fیا تخمیر گلوک  )

های مشابهی را نشوان دادنود شد ک  هر دو سوی  واکنش

 های نووی  مولکوولی تر سوی  ب  روشجهت شناسایی دقی 

ها ی آنS rRNA61ناسی  توالی  DNAپس از استخرا  

(. 3یابی ارسال گردیود )تصوویر شوماره تکثیر و ب  توالی

ها در بانک ژن نشان داد  یابی برای ای  سوی نتایج توالی

 ( بواKX185054) Aی ی سووی S rRNA61ی توالی ناسی 

نوکلئوتید بو  بواکتری  6232درصد تشاب  آن در طول 33

Enterococcus faecium  هووای سووویNR_114742.1  

AY172570.1  وKP326370.1  مشووووابهت داشووووت و

 B (KX185055)ی همننی  ای  ناسی  در باکتری سووی 

های نوکلئوتید سوی  6477درصد مشابهت در طول 33با 

LC035125.1  FJ378687.1  وKP326370.1 بوو  بوواکتری 

Enterococcus faecium (.2و 4ویر شمارها)تص ن دیک بود 

 
A) 

> Enterococcus faecium A (KX185054) 

TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATAC

ATGCAAGTCAAACGCTTCTTTTTCCACCGGAGCTTG

CTCCACCGGAAAAAGAGGAGTGGCGAACGGGTGAG

TAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAAAAGGGGATA

ACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATC

GAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGG

GTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTA

GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGC

ATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGG

ACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC

AGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACAAAAGTCTGAC

CGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAAAAGGTTTTCGGA

TCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGA

GAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGA

AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG

CGTAAAGCGAGCGCCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT

GTGAAACCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATT

GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATA

TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT

CTGTAACTGACGCTGAGGCTAGAAAGCGTGGGGAG

CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA

AACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCT

TCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG

GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT

TTAATTTGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT

TGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCC

CTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC

GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT

CAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG

CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG

GAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTAAGC

TAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGC

TGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAA

TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG

GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT

GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGC

CAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAA

GTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCT

GGATCA 
 

ی در بوواکتری سوووی  S rRNA61توووالی ناسیوو   :3تصووویر شووماره 

KX185054  ب  طولbp 6232 ی بلوط.شده از شیره جداسازی 

 

 
 

 هوای انتروکوکوو،.ی از بواکتریژنووم DNA اسوتخرا  :4تصویر شماره 

هوایی مربوط ب  نمونو  61تا  6های   چاهکKb6: نشانگر Mچاهک 

 ها است.کلنی از باکتری 61( تعداد μg/μl61ژنومی ) DNAاز 

 

 
 

با استفاده از آغازگرهوای  S rRNA61ی تکثیر ناسی  :5تصویر شماره 

  E. coli: بواکتری C+: کنتورل منفوی  Kb6  -C: نشوانگر Mعموومی. 

کلنوی از  61مربووط بو  تعوداد  PCRمحصوول  61توا  6های چاهک

شوود  ک  مشواهده موی طورهای انتروکوکو، فاسیو . همانباکتری

-( همbp 6211با اندازه مورد نظر ) rRNAباند مربوط ب  تکثیر ناسی  

 خوانی دارد.
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 پژوهشی

هوای نتایج ساصل از آزمون تعیی  سساسویت سووی 

 ی بلووط نشوانانتروکوکو، فاسیو  جداسازی شده از شیره

هوا مقواو  بیوتیوکداد ک  هر دو سوی  ب  طیفوی از آنتوی

هوای جنتامایسوی   بیوتیوکب  آنتیها نسبت هستند. سوی 

  آزیترومایسی کوتریموکسازول  اریترومایسی   سفوتاکسیم  

توری  میو ان سساسویت سفتریاکسون مقاو  بودنود. بویش

 سیلی   سیپروفلوکساسوی های آمپیبیوتیکمربوط ب  آنتی

ی مورد آزموایش و نیتروفورانتویی  بود. از میان دو سوی 

بوو   Enterococcus faecium A (KX185055) سوووی 

 Enterococcus faecium Bکربنسیلی  سسا، و سووی  

(KX185055) متووپریم سسوا، بودنود. هور دو بو  توری

سیلی  های ونکومایسی  و پنیبیوتیکسوی  نسبت ب  آنتی

هوای نی  سساسیت نشان دادنود. در آزموون شناسوایی ژن

و  ی انتروکوکو، فاسویزایی  هر دو سوی عامل بیماری

A  وB  تنهووا دارای ژنefaA  (. 1بودنوود )تصووویر شووماره

شود  هور دو مشاهده می 1هماناور ک  در تصویر شماره 

 زایی هستند.های بیماریسوی  فاقد سایر ژن

 

 
 

 هوایسووی  در زایویبیمواری هایژن الکتروفورز محصول :6تصویر شماره 

Enterococcus faecium A (KX185054) وEnterococcus faecium B 

(KX185055) ی بلووط بو  کموک تکنیوک از شویره شوده جداسازی

PCR  تخصصی. اندازه محصولPCR ( ژنbp433 )efaA باشد.می 

 
  درخت فیلوژنی مربوط ب  بواکتری 7تصویر شماره 

ایو  ماالعو  را  Bو  Aی اسیدلاکتیک ب  همراه دو سوی 

یبوا  تقرشود توالی دهد. هماناور ک  مشاهده مینشان می

 ی های ساصل از شویرهجدای  S rRNA61ی کامل ناسی 

 

های منتخب از جنس انتروکوکو، قرابوت بلوط با نمون 

 دهند.تری را نشان مییکن د

 

 
 

درخت فیلوژنی بوا روش سوداکثر تاواب  بور اسوا، : 7تصویر شماره 

هووای اسووید هووای مختلووف جوونساز گونوو  S rRNA61توووالی ناسیوو  

عنوان بورون گوروه بورای بو  Bacillus subitilisری لاکتیک. از باکت

 مقوادیر هادار نمودن درخوت اسوتفاده شود. اعوداد روی شواخ ریش 

دهنود. کود دسترسوی را نشان موی 6111بوت استرن با تعداد تکرار 

 داده شد. شینمادر داخل پرانت   ها یسو

 
ییود تشوخیص تأتور و در ادامو  بورای اطمینوان بویش

ها در سوواح گونوو   مراسوول تیووک جدایوو موقعیووت فیلوژن

یفوی  ترسویم درخوت فیلووژنی بورای ردهمتعیی  بهتری  

های جونس ی بلووط و گونو های ساصول از شویرهجدای 

های انتروکوکو، انجا  گرفت. موقعیت فیلوژنتیکی ژن

S rRNA61  ی بلوط ن دیکوی های ساصل از شیرهجدای

اسویو  فکوو، های انتروکوتکاملی بسیار زیادی ب  گون 

 متسظو ک   همان طور(. 8را نشان دادند )تصویر شماره 

ای  ماالع  در کوتد مربووط  Bو  Aی شود  دو سوی می

 اند و اعتبار آمواری ایو ب  باکتری انتروکوکو، قرار گرفت 

 38ها های مربوط ب  کتد انتروکوکو،درخت در شاخ 

 باشد.درصد می
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نی بوا روش سوداکثر تاواب  بور اسوا، درخت فیلوژ :8تصویر شماره 

های مختلف جونس انتروکوکوو،. از گون  S rRNA61توالی ناسی  

برون گوروه بورای  عنوانب  Tetragenococcus solitariusاز باکتری 

 مقوادیر هادار نمودن درخوت اسوتفاده شود. اعوداد روی شواخ ریش 

سترسوی دهنود. کود درا نشان موی 6111بوت استرن با تعداد تکرار 

 اند.داده شده شینمادر داخل پرانت   ها یسو

 

 بحث
 یجداساز ریبار از ش  یاول ی اسیدلاکتیکهایباکتر

عنووان کشوت  بو هوا از آن ند و ب  صورت گستردهاهشد

 اسوتفاده و غوتت هایگوشت  سب   یلبن عیگر در صنازآغا

. هنوز هم منابع با ارزشی در طبیعت بورای (34)شده است

های پروبیوتیک وجود دارد کو  بایود باکتری جداسازی

مورد ماالع  قرار گیرند. اهمیت باکتری اسویدلاکتیک و 

 های پروبیوتیوک بو  بوازارعرض  محصولات ساوی باکتری

های مفید را های جدیدی از باکترینیاز ب  شناسایی سوی 

توانود هوا مویدو چندان کرده است. مصرف ای  باکتری

را بهبود بخشیده و سیستم ایمنی  ستمت دستگاه گوارش

ی هووایامووروزه اسووتفاده از بوواکتر. (32)را تقویووت کنوود

هوا در آن یکروبویضود م یهواتیوو متابول کیدلاکتیاس

زموان  شیو افو ا ییغواا یهاوردهآفر فساد از یریشگیپ

و  یاز مواد مغا یغن یهاوردهآفر در ژهیب  و یماندگار

 شیبوا افو ا   یاسوت. همننو شوده جیرا اریبس ها یتامیو

 یاز مصرف داروهوا یناش و عوارض یستیمقاومت پادز

 یضورور   یگ یجوای عویطب یهااستفاده از درمان یی ایمیش

. نتایج ای  ماالع  نشوان داد کو  همو  (31)رسدیب  نظر م

کلنی قادر ب  رشد در دماهای مختلف بودند  اما در  234

هوا در ایو  دموا  رشد بهتری داشتند و کلنی C°37دمای 

های ساصل رشد بیشتری نشان دادند. کشت مجدد کلنی

گوراد در درج  سوانتی 42و  58  62از کشت در دماهای 

هوا شود.   سبب اف ایش رشد و اندازه کلنویC°37دمای 

 محویط pH( با بررسی اثر دما و 5112جکسون و همکاران )

های اسیدلاکتیک نشان دادند کو  کشت بر رشد باکتری

ییر در درج  سرارت محیط کشت باعث کاهش رشود تغ

 های باکتریایی موجود در آب و محصوولاتبرخی از نمون 

هوای مختلوف گونو  دقیو  . تشوخیص(37)شوودلبنوی می

 های جونسهای اسیدلاکتیک و از آن جمل  باکتریباکتری

 پپتیوودهای ضوودمیکروبی یتولیدکننووده انتروکوکووو،

 عوامل پروبیوتیک نوانعب  مناسب هایسوی  ارای  جهت

 در .باشودموی ضروری غاایی مواد زیستی هاینگهدارنده و

شناسایی  جهت استاندارد هایروش از یکی ساضر  سال

 بوا ظواهری خصوصویات پایو  بر تشخیص ها انتروکوک

 . در(33 38)باشودموی بیوشویمیایی هوایاز آزمون استفاده

 مختلف  هایمحیط در رشد ها براسا،سوی  روش  ای 

 تولیود و قنودها تخمیر بیوشیمیایی  سرکت  هایواکنش

 گونو  51 از بیش چ  اگر .(41)شوندمی بندیطبق  پیگمان

 شناسوایی قابول هواروش ایو  از اسوتفاده بوا انتروکووک

 انجوا  لول  آزموایش در عموما هاآزمون قبیل ای  اما هستند 

و  گرماگوااری جهوت طولانی زمان مدت ب  و شوندمی

هوای . نتوایج بررسوی(45 46)دارند نیاز نتایج تفسیر تعاقبام

های فی یولووژیکی و بیوشویمیایی مورفولوژیکی  آزمون

های ب  شوکل کوکسوی  نشان داد ک  باکتری ای  ماالع 

ی اصولی کاتالاز منفی  گر  مثبت هسوتند کو  مشخصو 

 .(44 43)دهنووودهوووای اسووویدلاکتیک را نشوووان مییباکتر
 ساصل از تخمیر قندها و آزمون سرکت ایجمحققان از نت

ها در ساح گون  اسوتفاده باکتری برای تشخیص باکتری

بخش از ماالعوات نشوان داد کو   . نتایج ای (66)کنندمی
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 پژوهشی

تعل  دارند. با ایو  سوال   انتروکوکو،جنس ها ب  باکتری

هووای ایوو  ی مولکووولی نشووان داد کوو  گونوو هوواآزمووایش

هوای شوناخت  تند ک  بوا گونو هس فاسیو  استمالا باکتری 

هوای بیوشویمیایی ماابقوت داشوت. شده از طری  آزمون

بیوشیمیایی خا  مانند تخمیور قنودها  آزموون های آزمون

( و آزمون سرکت از O/Fیا تخمیر گلوک  ) اکسیداسیون

هوا بورای تووان از آنهوایی هسوتند کو  مویجمل  آزمون

هووای جوونس هووای مختلووف بوواکتریشناسووایی گونوو 

. بوا (44)اسوتفاده نموود انتروکوکوو،و  سترپتوکوکو،ا

هوا در ها عوتوه بور شناسوایی بواکتریانجا  ای  آزمایش

توان نتایج قبلی ای  پژوهش را نی  تأییود ساح گون   می

توری  آزموون کرد. نتایج ساصل از تخمیر قندها ک  مهم

باشود  نشوان داد ها در ساح گون  میبیوشیمیایی باکتری

قوادر بو   انتروکوکوو،هوای جونس بواکتری ک  تموامی

تخمیر قنودهای گلووک   سواکارز  سووربیتول  ترهوالوز  

فروکتوز  گالاکتوز  آرابینوز  مانیتول و لاکتوز هسوتند  

بیووز را اما توانایی تخمیر قندهای رافینووز  زایلووز  ملوی

ی الگووی تخمیوری قنودها در ماالعو  نداشتند. با مقایس 

ست آمده در ماالعات موانرو و بتنو  ساضر و نتایج ب  د

هوووای جووونس (  مشوووخص شووود کووو  بووواکتری6333)

تعل  دارند. نتوایج ساصول  فاسیو ب  گون   انتروکوکو،

هووای از کووار مووانرو و بتنوو  نشووان داد کوو  بوواکتری

گر  مثبوت  کاتوالاز منفوی هسوتند  فاسیو  انتروکوکو،

و همننوی   21  42  61  4ک  توانایی رشود در دماهوای 

و غلظت بالای نمک کلرید سدیم را  =pH 1/3شد در ر

بور اسوا، نتوایج ایو  دو  دارند. در رابا  با تخمیر قندها

تری  قندهایی ک  باعوث ایجواد تفواوت بوی  محق   مهم

  بو انتروکوکوو،های جنس و سایر گون  فاسیو ی گون 

گونو  بو   توری )ن دیوک فکوالیس انتروکوکو،خصو  

بیووز  یی چوون سووربیتول  ملویشود  قنودها( میفاسیو 

 هوایبواکتری فنووتیپی شناسایی. (66)آرابینوز  رافینوز هستند

 و سولولی مورفولووژی براسوا، توربویش اسویدلاکتیک

 اموا شود می انجا  کربوهیدراتی یاسوبستراه در تفاوت

 نتوایج تکرارپوایری عد  فنوتیپی شناسایی هایروش در

 بور عوتوه زیرا شد بامی سازمشکل هاآزمایشگاه هم  در

 تنووع آزمایشوگاه  هور در کشوت شورایط بوودن متفواوت

 باید تردقی  شناسایی بنابرای  .(42)باشدمی زیاد نی  هاگون 

 قدرت اوا بوت ردوبگی ا وانج ولیومولک ایوهروش طوتوس

. (41)هوووا تشوووخیص داده شوووونددقووت بهتوووری سووووی  و

یوابی لیهوا مبتنوی بور توواهای شناسوایی بواکتریتکنیک

DNA هووای تووری  روشتووری  و کوواربردییکووی از مهووم

باشد. ب  دلیل گستردگی ها میشناسایی مولکولی باکتری

یابی تموا  طوول ژنوو  بواکتری عموموا  از و سختی توالی

شان شود ک  توالیدار استفاده میهای خان یابی ژنتوالی

تشوخیص  . برای(47)کننددر طول زمان تغییر زیادی نمی

 هایجنس سایر همانند انتروکوکو، جنس هایاکتریب

 اسوووتفاده S rRNA61ی تووووالی ناسیووو  از باکتریوووایی

 DNAپووس از اسووتخرا  . در ایوو  ماالعوو  (48)شووودمووی

 بووا هوواآنی  rRNA S61ی یوو ناس هووا یاز بوواکتر یژنوووم

 یورتکث یعمووم یو آغازگرهوا PCR واکونش از استفاده

هوا  بواکتری S rRNA61پس از تعیی  تووالی ناسیو  شد. 

صورت ک  صورت دوطرف  انجا  شد  بدی یابی ب توالی

یوابی تووالی Kb 6تا سداکثر  PCRاز هر طرف محصول 

و  rRNA S61ردیفوی بوی  تووالی شد. تعیی  بهتری  هوم

هوای داده در موجوود در پایگواه rRNA S61هوای توالی

صورتی ک  بی  دو توالی شوباهت )همولووژی( بیشوتر از 

درصد باشد شناسایی در ساح گون  و سووی  مقودور  33

درصوود  باشوود  33تووا  37باشوود و اگوور شووباهت بووی  مووی

. بوا توجو  بو  (43)شوودشناسایی در ساح گون  انجا  می

هوای پوشانی نوکلئوتیدهای مربوط ب  تووالی بواکتریهم

 ی بلوووط ایوو  ماالعوو  بووا توووالی ناسیوو  ساصوول از شوویره

S rRNA61  موجوود در  فاسویو  کوو،انتروکوبواکتری

برآورد شد. بورای  درصد 33  می ان تااب  NCBIپایگاه 

های ایو  ماالعو  در تشخیص موقعیت فیلوژنتیک جدای 

هوای بواکتری S61یrRNAهوای ژن یتوالساج جنس  

هووای ژن ایوو  ماالعوو  همووراه بووا توالی انتروکوکووو،

rRNAS61  های اسیدلاکتیک با های سایر جنسی گون

ردیووف شوودند. هم Clustal Wاف ارهووای از نر  اسووتفاده
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ی یبا  کامل ناسی تقرشود  توالی هماناور ک  مشاهده می

S rRNA61  هایی بلوط با نمون های ساصل از شیرهجدای 

 تری را نشوانیوکن دقرابت  انتروکوکو،منتخب از جنس 

ها متعلو  دهنده ای  است ک  ای  گونو دهند ک  نشانمی

هستند. همننی  در درخت فیلووژنی  وکوکو،انترب  جنس 

 هووای وابسووت  بوو  یووک جوونس در کتدهووایساصوول  گونوو 

مربوطوو  قوورار گرفتنوود. همننووی  رسووم درخووت فیلوووژنی 

  یجووادای ایوو  درخووت بووا درخووت هووا و مقایسوو بوواکتری

دهود کو  درخوت شده توسوط محققوان دیگور نشوان می

های باکتری. (21)ساصل از صحت کافی برخوردار است

گر  مثبوت  کاتوالاز منفوی و های اسیدلاکتیک  باکتری

میکروآیروفیلیووک هسووتند کوو  قووادر بوو  تولیوود هووا  

 بو  انتروکوکو، های جنس. دوا  باکتری(38)باشندنمی

ی تحمول دامنو   C° 42-61 دموایی رشد وسیع محدوده

 بووا) نمووک تحموول و (=4pH -1/3) ی محوویطاسوویدیت 

. (26)شووودمووی داده نسووبت( NaCl درصوود 2/1 غلظووت

 و فاسوووویو  انتروکوکووووو، فکووووالیس  انتروکوکووووو،

 توری بویش کو  هسوتند هواییگون  دورانس انتروکوکو،

 ب  جنس انتروکوکو، هایگون  بی  سایر در را فراوانی

 لبنی ب  فراوانوی محصولات در و اندداده اختصا  خود

گری های غربالدر ای  ماالع  روش .(25)شوندمی یافت

آمیوو ی گوور   آزمووون کاتووالاز  آزمووون گاز جملوو  رنوو

  دماهووای مختلووف  رشوودتحموول نمووک طعووا   رشوود در 

 مورفولووووژیکی  هوووایو بررسوووی =1/3pHو =4/4pHدر 

ها کاتالاز منفوی و درصداز کل کلنی 6/21نشان داد ک  

هووای بوواکتریی اصوولی گوور  مثبووت بودنوود کوو  مشخصوو 

کموک  هوااسیدلاکتیک است. اگرچو  ایو  قبیول آزموون

هوای مختلوف بواکتری ثری ب  شناسایی جنس و گونو مؤ

کننود  اموا در بیشوتر مووارد قوادر بو  تشوخیص سووی  می

یابی توالیتر با استفاده از ها نیستند. شناسایی دقی باکتری

S rRNA61   پوس از اسوتخرا صوورت گرفت کو DNA 

ها با استفاده از واکنش آنی rRNA S61ی ژنومی ناسی 

PCR مقایسو  تووالی مومی تکثیور شود. و آغازگرهای ع

هوای تووالیهای ای  ماالع  بوا باکتری rRNA S61ناسی  

نشوان داد  BLASTافو ار با اسوتفاده از نور و  NCBIپایگاه 

 ی متعلو  بو  rRNA S61ک  بهتری  اناباق با تووالی ژن 

درصود همپوشوانی  33باکتری انتروکوکو، فاسویو  بوا 

هوای یوط بو  بواکترمربو rRNA S61اتفاق افتاد. تووالی 

هوای سووی انتروکوکو، فاسیو  ای  ماالع  بو  صوورت 

 و Enterococcus faecium B هووایجدیوودی بوو  نووا 
Enterococcus faecium A هوای بو  ترتیوب بو  شوماره

 NCBIدر پایگواه KX185054 و KX185055دسترسی 

هوای سووی  S rRNA61یوابی نتیج  توالیثبت گردیدند. 

ی بلووط بوا نتوایج بو  دسوت آموده از جدا شوده از شویره

هماننود  های بیوشیمیایی کوامت ماابقوت داشوتند.آزمون

بوو  خوووبی  S rRNA61ی یووابی ناسیوو   توووالی(23)نتووایج

را از هم تمیو  دهود. اگرچو   Bو  Aی توانست دو سوی 

هوا رفتوار یکسوانی از ای  دو سوی  در بیشتر موارد آزمون

 بیوتیوکسساسیت ب  آنتوی هایخود نشان دادند  اما آزمون

هوایی تفواوت =4/4pHو تولید گاز از گلوک  و رشد در 

 صونعت در مهموی کاربردهای را نشان دادند. انتروکوکو،

 در ارگوانولپتیکی خصوصویات تکووی  در و دارد لبنیات

 چنی هم. کنندمی ایفا نقش پنیرها بسیاری از رسیدن طی

 اسوتارتر کشوت محویط در اصولی مؤلفو  عنوان ب  آن از

 از بسویاری مسوأل   ایو  تأییود بورای .(3)شوودمی استفاده

 تواننودموی هواکو  انتروکوکوو، انودنموده ادعا محققان

. (24)باشوند و لیپولیتیکی پروتئولیتیکی هایفعالیت دارای

هوا  انتروکوک در دارویی مقاومت اف ون روز اف ایش با

 و پواتوژن  با کلونی اسویون مرتبط فاکتورهای بررسی اهمیت

 هواییپوروتئی  .رسودموی نظور بو  ضروری هاباکتری ای 

تجمعوووی  فووواکتور و ژلاتینووواز هموووولی ی   همنوووون

(Agglutination Substance)تبووادل هووایسیسووتم   در 

 هموراه بو  هواپوروتئی  ای . جویندمی شرکت پتسمیدی

 شورکت هواانتروکووک زایویبیمواری سایر فاکتورها در

 نامشوخص زایویعفونت در هاآن دقی  چند نقش هر دارند 

  نوا  بو  انتروکوکوو، از ای. سووی (22)مانده اسوت باقی

E. faecium SF68  سوووییس در پروبیوتیووک عنوووانبوو 

 از جلووگیری در کلینیکوی موؤثری اثور کو  شده استفاده
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 موؤثر کودکان در اسهال درمان فرآیند در و دارد اسهال

 در غاایی بر مواد نظارت اخیرا کمیت . است شده شناخت 

 عنوانب  را E. faecium K77D سوی  از استفاده انگلیس

 نمووووده  تخمیوووری تأییووود لبنوووی محصوووولات اسوووتارتر

 هووایویژگووی برخووی در تفوواوت عووتوهبوو  .(21)اسووت

 توانودموی (پروتئوولیتیکی فعالیوت ویژه ب ) تکنولوژیکی

 کنوار در بنوابرای  و شده ویژه هایسوی  انتخاب ب  منجر

 اسووتفاده اسووتارتر عنوووان بوو  اسوویدلاکتیک هووایکتریبووا

 واگیور و زایویبیماری فاکتورهای وجود عد . (27)شوند

 نشوان فاسویو  ایو  ماالعو  انتروکوکوو، هوایسوی  در

 غیور اسوتارترهای عنووان بو  تواننودموی هاآن ک  دهدمی

 تضومی  و خصوصویات ارگانولپتیوک ایجواد برای سنتی

 .(28)شوند استفاده ستمت
 

 سپاسگزاری
سووورکارخانم نووووروزی کارشووونا، آزمایشوووگاه  از

بیوتکنولووووژی و سووورکارخانم شووواکرمی کارشووونا، 

 و تشوکر نهایت تصویربرداری با میکروسکون الکترونی

ای   ماالع  با استفاده از گرنت . آیدمی عمل ب  قدردانی

 پژوهشی دانشگاه لرستان صورت گرفت  است.
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