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PCRتولید کننده باکتریوسین در محصولات لبنی به وسیله  انتروکوکوسشناسایی 

میرحسینی محبوبه
  

، دانشگاه پیام نور، گروه زیست شناسییزد

  18/8/89: تاریخ پذیرش  14/11/88: تاریخ دریافت

  چکیده

مستقل از کشت و جداسازي ها توسط روشهاي  ت لبنی براي حضور ژن باکتریوسیننمونه از محصولا 26در این مطالعه 

از محصولات لبنی است و انجام DNAاین روش شامل استخراج مستقیم . هاي اسید لاکتیک مورد بررسی قرار گرفتندباکتری

PCR انتروسین ( هاي مختلف ایمر اختصاصی براي ژن انتروسینجفت پر 3باA ،P ،As47 (آنالیز . باشد می انتروکوکوساز

هاي دیگر انتروسینده است و ژن مربوط به ها بوغالب در همه نمونه ها انتروسینتنAاست که انتروسین  نشان داده PCRنتایج 

هاي ها سویهانتروکوکوس احتمالاً کهبه نظر می رسد این موضوع با توجه به . هاي مورد مطالعه وجود نداشته استدر نمونه

نتایج . مناطق مختلف ایران هستندکتیک در محصولات لبنی جمع شده از هاي اسید لاولید کننده باکتریوسین از باکتریغالب ت

هاي تولید کننده باکتریوسین در تکرار پذیر براي آشکارسازي سویه یک متد حساس، سریع و PCRشان داده است که همچنین ن

  .محصولات لبنی است

  PCR، انتروکوکوس ،سینانترو: کلیدي واژه هاي

m.mirhossaini@gmail.com  الکترونیکی ، پست09133730895:نویسنده مسئول، تلفن

  مقدمه

 .به طور وسیع در محیط پخش است انتروکوکسی

در دستگاه گوارش انسان یا حیوانات  معمولاًانتروکوکسی 

 سویه غالب از انتروکوکوس فکالیس . ساکن است

هر چند در . تگاه گوارش انسان استدر دس انتروکوکسی

 انتروکوکوس فاسیومتعدادي از افراد و تعدادي از کشورها 

به هر حال . )2(است انتروکوکوس فکالیستر از  فراوان

تعیین کرده است که حضور  1986در سال موندت

مواد غذایی تعداد زیادي از در  انتروکوکوس فکالیس

نشان داده  همچنین. ردهمیشه با آلودگی مدفوعی ارتباط ندا

ارزش کمی از نظر شاخص  انتروکوکسی شده است که

هرچند .آلودگی در مراحل صنعتی مواد غذایی دارد

انتروکوکوس و  انتروکوکوس فکالیس، انتروکوکوس فاسیوم

دفوع انسان جدا شده است اما این به فراوانی از مدورانس 

کمتر  خوك، گاو و گوسفند: در احشام اهلی مثل ها گونه

تنها در ارتباط با حیوانهاي  انتروکوکسی .شوند دیده می

خونگرم نیست، آنها در خاك، سطح آبها، روي گیاهان، 

به  انتروکوکسی مقاومت. سبزیجات و حشرات وجود دارند

درجه حرارت پاستوریزه شدن، سازش پذیري آنها به 

درجه ( رشد متفاوت سوبستراهاي مختلف و شرایط 

دلیل این است ) حداکثر و نمک pHپایین، حرارت بالا و 

شده از تهیه توانند در محصولات غذایی  که این باکتریها می

و محصولات غذایی که تیمار ) گوشت و شیر(مواد خام 

این بدین معنی است که این . اند، یافت شوند حرارتی دیده

. توانند در شرایط معمول تولید غذا پایدار بمانند می باکتریها

بسته  توانند محصولات غذایی را در زمان یوه آنها مبه علا

قسمت  تواند  می انتروکوکسی بنابراین. بندي آلوده کنند

ه گوشت و از میکروبهاي غذاهاي تخمیري، به ویژ یمهم

مطالعه روي . پنیرهاي تخمیر شده را تشکیل دهد
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اي که  ژي پنیرهاي سنتی در کشورهاي مدیترانه   میکروبیولو

رده شود مشخص ک گوسفند و بز تولید می شیر عموماً از

 ءنقش مهمی در رسیدن پنیر ایفا ها انتروکوکسی است،

شاید این نقش را از طریق لیپولیز،  باکتریهااین . کنند می

بنابراین این . کنند می ءپروتئولیز و شکستن سیترات ایفا

مزه و طعم تیپیک در این پنیرها ایجاد باعث  باکتریها

همچنین در محصولات غذایی  باکتریهااین . )2(شوند  می

. دنو زیتونها وجود دار )5، 3(تخمیري مثل سوسیسها 

ها را دارد که  توانایی تولید باکتریوسین انتروکوکسی

پپتیدهاي  ها، باکتریوسین. شوند نامیده مینیزها انتروسین

ي گرم مثبت باکتریهاعلیه  دمیکروبیکوچک با فعالیت ض

: ي بیماریزا مثلباکتریهاي عامل فساد یا باکتریها: شامل

در تعدادي  ها انتروکوکسی بیش از این. )4(هستند  لیستریا

  .)3(از کشورها به عنوان پروبیوتیک استفاده شده است 

 Dگروه  تولید مواد باکتریوسین توسط 1955در سال 

، تاکنون تعداد زیادي است گزارش گردیده استرپتوکوکسی

 امروزه توانایی. ها مطالعه شده است از انتروسین

به خوبی  لیستریا هاي مختلف در مهار گونه انتروکوکسی

ارتباط  این موضوع ممکن است به دلیل. شده استشناخته 

شرح داده شود  لیستریا وانتروکوکسی  فیلوژنتیک نزدیک

تولید  AS-48اولین انتروسین خالص شده انتروسین . )4(

این انتروسین به . بودانتروکوکوس فکالیس شده توسط

از . بیوتیک پپتیدي حلقوي توصیف شده است عنوان آنتی

هاي جدید رو به افزایش  آن زمان به بعد تعداد انتروسین

ها خالص  به هر حال تعداد زیادي از این انتروسین. است

و  IIc، کلاسIIa، کلاسIها در کلاس انتروسین.اند نشده

ها مانند بیشتر  انتروسین. ها قرار دارند تریوسینباک IIIکلاس

سیتوپلاسمی را به عنوان هدف اولیه  ءها غشا باکتریوسین

سیتوپلاسمی منفذ تشکیل  ءآنها در غشا. دهند قرار می

 ءدهند، بنابراین باعث از بین رفتن پتانسیل غشا می

سیتوپلاسمی  ءدر غشا pHیا گرادیانت / سمی وسیتوپلا

این امر منتج به نشت مولکولهاي درون سلولی . شوند می

به هضم بهتر و تولید  انتروکوکسیکمک . شود می

محصولات  خصوصیات مفید مثل طعم و مزه بهتر در

توانایی آنها در تولید  همچنین غذایی تخمیري و

ت مهمی براي کاربرد اخصوصی) ها انتروسین(ها  باکتریوسین

در سالهاي اخیر گزارشهایی . داردآنها در صنایع غذایی 

به عنوان کشت آغازگرانتروکوکسی  مبنی بر استفاده از

(Starter cultures)  یا کشت همراه(Co-cultures) افزایش

قسمت مهم این نوع از تحقیقها . اي داشته است قابل توجه

باعث ایجاد که انتروکوکوسهاي  روي کاربرد سویه

گوشت  در محصولات پنیر و محصولاتخصوصیات مفید 

انتروکوکسی  کاربرد هر حال به . استشود تمرکز  کرده می

پتانسیل خطر  مواد غذایی به علت داشتنتولید  در فرآیند 

براي سلامت انسان، نیاز به تحقیق و پژوهش وسیع دارد

در این تحقیق با استفاده از روش مستقل از کشت و   .)2(

PCR  ژن تولید انتروسین در محصولات به بررسی حضور

ا فراوانی ژن انتروسین در محصولات ه شد تلبنی پرداخت

  .گرددخص لبنی مش

مواد و روشها

نمونه پنیر،  3نمونه شیر،  21(از شیر و مواد لبنینمونه  26

روش مستقل از کشت که شامل  مختلف با )ماست نمونه 2

است براي  PCRانجام عمل و  DNAاستخراج مستقیم 

  .ها مورد بررسی قرار گرفت سینحضور ژن انترو

روش : شیر و مواد لبنیاز ی یاباکتری DNAاستخراج 

باکتریایی از مواد  DNAاستخراج کل  استفاده شده جهت

Masco et alلبنی بر اساس روش شرح داده شده توسط 

از مواد لبنی با  mL1. )8(با کمی تغییر است (2005)

. وژ گردیدیدقیقه سانتریف 10به مدت  rpm13000سرعت 

حل شد و با سرعت  TEدر بافر  حاصل رسوب

rpm13000 به  رسوب. وژ گردیدیدقیقه سانتریف 5به مدت

این . حل گردید TEاز بافر  µL200دوباره در دست آمده

در حمام آب جوش نگهداري دقیقه 10محلولها به مدت 
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ي نگهداردقیقه 5بعد بلافاصله در روي یخ به مدت . شد

سپس  .)8(شد  وژ یسانتریف گردید و سلولها به روش بالا 

DNA  استخراج  با فنلاز مایع رویی توسط روش استخراج

  . حل گردید TEشد و در بافر 

PCR  16با پرایمرهايSrDNA :یید استخراجأبراي ت،

DNA نمونه مواد لبنی به وسیله  26استخراج شده از

16S rDNAکه مربوط به ژن DG74و  RW01پرایمرهاي 

همچنین  .)13و12() 1جدول(شدند PCR،است باکتریها

  .با اسپکتروفتومتر اندازه گیري شد DNAکمیت استخراج 

PCR  ها سینا پرایمرهاي اختصاصی براي انتروب :PCR 

لیست  هاي سیناز پرایمرها اختصاصی براي انتروبا استفاده 

.)1(انجام گرفت  2شده در جدول

انتروکوکوس فاسیومشیر استریل با  به عنوان کنترل مثبت

و کنترل منفی براي ژن انتروسین ) Aتولید کننده انتروسین(

A  تلقیح گردید و انتروکوکوس فکالیس  باDNA  به روش

  .بالا از آنها استخراج گردید

  نتایج

DNA  26به روش ماسکو و همکاران با کمی تغییر از 

قیم جدا شده به طور مست a26تا  a1نمونه از مواد غذایی

ژنومی استخراج شده با این روش براي  DNA).8(است

و  16SrDNA)RW01تأیید، در تکثیر بخشی از ژن 

DG74 (نتیجه . به عنوان ژن عمومی بکار برده شدPCR 

در  bp370نشان داده شده است؛ محصول  1فوق در شکل 

براي ژنوم جداسازي شده تمام  DNAمقابل مارکر 

. مورد آزمایش قابل مشاهده استهاي غذایی  نمونه

به وسیله اسپکتروفتومتر تأیید  DNAهمچنین استخراج 

ژنومی تأیید  DNAبنابراین صحت جداسازي . شده است 

  .گردید

.16SrDNAخصوصیات پرایمرهاي تشخیص توالی  -1جدول 

PCRمحصول   نام پرایمر  توالی پرایمر  C(Tm°(دماي ذوب پرایمر 

60  5´- AACTGGAGGAAGGTGGGGAT- 3´RW01  
bp370  

59  5´- AGGAGGTGATCCAACCGCA- 3´
  DG74  

.ها اختصاصی استفاده شده براي انتروسین يپرایمرها -2جدول 

Bacteriocin Forward primer Reverse primer  Tm

(C◦)  

PCR 
product

(bp)

Enterocin A

Enterocin P

Enterocin AS48

EntAF-  5΄��΄- GGTACCACTCATAGTGGAAA-3΄ 

  

EntPF - 5´΄-GCTACG CGTTCATAT GGT AAT-3´΄

EntAs48F- 5΄-GAGGAGTATCATGGTTAA AGA-3΄

EntAR- 5΄- CCCTGGAATTGCTCCACCTAA-3΄   

  

EntPR- 5΄- TCCTGCAATATTCTC TTT AGC-3´΄

  

EntAs48R - 5΄- ATATTG TTAAATTAC CAA-3΄

  

EntAF (58)

EntAR (64)

EntPF (60)

EntPR (57.90)  

EntAs48F 
(56.61)

EntAs48R 
(43.79)  

  

١٣٧  

  

  

  

٨٧  

  

٢٣٨  
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: PCR ،bp370 .(Aمحصول(,DG74و   RW01با پرایمرهاي ) a26تا  a1(هاي مواد غذایی  نمونه از16SrDNAژن  PCRتکثیر -1شکل

تا  a18جدا شده از DNAبه ترتیب  -9-1؛kb1مارکر : B. آب -a17.18تا  a1جدا شده از  DNAبه ترتیب  -17-1؛ )فرمنتاز(kb1مارکر 

a2610 -   آب -12انتروکوکوس فکالیس، شیر تلقیح شده با  -11، انتروکوکوس فاسیومشیر تلقیح شده با.

A

B

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

1391، 3، شماره 25جلد                                                                       مجله زیست شناسی ایران                                                

355

  

A

  

B

kbمارکر -A :1.تکثیر شده است Aنتروسین مواد لبنی استخراج شده و با پرایمر اختصاصی براي ا از که مستقیماٌ DNAاز  PCRمحصول  -2شکل 

انتروکوکوس شیر تلقیح شده با   - a1–a10 ،14به ترتیب –13-4،  انتروکوکوس فاسیومشیر تلقیح شده با   -3. )فرمنتاز(  bp50مارکر -2، 1

شیر تلقیح شده با  -a14–a24 ،14رتیببه ت –bp50 ،3-13مارکر -kb 1 ،2مارکر -B:1. آب - a11–a13 .19به ترتیب  -18-15، فکالیس

  .انتروکوکوس فاسیومشیر تلقیح شده با   -a25-a26 .17به ترتیب  -16-15،  انتروکوکوس فکالیس

  

PCR  هاي  با پرایمرهاي اختصاصی براي انتروسینA

bp 238( ،Pمحصولbp 137(،AS48 )محصول(

 هاي مختلف که توسط گونه) bp 90محصول(

استخراج شده  DNAشود، بر روي تولید می وکوسانتروک

نتایج حاصل از ژل الکتروفورز . از مواد غذایی انجام گرفت

تنها حضور محصول حاصل از پرایمر اختصاصی از 

را در مواد غذایی نشان داد و سایر  Aانتروسین 

هاي بررسی شده در مواد غذایی مورد بررسی  انتروسین

  ).2شکل (غایب بودند 

  بحث 

شاملکهکشتازمستقلروشباغذاییازموادنمونه26

ژنهايحضوربراياستPCRوDNAمستقیماستخراج

استخراجنتایج شامل .گرفتندقراربررسیموردانتروسین

250bp

137bp

250bp

137bp
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ژنحضوربرايPCRام عمل انجوDNAمستقیم

 Aها تنها انتروسین  ها نشان داد که در همه نمونه انتروسین

هاي دیگر  و ژنهاي مربوط به انتروسین شود یافت می

روش  PCRاین نتایج نشان داد که روش. غایب بودند

هاي تولید کننده باکتریوسین  براي شناسایی سویه حساسی

مزیت این روش نسبت به روشهاي . باشد در مواد لبنی می

وابسته به کشت، سرعت، دقت و تکرار پذیري آن است 

بر  PCRاین موضوع به خاطر این است که روش . )11(

همیشه آشکارسازي . اساس شناسایی ژنها استوار است

فقدان . ژنهاي بیان کننده نشان دهنده تولید این ماده نیست

نسخه برداري  و یا  يبیان ژن به علت فقدان فاکتور القا

رخداد ژنهاي مقاومت چندگانه به باکتریوسین ممکن است 

روي طیف ضد میکروبی باکتریوسین تولید  به طور وسیع

فقدان فعالیت . )1(شده توسط یک گونه خاص اثر کند 

ضدمیکروبی ضرورتاً نقص ژن تولید باکتریوسین را معنی 

.  تولید باکتریوسین یک فرآیند تنظیم شده است. دهد نمی

طوري که یک سلول باکتریایی مواد ضدمیکروبی را که  به

کند، کمتر تولید  دریک محیط غنی یا بدون رقابت رشد می

به عبارت دیگر شرایط محیطی در تولید . کند می

ها در  محیط  تعدادي از باکتریوسین. باکتریوسین تأثیر دارد

. شوند شوند ولی در محیط مایع تولید نمی جامد تولید می

تواند بعد از به  ین فراوانی وجود ژنهاي ساختمانی میبنابرا

آل براي بررسی تولید باکتریوسین و  کارگیري متد ایده

شرایط اپتیمم تولید باکتریوسین و به کارگیري سویه  

نتایج  ).10(حساس  به باکتریوسین تخمین زده شود 

کند که تولید انتروسین به  حاصل از این پروژه تأیید می

در شیر و محصولات حاصل از شیر اتفاق  طور وسیع

حضور ) 2008(استرومپفوا و همکاران ).2شکل ( افتد  می

 سویه 427را در  L50Bو  A ،B ،Pژن انتروسین

با استفاده از ) حیوان، غذا(از منشا مختلف  انتروکوکسی

، انتروکوکوس فاسیوم 368(بررسی کردند  PCRتکنیک

،  PCRبر اساس نتایج . )10()فکالیسانتروکوکوس 59

سویه حاوي یک یا چند ژن ساختمانی انتروسین  234

بیشترین ژنهاي ساختمانی یافت Aو Pانتروسین. بودند

 Aانتروسین. بودند انتروکوکوس هاي شده در میان سویه

یافت شد ولی ژن انتروکوکوس فاسیوم بیشتر در 

س انتروکوکوبیشتر در هر دو سویه L50Bو  P،Bانتروسین

  ).10(یافت شدند  انتروکوکوس فکالیسو  فاسیوم

 ها انتروکوکسی گسترش وسیع ژنهاي انتروسین در بین

براي انتشار و  انتروکوکسی ممکن است به علت توانایی

ها و همچنین بین جنسها  دریافت مواد ژنتیکی بین سویه

 و انتروکوکسی مثل تبادل مواد ژنتیکی بین جنس. باشد

 به طور وسیع در میان Aانتروسین ). 10(استافیلوکوکسی

 لیستریاییو فعالیت ضد )6(گسترده است  ها انتروکوکسی

نتایج این تحقیق و سایر . )9و 6(دهد  قوي نشان می

ي اسید لاکتیک تولید باکتریهاتحقیقات حضور تعداد زیاد 

کننده باکتریوسین با فعالیت مهاري در مقابل 

هاي پاتوژن و عوامل مسمومیت غذایی  میکروارگانیسم

). 7(کند  موجود در شیر خام و محصولات لبنی را تأیید می

هاي تولید کننده  نتایج نشان داد که سویههمچنین 

این نتایج . انتروسین در شیر و محصولات لبنی فراوان است

پنیرهايژي   میکروبیولوبا نتایج به دست آمده حاصل از

وگوسفندشیرازعموماًکهاي مدیترانهکشورهايدرسنتی

  .)2(تطابق دارد شود، میتولید  بز
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Identification of bacteriocin producing Enterococcus in dairy 
products by PCR

Mirhosseini M.

Biology Dept., University of Payam Noor, Yazd, I.R. of IRAN

Abstract

In this study, a collection of 26 dairy products were subjected to bacteriocin analysis by 
using a culture-independent approach. The culture-independent approach involved 
extraction of total bacterial DNA directly from the products, this is followed by a 
polymerase chain reaction (PCR) using three pairs of specific primers (enterocin A, 
enterocin P and enterocin As48). The PCR analysis showed that only enterocin A was 
predominant in all study samples, however the other genes were absent. The absent of 
other bacteriocins in 26 samples ,  give the idea that Enterococcus spp are predominant 
bacteriocin producing LAB in different dairy products obtained from different area in 
Iran. Also the PCR approach was found to have a much higher sensitivity for detection 
of bacteriocin producing strains in dairy products in a fast, reliable, and reproducible 
manner.

Keywords: Enterocin, Enterococcus, PCR.
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