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 چکیده

 هدف: باشند.می میزبان برایبخش ای اثرات سلامتدارای هستند که های زندهارگانیسمها پروبیوتیک زمینه مطالعاتی:

 های لبنی سنتی منطقه تبریز وردهفرآوشیر خام و های متنوع انتروکوکوس از جداسازی گونه هدف از انجام این پژوهش

های بیوشیمیایی ها با روش کشت جداسازی و با آزمونانتروکوکوس روش کار: .بود هاآنبررسی پتانسیل پروبیوتیکی 

یت به الیت پروتئولیتیکی و لیپولیتیکی، حساستحمل به اسید و صفرا، فعها )های پروبیوتیکی جدایهشناسایی شدند. ویژگی

ای و نوع فرآورده لبنی انتخاب جدایه با در نظر گرفتن تنوع گونه 24و  ( ارزیابی گردیدها و ژن عامل حدتبیوتیکآنتی

توانستند   pH= 3 ها دری آنمامتداشتند، اما ن تحمل 2و  1های  pH به های انتروکوکوسگونهیک از هیچنتایج: شدند. 

اما  ،فرا مقاوم بودندص مختلفدرصدهای  ها نسبت بهتحمل صفرا، همه گونه . از نظرپایدار بماننددقیقه  120 مدتبه

ز درجات مختلفی از پروتئولیز و لیپولیعلاوه، بهها مشاهد شد. در جمعیت آنبیشتر کاهش  ،افزایش غلظت صفرا موازاتهب

 15ترین فعالیت پروتئولیتیکی بعد از بیشدست آمد. گونه انتروکوکوس بهمختلف یک های سویهو متنوع  هایگونهتوسط 

های بوط به گونهفعالیت لیپولیتیکی مر ترینو بیش هایراو  ماندتی، فکالیسهای به گونه ثبت گردید که مربوطروز 

شد. ژن  هبیوگرام درجات متفاوتی از حساسیت مشاهدیچنین در آنتهمبودند.  فکالیسو  کازلیفلاووس، ساکارولیتیکوس

 نشد. یافت فاسیومهای هیوسیک از در هیچ Asa 1 که ژن حدتردیابی شد، در حالی فکالیس سویهدو از  Espحدت 

ضروری است  عنوان پروبیوتیک مطرح باشند اماصورت بالقوه بهتوانند بههای انتروکوکوس میگونهگیری نهایی: نتیجه

های ایمنی جنبهتر دقیقرای ارزیابی بسلولی و حیوانی  هایمدلهایی در چنین آزمونو هم مولکولیهای رزیابیا

 ها انجام گیرد.کوکوسوانتر
 

  پولیتیکیپروتئولیتیکی، فعالیت لی، تحمل صفرا، فعالیت حمل اسیدتمحصولات لبنی سنتی، انتروکوکوس،  واژگان کلیدی:

 

 مقدمه

 اطلاق ایهزند هایبه ارگانیسم اصطلاح در هاپروبیوتیک

 دارای لازم، میزانبه مصرف صورت در که د نشومی

باشند. می میزبان بدن روی بر بخشسلامت اثرات

 بخشسلامت خواص و هااین میکروارگانیسم اهمیت

 از فراسودمند جدید محصولات افزایش به منجر هاآن
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 )ولگموث و است گردیده های پروبیوتیکفرآورده جمله

عنوان های پروبیوتیک به. باکتری(2010همکاران 

شوند که نده میکروبی تعریف میهای غذایی زمکمل

طور مفید با اصلاح تعادل میکروبی، روده میزبان را به

. (2018)دوراک و همکاران  دهندتحت تأثیر قرار می

ها شامل مقاومت به های بیولوژیکی پروبیوتیکویژگی

های آلی، دفرا، پپسین، تریپسین و تولید اسی، صاسید

های فعالیت ضدمیکروبی و توانایی چسبیدن به سلول

های باکتری(. 2008 یر و سرور)اوگیباشد مخاطی می

لاکتیک  های مولد اسیدپروبیوتیکی متعلق به باکتری

 کوکوسلاکتو ،های لاکتوباسیلوسستند و غالباً جنسه

ز سوی دیگر شوند؛ امل میبیفیدوباکتریوم را شا و

ها در دیگری نظیر انتروکوکوس های غیرمتعارفباکتری

های عنوان باکتریبه کهگیرند بندی جای میاین دسته

مطرح هستند. این  1لاکتیک غیراستارتریمولد اسید

مختلف پنیر سنتی یافت  انواعطور متداول در ها بهگونه

 هاآنلیتیکی فعالیت پروتئولیتیکی و لیپوو  شوندمی

پنیرهای  از جملهباعث افزایش و بهبود طعم مواد غذایی 

 (.2018مارتینو و همکاران ) شودسنتی می

های گرم مثبت، فاقد اسپور و ها کوکسیانتروکوکوس

ها هوازی اختیاری هستند که زیستگاه غالب آنبی

 .باشددستگاه گوارش انسان و حیوانات خونگرم می

هایی از جمله متحمل بودن ی ویژگیها داراانترکوکوس

 6/9درصد نمک و شرایط قلیایی ) 5/6گرما، مقاومت به 

=pH تا 5( و توانایی رشد در دمای °C50  .هستند

ها عموماً در شیر خام و انتروکوکوسعلاوه، به

محصولات لبنی تخمیری سنتی وجود دارند و شیر یک 

ومینگ و د) ستهاای رشد این ارگانیسمآل برمنبع ایده

بسیاری از  (.2014اسوِک و فرانز ؛ 2003همکاران 

دارای فعالیت پروتئولیتیکی و  های انتروکوکوسگونه

 لیپولیتیکی هستند و موجب طعم ویژه در پنیرهای سنتی

با منشأ  های انتروکوکوسشوند. برخی از سویهمی

محصولات لبنی، در حین رشد در مواد غذایی علیه 

                                                           
1 Non-Starter Lactic Acid Bacteria (NSLAB) 

لیستریا چون زایی همریهای بیماباکتری

 ،ویبریو کلرا، استافیلوکوکوس اورئوس، مونوسایتوژنز

کلستریدیوم و باسیلوس تولید باکتریوسین  هایگونه

این . (2018گارسیا و همکاران -)اولوئرا کنندمی

های مناسبی برای ها را گزینهکوکوسومشخصات انتر

 با این وجود ؛کنندپروبیوتیک بودن مطرح می

 نیستند. 2GRAS هایبمیکروجزو  هاکوکوسانترو

ها در محصولات لبنی در عین باکتری این وجود بنابراین

باشند  مخاطراتی در پی داشتهاست  مفید بودن، ممکن

 (.2008 یر و سروراوگی)

های ون گونهتاکنهای انجام گرفته، بر اساس بررسی

های پروبیوتیک عنوان گونهها بهمختلفی از باکتری

های معرفی شده بیشتر پروبیوتیک امااند عرفی شدهم

لاکتوباسیلوس و لاکتوکوکوس  هایمربوط به جنس

ی از برخاند. در همین راستا مطالعاتی بر روی بوده

های سنتی ایرانی صورت گرفته است )نریمانی فرآورده

ویژه و کمتر جنس انتروکوکوس و به (1393 نژادتاریو 

مورد های سنتی از فرآورده شدهجدابومی های سویه

جداسازی و است. هدف این مطالعه قرار گرفته توجه 

های ها از شیر خام و فرآوردهشناسایی انتروکوکوس

لبنی سنتی منطقه تبریز و ارزیابی پتانسیل پروبیوتیکی 

 .بود هاآن
 

 هامواد و روش

 و جداسازی انتروکوکوس گیرینمونه

های لبنی سنتی ردهخام و فرآو از شیر گیرینمونه

 70عرضه شده در منطقه تبریز انجام شد. برای این کار 

نیر، کشک، دوغ، خامه، کره و ، پخام شیرشامل نمونه 

آوری و در شرایط جمع (نمونه 10از هر کدام ) ماست

 نمونه از گرم 10 مقدار سرد به آزمایشگاه منتقل گردید.

 مخلوط استریل رینگر سرم لیترمیلی 90 با نظر مورد

. گرفت قرار C 40° ماریبن در دقیقه 5 مدتبه و شد

 همگن rpm 230شدت  با شیکر در دقیقه 2 مدتبه سپس

                                                           
2 Generally Recognized as Safe 
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 100مقدار  (.2009کولومان و همکاران ) گردید

و در مورد )تهیه شده  هایمیکرولیتر از سوسپانسیون

کانامایسین  در محیطسازی( قهای دوغ بدون رقینمونه

کشت سطحی ( Merck, Germany) 1گاراسکولین آزاید آ

شرایط  و C 42°در دمای  کشتهای محیط. ندداده شد

گذاری گردید ساعت گرمخانه 48تا  24دت مهوازی به

 1-2 با قطر های(. کلنی2003دومینگ و همکاران )

دارای هاله سیاه انتخاب و جهت انجام  و مترمیلی

 عمومی مدجا گری و افتراقی در محیطهای غربالآزمون

 C° 37کشت ) )Scharlau, Spain( 2عصاره قلب و مغز

کانو و -)گارسیو داده شدساعت(  18-24مدت به

  (.2014همکاران 

های برای شناسایی جنس انتروکوکوس از آزمون

شامل توانایی رشد  متداولمورفولوژیکی و بیوشیمیایی 

آمیزی گرم، آزمون کاتالاز، بررسی ، رنگC 42° در

درصد نمک و  5/6ژی باکتری، رشد در حضور مورفولو

 هدر ادام .توانایی هیدرولیز بایل اسکولین استفاده گردید

، زرد نگدانهر، تولید S2Hهای حرکت، تولید آزمونبا 

 رافینوز، ساکارز-Dآرابینوز، مانیتول، -Lتخمیر قندها )

 ، هیدرولیزC 4° دمای در رشد ، توانایی(لاکتوزو 

قابلیت  و درصد( 04/0پتاسیم ) یتتلور آرژنین، تحمل

های انتروکوکوس انجام گونهتشخیص تفریقی  ،همولیز

 (.2009)گوستاوو و همکاران  پذیرفت

 اسیدمقاومت به 

) ,Scharlau 3آراس براثام درهای انتروکوکوس جدایه

Spain)  کشت(و ساعت 24 °C 37) 10مدت به و سپس 

 ده شدند.رسوب دا g 4000×با شدت  C 4° دقیقه در

 2های حاوی لیتر از رسوب به لولهمیلی 1/0مقدار 

)با استفاده  3و  2، 1های  pHاستریل با  PBSلیتر میلی

ها از اسیدکلریدریک( اضافه و مخلوط گردید. سپس لوله

. در شدند گذاریگرمخانه C 37° در دقیقه 120مدت به

ز دقیقه، ا 120و  60، 30های چنین زمانو هم زمان صفر

                                                           
1 Kanamycin Esculin Azide agar 
2 Brain Heart Infusion (BHI) agar 
3 DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) broth 

 های سریال تهیه و از هر رقتهای مزبور رقتنمونه

 ,Scharlau)آراس آگار ام در میکرولیتر 100 مقدار

Spain )مدت به) گذاریگرمخانهو پس از  شد کشت داده

های زنده باکتری (، جمعیتC 37° ساعت در 48-24

 (.2015)لی و همکاران شمارش گردیدند 

 صفراوی هاینمک مقاومت به

 log cfu/ml 9 تعداد تقریبی کوکوس باای انتروهجدایه

 4/0ا ی 3/0، 2/0 ،1/0، 0 حاوی آراس براثام محیط در

ب و متعاق ندداده شد کشت ،های صفراوینمک صددر

، (ساعت 24مدت به C 37° در دمای)گذاری گرمخانه

های زنده و مقاوم های سریال تهیه و انتروکوکوسرقت

شمارش گردید  راس آگارآاممحیط کشت به صفرا در 

 (.2015)لی و همکاران 

 لیپولیتیکیو  پروتئولیتیکی فعالیت

های کشت ازها برای بررسی فعالیت پروتئولیتیکی جدایه

ای در صورت نقطهبهانتروکوکوس و جوان  خالص

کشت  )Merck, Germany( 4میلک آگاراسکیم محیط

در  و C 30° ساعت در 48و  24، 6مدت داده شد و به

پس از هر  .شدندرشد داده  C 10° روز در 15و  7 ادامه

ثبت پیرامون نقطه کشت قطر هاله اندازه  ،دوره زمانی

های کشتاز  ارزیابی فعالیت لیپولیتیکی،برای  .گردید

محیط کشت ی در انقطه صورتجوان انتروکوکوس به

کشت داده شد  )Merck, Germany( 5بوتیرین آگارتری

 .شدگذاری گرمخانه  C 30° روز در دمای 5مدت و به

با ت نتیجه ابتدا سطح محیط کشت رائبرای ق

هاله  اندازه قطرسپس  پوشانده شد. مس اشباعسولفات

یو و ر)س لیپولیز در پیرامون نقطه کشت بررسی گردید

 (.2010همکاران 

 بیوتیکیآنتی مقاومت الگوی

. ه شداستفاد 6دیسکیر ش از روش انتشابرای این آزمای

های جوان انتروکوکوس کدورتی معادل ابتدا از کشت

                                                           
4 Skim milk agar 
5 Tributyrin agar 
6 Kirby-Bauer disc diffusion 
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 لیترمیلی 2/0 مقدار گردید.تهیه فارلند مک 5/0استاندارد 

هینتون -مولر کشت محیط روی سوسپانسیون بر از

و  شد سطحی داده کشت )Merck, Germany( 1آگار

 ونکومایسین طب، ایران()پادتن بیوتیکیآنتی هاییسکد

(μg 30 ،)سایکلینتترا (μg 30 ،)استرپتومایسین (μg 

(، μg 10)سیلین آمپی(، μg 15)اریترومایسین (، 10

 کلرامنفیکل و( U 10سیلین )(، پنیμg 10) جنتامایسین

(μg 30) از پسگذاری و در سطح محیط جای 

 ،C 37° دمای در ساعت 24-48مدت به گذاریگرمخانه

گیری و دازهها اندر پیرامون دیسک رشد عدم قطر هاله

 (.2007؛ ویکلر و همکاران 2003)کلین  تفسیر گردید

 حدتهای ژن

 رتانی براثب-لوریا محیط انتروکوکوس در یهاجدایه

(Merck, Germany)  کشتتجدید (و  ساعت 24°C 37) 

داده رسوب های باکتریایی با سانتریفیوژ سلول و یافتند

های باکتری DNAاستخراج با استفاده از کیت  ند.شد

، و طبق دستورالعمل کیت( Sinaclon, Iran)گرم مثبت 

DNA  ژنومی استخراج گردید. پس از تعیین غلظت و

(، Thermo, USAبا استفاده از نانودراپ ) DNAخلوص 

استفاده از  و با قبلیروش یک مطابق با  PCRواکنش 

انجام  Asa1 و  Espهای ژن پرایمرهای اختصاصی برای

و  510های ترتیب با اندازهبه PCRگرفت و محصول 

الکتروفورز بررسی شد باز با ژلجفت 375

 (.2004)وانکرکهوون و همکاران 

 آماری آنالیز

آمار توصیفی  ند وها سه بار تکرار شدتمامی آزمایش

ها )میانگین و انحراف معیار( محاسبه شد. سپس داده

ونس و وها با آزمون اسکنرمال بودن توزیع داده

تفاوت مقاومت به اسید، ارزیابی گردید.  2سکورتوزی

چنین فعالیت پروتئولیتیکی و مقاومت به صفرا و هم

های انتروکوکوس با آنالیز واریانس لیپولیتیکی جدایه

 درصد ارزیابی گردید. 5در سطح احتمال  3طرفهیک
                                                           

1 Muller-Hinton agar 
2 Skewness and Kurtosis 
3 One-Way ANOVA 

 Versionافزار )ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل داده

20)SPSS رفت.، انجام پذی 
 

 نتایج و بحث

های متنوعی از های مورد آزمایش گونهاز نمونه

های در این میان گونهانتروکوکوس جداسازی شد. 

از فراوانی بسیار بیشتری برخوردار  فاسیومو  فکالیس

که هدف مطالعه ارزیابی پتانسیل بودند. با توجه به این

و ای های انتروکوکوس بود، تنوع گونهپروبیوتیکی گونه

منشأ جداسازی باکتری )نوع فرآورده لبنی( معیار 

جدایه  24 رواز این ها در نظر گرفته شد.انتخاب سویه

گونه  4، فکالیس گونه 5، فاسیوم گونه 6متشکل از 

گونه  2 ،آویوم گونه 2، کازلیفلاووسگونه  2، گالیناروم

، هایراهای جدایه از هر یک از گونه 1و  ماندتی

ارزیابی پتانسیل برای  رافینوسوس و ساکارولیتیکوس

  انتخاب شدند. پروبیوتیکی

 24یک از هیچ ی مقاومت به اسید،هابر اساس یافته

مقاوم نبودند و  2و  1های  pHجدایه انتروکوکوس در 

 log)تر از حد قابل ردیابی به کم ،دقیقه 30 در زمان

cfu/ml 2 >) 3اما در  ؛رسیدند =pH جز دو سویه به

ها )جدا شده از کشک و خامه(، سایر جدایه فاسیوم

با این . تحمل نمودندتا انتهای دوره شرایط اسیدی را 

های انتروکوکوس کاهش جمعیت اغلب جدایهتوضیح که 

جزئی و به لحاظ آماری غیرمعنادار  ،دقیقه 120در طی 

 صورت معناداربه جدایه 9صرفاً جمعیت  و بود

(05/0P< ) 120وجود در پایان  ؛ با اینپیدا کردکاهش 

( از log cfu/ml 5/8توجهی )بیش از دقیقه، تعداد قابل

که بیانگر مقاومت بالای  ها باقی ماندندجمعیت این جدایه

جدول ) های انتروکوکوس به شرایط اسیدی استگونه

هایی در مقاومت به طبق نتایج مطالعه حاضر، تفاوت. (1

س و های مختلف انتروکوکواسید در بین گونه

های یک گونه مشاهده شد که از نظر آماری سویه

( بودند. هر چند بخشی از این تفاوت، >05/0Pمعنادار )
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 د.وشتلقیح )زمان صفر( مربوط میها در زمان به اختلاف در جمعیت اولیه انتروکوکوس

 

 ( pH= 3)یدی در شرایط اسهای انتروکوکوس ( گونهlog cfu/ml) جمعیت انحراف معیار( ±)میانگینتغییرات  -1جدول 
Table 1- Variation (mean±SD) in the population of Enterococcus spp. (log cfu/ml) in acidic (pH= 3) condition  

Enterococcus 

species 
Isolate Source 

Time (min) 

0 30 60 120 

faecium 1 yogurt 10.31± 0.55 aB 10.26± 0.37 aBC 10.12± 0.41 aB 10.02± 0.50 aC 

2 cheese 9.11± 0.24 aAB 9.09±0.19 aAB 8.86± 0.33 aA 8.39± 0.47 aB 

3 butter 10.01± 0.44 aB 9.95± 0.19 aB 9.91± 0.39 aB 9.71± 0.50 aC 

4 Kashk 10.26± 0.31 bB 10.11± 0.16 bBC 10.03± 0.35 bB ND *aA 

5 cream 9.35±0.47 bAB 9.23±0.36 bAB 9.11± 0.40 bAB ND *aA 

6 raw milk 8.92±0.61 aA 8.79±0.54 aA 8.73± 0.49 aA 8.36± 0.38 aB 

faecalis 1 cheese 10.05± 0.18 aB 10.07±0.31 aBC 10.07± 0.24 aB 9.89± 0.48 aC 

2 butter 10.30± 0.20 bB 10.10± 0.35 bBC 9.87± 0.44 abB 9.02± 0.52 aBC 

3 buttermilk 11.35± 0.57 bC 11.05± 0.33 abC 10.90± 0.45 abB 10.07± 0.27 aCD 

4 cream 10.31±0.17 aB 10.29± 0.24 aBC 10.21± 0.13 aB 10.14± 0.24 aCD 

5 raw milk 10.34± 0.28 aB 10.19± 0.34 aBC 10.02± 0.12 aB 9.86± 0.35 aC 

gallinarum 1 cream 10.05± 0.22 bB 9.99± 0.19 abB 9.93± 0.24 abB 9.07± 0.30 aBC 

2 butter 10.29± 0.21 aB 10.14± 0.17 aBC 9.97± 0.37 aB 9.79± 0.29 aC 

3 cheese 10.25± 0.26 bB 9.56± 0.32 abAB 9.20± 0.21 aAB 8.69± 0.42 aB 

4 raw milk 10.27± 0.36 bB 9.77± 0.26 abAB 9.54± 0.38 abAB 9.04± 0.47 aBC 

casseliflavus 1 cream 10.27± 0.24 aB 9.79± 0.31 aAB 9.61±0.22 aAB 9.43± 0.42 aC 

2 raw milk 10.15± 0.31 aB 9.79± 0.27 aAB 9.57± 0.44 aAB 9.32± 0.47 aBC 

avium 1 cheese 10.27± 0.35 aB 9.70± 0.23 aAB 9.67± 0.15 aAB 9.44± 0.50 aC 

2 cream 10.0± 0.46 bB 9.17± 0.39 abAB 9.04±0.28 abAB 8.60± 0.57 ac 

mundtii 1 buttermilk 10.03±0.41 aB 10.01± 0.37 aB 9.86± 0.44 aB 9.50± 0.27 aC 

2 raw milk 10.0±0.38 aB 9.77± 0.30 aAB 9.69± 0.45 aAB 9.61± 0.29 aC 

hirae 1 raw milk 10.18±0.17 bB 9.99± 0.27 abB 9.11± 0.38 aAB 9.04± 0.41 aBC 

saccharolyticus 1 raw milk 10.29±0.22 aB 10.09± 0.30 aB 10.01± 0.15 aB 9.92± 0.45 aC 

raffinosus 1 raw milk 10.27± 0.17 aB 10.17± 0.30 aBC 10.08± 0.26 aB 10.01± 0.35 aC 
*ND: Below the detection limit (< 2 log cfu/ml); a, b: Different letters indicate significant (P<0.05) difference 

among mean values in each raw. A, B, C, D: Different letters indicate significant (P<0.05) difference among 

mean values in each column. 

 

های دهنده تفاوت رفتار و مقاومت سویهاین یافته نشان

مختلف یک گونه نسبت به شوک اسیدی است. نتایج 

های برخی تحقیقات راستا با یافتهتحقیق حاضر هم

 pH= 3 ها فقط درهمه گونهمشابه بود؛ به این معنی که 

چنین در (. هم2015لی و همکاران پایدار بودند )

و حضور  pH= 3در  فاسیوم انتروکوکوسای مطالعه

 5/2 در همین شرایط و درپایدار بود اما آنزیم پپسین 

=pH  سائلیم و همکاران  گردیدبا کاهش جمعیت روبرو(

های ترین گونهترین و حساسمقاوم (.2012

خامه تخمیری  3و  5/2، 2های  pHانتروکوکوس در 

انتروکوکوس ، انتروکوکوس دورانسسنتی مربوط به 

بودند )گیو و  KLDS 6.0935و  LDS 6.0934 فکالیس

های مهم که از ویژگیبا توجه به این(. 2015همکاران 

ها در شرایط اسیدی مانی آنها توانایی زندهپروبیوتیک

های انتروکوکوس تحمل معده است، لذا هر چه گونه

های بیشتری به شرایط اسیدی داشته باشند، گزینه

ستند. لازم به توضیح تری برای این منظور همناسب

است ماتریکس غذایی متشکل از چربی و پروتئین )نظیر 

تواند چه که در شیر و محصولات آن وجود دارد( میآن

 ا به شرایط نامساعد را افزایش دهد.هبتحمل میکرو

 انتروکوکوسهای میزان مقاومت سویه 2جدول در 

نشان های صفراوی نمکهای مختلف غلظتنسبت به 

 %2/0و  %1/0 هایغلظت بر این اساس، ده است.داده ش

؛ ندها نداشتصفرا اثر معناداری بر کاهش جمعیت جدایه

صفرا، جمعیت  %4/0ویژه و به %3/0های در غلظت اما

داری یها نسبت به نمونه شاهد کاهش معنانتروکوکوس
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(05/0P< .نشان داد ) ساعت  24با این حال، در پایان

توجه ها با جمعیت قابلجدایهگذاری تمامی گرمخانه

( بقای خود را حفظ نمودند. log cfu/ml 84/7تا  69/5)

های مختلف به صفرا در بین گونهمقاومت مقایسه میزان 

 در اغلب موارد های یک گونهوس و سویهککووانتر

تفاوت معناداری نشان نداد؛ هر چند بخشی از این 

اولیه تلقیح  تواند متأثر از تفاوت در میزاناختلاف می

در مطالعه مشابهی در مغان و . باکتری باشد

مانی در گونه انتروکوکوس قابلیت زنده 26شهر مشگین

ند )جعفری و شتصفراوی را دا املاحدرصد از  3/0

 . در تحقیق دیگری مشخص گردید که(1391همکاران 

های ها با افزایش غلظت نمکمانی همه گونهزنده

 (.2015لی و همکاران یابد )میصفراوی کاهش 

 

 ختلف صفرامدرصدهای در های انتروکوکوس گونه (log cfu/ml) جمعیت انحراف معیار( ±)میانگینتغییرات  -2جدول 
Table 2- Variation in the population (mean±SD) of Enterococcus spp. (log cfu/ml) in different bile concentrations 

Enterococcus 

species 
Isolate Source 

Bile concentrations (%) 

0 0.1 0.2 0.3 0.4 

faecium 1 yogurt bAB 0.35 8.68± bAB 0.47 8.50± abBC 0.31 8.07± abBC 0.55 7.60± aBC 0.49 7.47± 

2 cheese aAB 0.25 8.23± aA 0.19 7.71± aAB 0.41 7.44± aBC 0.36 7.49± aBC 0.45 7.38± 

3 butter bAB 0.18 90±8. abAB 0.53 8.23± abBC 0.48 8.07± abBC 0.57 7.60± aBC 0.38 7.30± 

4 Kashk bAB 0.21 8.39± bAB 0.36 8.25± abAB 0.56 7.44± aBC 0.49 7.23± aBC 0.53 7.07± 

5 cream cAB 0.33 8.39± bcAB 0.40 8.23± bcAB 0.37 7.47± bBC 0.41 7.34± aAB 0.63 6.30± 

6 raw milk bAB 0.33 9.23± bB 0.20 8.79± bC 0.19 8.72± bC 0.40 8.56± aBC 0.55 7.47± 

faecalis 1 cheese bAB 0.28 8.99± bB 0.37 8.78± bC 0.43 8.76± bC 0.25 8.38± aBC 0.49 7.30± 

2 butter bAB 0.36 8.90± abAB 0.31 8.54± abBC 0.43 8.31± abC 0.47 8.27± aBC 0.52 7.61± 

3 buttermilk bAB 0.18 9.27± bB 0.22 9.23± bC 0.17 9.02± abC 0.49 8.17± aC 0.53 8.0± 

4 cream bAB 0.21 8.28± bAB 0.37 8.08± aAB 0.49 6.77± aAB 0.58 6.0± aAB 0.66 5.90± 

5 raw milk bAB 0.25 9.13± abAB 0.36 8.43± abBC 0.30 8.38± abC 0.58 8.23± aBC 0.51 7.77± 

gallinarum 1 cream cAB 0.33 8.29± cAB 0.27 8.18± bAB 0.45 7.17± aA 0.68 5.84± aAB 0.52 5.77± 

2 butter bA 0.19 8.27± bAB 0.31 8.16± bBC 0.25 8.05± aB 0.34 6.95± aAB 0.41 6.30± 

3 cheese bB 0.29 9.30± bB 0.22 8.74± bBC 0.31 8.56± abC 0.45 8.30± aBC 0.36 ±7.47 

4 raw milk bB 0.30 9.31± bB 0.34 9.0± aA 0.57 6.47± aAB 0.64 6.30± aA 0.61 5.69± 

casseliflavus 1 cream bAB 0.25 8.99± bAB 0.20 8.11± bBC 0.38 8.07± aBC 0.55 7.0± abBC 0.40 7.17± 

2 raw milk cB 0.34 9.34± bAB 0.49 8.11± aAB 0.56 7.0± aAB 480. 6.30± aAB 0.61 6.04± 

avium 1 cheese bAB 0.30 8.94± bAB 0.48 8.39± bBC 0.54 8.20± abBC 0.28 7.77± aBC 0.66 7.0± 

2 cream bAB 0.43 8.83± abAB 0.35 8.43± abBC 0.28 8.14± abBC 0.47 7.90± aBC 0.51 7.69± 

mundtii 1 buttermilk bAB 0.42 8.94± abAB 0.41 8.49± abBC 0.53 14±8. abC 0.56 8.0± aBC 0.40 7.77± 

2 raw milk cB 0.22 9.31± cAb 0.46 8.65± bAB 0.39 7.47± aAB 0.47 6.30± aA 0.61 5.69± 

hirae 1 raw milk bAB 0.30 9.05± bAB 0.45 8.38± abB 0.42 7.69± abBC 0.33 7.25± aB 0.52 6.90± 

saccharolyticus 1 raw milk bB 0.29 9.31± bB 0.45 9.0± abA 0.51 6.47± abAB 0.47 6.30± aA 0.64 5.69± 

raffinosus 1 raw milk bAB 0.19 9.26± bB 0.36 9.02± abC 0.41 8.82± abC 0.28 8.39± aBC 7.84±0.60 

a, b: Different letters indicate significant (P<0.05) difference among mean values in each raw. A, B, C, D: Different letters 

indicate significant (P<0.05) difference among mean values in each column. 

 

های انتروکوکوس ارزیابی قابلیت پروتئولیز جدایهنتایج 

 ساعت ابتدایی 6در ها تمامی جدایهنشان داد 

فعالیت پروتئولیتیکی بودند اما با  فاقد، گذاریگرمخانه

معناداری افزایش  پروتئولیزقطر هاله  ،گذشت زمان

(05/0P< ) .علاوه، در موارد متعددی قدرت بهیافت

های مختلف انتروکوکوس و گونهپروتئولیز در بین 

( داشت >05/0Pهای یک گونه تفاوت معناداری )سویه

گذاری، این تفاوت مشهودتر گذشت زمان گرمخانهکه با 

ترین فعالیت پروتئولیتکی مربوط به بیش. شدمی

 ماندتیجدا شده از دوغ،  انتروکوکوس فکالیسهای گونه

خام و  یرجدا شده از ش هایراخام،  جدا شده از شیر

  .(3جدول ) جدا شده از کره بود فکالیس
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 گذاریگرمخانه زمانطی های انتروکوکوس در گونه یزپروتئول قطر هاله( n=3میانگین ) -3جدول 

Table 3- Mean value (n=3) of proteolysis diameter produced by Enterococcus spp. 

Enterococcus 

species 
Isolate Source 

Diameter of proteolysis (mm) during incubation 

hour  day 

6 24 48  7 15 

faecium 1 yogurt 0 aA 4 bAB 6 cB  8 dB 8 dB 

2 cheese 0 aA 3 bA 6 cB  8 dB 8 dB 

3 butter 0 aA 4 bAB 6 cB  8 dB 8 dB 

4 Kashk 0 aA 3 bA 6 cB  6.6 cAB 7.3 cAB 

5 cream 0 aA 4 bAB 6 cB  8 dB 8 dB 

6 raw milk 0 aA 4.6 bAB 7.3 cBC  7.5 cAB 10.3 dCD 

faecalis 1 cheese 0 aA 3 bA 6 cB  7.3 cdAB 8.6 dBC 

2 butter 0 aA 4.6 bAB 7.5 cBC  13 dD 15 eE 

3 buttermilk 0 aA 10 bC 15.3 cE  20 dF 30 eG 

4 cream 0 aA 4 bAB 8 cC  8 cB 8 cB 

5 raw milk 0 aA 4 bAB 6 cB  8 cB 8 cB 

gallinarum 1 cream 0 aA 4 bAB 8 cC  8 cB 8 cB 

2 butter 0 aA 4 bAB 8 cC  10 dC 10 dC 

3 cheese 0 aA 4 bAB 6 cB  6 cA 7.5 cAB 

4 raw milk 0 aA 3 bA 4 bA  6 cA 8 dB 

casseliflavus 1 cream 0 aA 3.6 bA 6.6 cB  6.6 cAB 6.6 cAB 

2 raw milk 0 aA 5 bB 7 cBC  8 cB 10 dC 

avium 1 cheese 0 aA 4 bAB 6 cB  8 cB 8 cB 

2 cream 0 aA 3 bA 5.6 cAB  8 cB 8 cB 

mundtii 1 buttermilk 0 aA 4 bAB 6 cB  8 cB 10 eC 

2 raw milk 0 aA 6 bB 8 cC  16 dE 20 eF 

hirae 1 raw milk 0 aA 6 bB 8 cC  16 dE 16 dE 

saccharolyticus 1 raw milk 0 aA 5 bB 7 cBC  10 dC 11.5 dCD 

raffinosus 1 raw milk 0 aA 4 bAB 5 bcAB  6 cA 6 cA 

a, b, c, d: Different letters indicate significant (P<0.05) difference among mean values in each raw.  

A, B, C, D: Different letters indicate significant (P<0.05) difference among mean values in each column. 

 

های داشتن خصوصیات مطلوب تکنولوژیکی از جنبه

آید. به این معنی که حساب میها بهمثبت پروبیوتیک

علاوه بر پایداری در سیستم گوارشی، چسبیدن به 

زای های بیماریغشای روده و رقابت با باکتری

ای، داشتن قابلیت پروتئولیز و لیپولیز که منجر به روده

های تخمیری شیر گردد، دهتولید عطر و طعم در فرآور

های تواند از نکات مثبت و برجسته باکتریمی

ها و مشارکت پروبیوتیکی باشد. حضور انتروکوکوس

ها در توسعه طعم در انواع پنیر سنتی اثبات شده آن

پنیر ایتالیایی  درای مطالعه (. طی2003است )گیرافا 

کی ترین فعالیت پروتئولیتتولید شده از شیر بز، بیش

انتروکوکوس فکالیس های انتروکوکوس مربوط به گونه

، دورانسهای گونه درترین فعالیت پروتئولیتیکی و کم

(. در 2000)سوزی و همکاران  بود گالینارومو  هایرا

های دیگری به خاصیت پروتئولیتیکی پژوهش

در پنیر  ها پرداخته شده است. مثلاً انتروکوکوس

بالاترین فعالیت  ،شیر گاوتهیه شده از آرزوا

زیرگونه  انتروکوکوس فکالیسپروتئولیتیکی مربوط به 

و در پنیر تولوم ( 1995)سنتنو و همکاران  لیکوفاسینس

و محصولات لبنی شمال غرب ایتالیا فعالیت  ترکیه

بیشتر از  انتروکوکوس فکالیسپروتئولیتیکی 

برآورد گردید )موراندی و  انتروکوکوس فاسیوم

  (.2009تونجر و همکاران  ؛2006همکاران 

گیری قطر هاله ایجاد شده در توانایی لیپولیز با اندازه

کلونی هر جدایه انتروکوکوس ثبت گردید  پیرامون

های گونه دادنشان لیپولیز آزمون های یافته(. 1)شکل 

های یک گونه، توانایی مختلف انتروکوکوس و سویه

ن اختلاف به که در مواردی ای ندشتلیپولیز متفاوتی دا

 .(4جدول ) ( بود>05/0Pلحاظ آماری معنادار )
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 (اله لیپولیز )راست( و پروتئولیز )چپه -1شکل 

Figure 1- Zone of lipolysis (R) and proteolysis (L) 

 

جدا  انتروکوکوس فاسیوم از جمله هاهیوسبرخی از 

جدا  هایراجدا شده از خامه،  گالینارومشده از ماست، 

جدا شده از شیر خام  رافینوسوسشیر خام و شده از 

میزان بالاترین  .فعالیت لیپولیتیکی از خود نشان ندادند

 و ساکارولیتیکوسهای مربوط به گونهلیپولیز 

جدا شده  فکالیسجدا شده از شیر خام و  کازلیفلاووس

چه که در هایی با آنها تفاوتبود. این یافتهاز خامه 

در شیر مثلاً  نشان داد. ه بود،سایر مطالعات مشاهده شد

 انتروکوکوس فکالیسکوهانه ایرانی خام شتر تک

های گونه در پنیر تولوم ،(1393 )دعوتی و همکاران

)تونجر و  دورانسو  فاسیوم، انتروکوکوس فکالیس

و در محصولات لبنی شمال غرب ایتالیا ( 2009همکاران 

لیت فعااز نظر ترین گونه فعال انتروکوکوس فاسیوم

در (. 2006)موراندی و همکاران  ندلیپولیتیکی بود

ی جدا هاانتروکوکوس ی در همین راستا،مطالعه دیگر

بز قادر به  تهیه شده از شیر پنیر ایتالیایی شده از

عنوان ترکیب لیپیدی محیط )به بوتیرینهیدرولیز تری

این تفاوت در  (.2000)سوزی و همکاران  نبودند کشت(

تواند در نتیجه ها مییکی انتروکوکوسرفتار لیپولیت

های یک گونه که از ها و سویههای بین گونهتفاوت

های متنوع غذایی و مناطق مختلف جهان محیط

 اند، باشد.جداسازی شده

 

 های انتروکوکوسگونهتولید شده توسط  زلیپولیقطر هاله ( n=3میانگین ) -4جدول 

Table 3- Mean value (n=3) of lipolysis diameter produced by Enterococcus spp. 

Enterococcus species Isolate Source Diameter of Lipolysis (mm) 

faecium 1 yogurt 0 A 

2 cheese B 1  

3 butter B 1 

4 Kashk B 1  

5 cream B 1  

6 raw milk B 1  

faecalis 1 cheese B1  

2 butter BC 1.6  

3 buttermilk B 1  

4 cream D 3  

5 raw milk B 1  

gallinarum 1 cream A 0 

2 butter BC 1.6 

3 cheese C 2  

4 raw milk B 1  

casseliflavus 1 cream D 3  

2 raw milk C 2  

avium 1 cheese C 2  

2 cream BC 1.33  

mundtii 1 buttermilk B 1  

2 raw milk BC 1.5  

hirae 1 raw milk A 0 

saccharolyticus 1 raw milk D 3.3  

raffinosus 1 raw milk A 0 

A, B, C, D: different letters indicate significant (P<0.05) difference among mean values. 
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های انتروکوکوس به میزان مقاومت و حساسیت سویه

ن داده شده است. شان 5بیوتیک مختلف در جدول آنتی 8

ی هابیوتیکآنتی اً بهها اکثرانتروکوکوسنتایج، طبق این 

سیلین حساس و در مقابل، اغلب سیلین و آمپیپنی

نسبت به استرپتومایسین، کلرامفنیکل، اریترومایسین، 

مشابه رفتار  بودند.مقاوم  تتراسایکیلین و ونکومایسین

تحمل به های های انتروکوکوس در آزمونمتفاوت سویه

های مختلف نیز بیوتیکاسید و صفرا، در مواجهه با آنتی

های یک های مختلف و سویهحساسیت و مقاومت گونه

 گونه در مواردی مشابه نبودند.

های دیگر های تحقیق حاضر در مواردی با یافتهیافته

راستا و با نتایج برخی دیگر متفاوت بود. مطالعات هم

بیوتیکی ه روی مقاومت آنتیبرای مثال در مطالعاتی ک

نسبت به انجام گرفت،  انتروکوکوس فکالیسهای جدایه

ند )پترز و همکاران سیلین حساس بودسیلین و پنیآمپی

های ( که با یافته2008؛ والنزوئلا و همکاران 2003

های متعدد اما در بررسی مطالعه حاضر مشابهت داشت.

مواد غذایی ی انتروکوکوس جدا شده از هاگونهدیگر 

حساس ارزیابی شدند نسبت به ونکومایسین  مختلف

؛ 2008؛ گرایری و همکاران 2011)آریباس و همکاران 

های بیوتیک(. استفاده از آنتی2003پترز و همکاران 

های مختلف جهان موجب حساسیت و متفاوت در بخش

های هر منطقه شده است. به مقاومت متفاوت در جدایه

طور متداول بیوتیک بهچه از یک آنتیاین معنی که هر 

های ای استفاده شود، احتمال ایجاد سویهدر منطقه

 یابد.های آن منطقه افزایش میمقاوم در باکتری
 

 نتیس لبنی محصولات و جدا  شده از شیر خام انتروکوکوس هایگونه بیوتیکیآنتی مقاومت الگوی -5جدول 

Table 5- Antibiotic resistance profile of Enterococcus spp. isolated from raw milk and traditional dairy products 

Enterococcus 

species 
Isolate Source 

Antibiotic 

P Am G ST C E TC V 

faecium 1 yogurt S S R R R R S S 

2 cheese S S R R R R S S 

3 butter S S R R R R S S 

4 Kashk S S R R R R S S 

5 cream R R R R S R I R 

6 raw milk S S S R R R R S 

faecalis 1 cheese S S R R I R R R 

2 butter S S R R R R R R 

3 buttermilk S S R R R R R R 

4 cream S S R R R R R R 

5 raw milk S S S R R R R R 

gallinarum 1 cream S S R R S R R R 

2 butter S S S R R I R R 

3 cheese R R S R S R R R 

4 raw milk S S S R R I R R 

casseliflavus 1 cream S S R R I R I R 

2 raw milk R R R R R I R R 

avium 1 cheese S S R R I R R R 

2 cream R R I R I R R R 

mundtii 1 buttermilk R R R R I R S R 

2 raw milk R R I R I S R R 

hirae 1 raw milk S S R I S I R R 

saccharolyticus 1 raw milk S S S I I S R S 

raffinosus 1 raw milk R R R R S R S R 

P: Penicillin, Am: Ampicillin, G: Gentamicin, ST: Streptomicin, C: Chloramphenicol, E: 

Erythromycin; TC: Tetracycline, V: Vancomycin; S: Sensitive; R: Resistant; I: Intermediate 
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های جدایهدر جستجوی عوامل حدت نتایج 

نشان داد  فاسیوم سانتروکوکوو  انتروکوکوس فکالیس

دا ج سویه 2، انتروکوکوس فکالیسجدایه  5از مجموع 

بودند. در  Espحاوی ژن حدت  ،خام شده از کره و شیر

 6در هیچ یک از  Asa 1ت ژن حد ،فاسیوممورد گونه 

انتروکوکوس های اغلب سویه جدایه ردیابی نشد.

با واسطه داشتن  فاسیوم انتروکوکوسو  فکالیس

 hyl و esp، gelE، cylA، asa1 نظیرهای حدت متعدد ژن

زا هستند )فرگوسن و همکاران برای انسان بیماری

بر این اساس، در ارزیابی پتانسیل پروبیوتیکی  (.2016

، ضروری است با استفاده فاسیومو  فکالیسهای هگون

زا های حدت )که نمودی از غیربیماری، نبود ژنPCRاز 

بودن سویه مزبور هستند( مورد ارزیابی قرار گیرند. در 

های انتروکوکوس ای بر روی سویههمین راستا مطالعه

انجام گرفته است.  جدا شده از محصولات پروبیوتیک

انتروکوکوس ی این تحقیق، دو سویه هاطبق یافته

تشخیص داده شدند، در  Espژن حدت  واجد فکالیس

ژن حدت  انتروکوکوس فاسیوم هایسویهدر  کهحالی

Asa 1  مشابه این  (.2015ردیابی نشد )لی و همکاران

جداسازی  انتروکوکوس فاسیومهای یافته، در سویه

)یوون و همکاران  شده از محصول تخمیری سویا

شده از کفیر  اجد انتروکوکوس دورانس ( و 2008

 . ردیابی نشد (، ژن حدت2014)کاراسی و همکاران 

 گیرینتیجه

توان به این های مطالعه اخیر میبا توجه به یافته

های لبنی سنتی بندی رسید که شیر خام و فرآوردهجمع

د که قابلیت نباشمی های انتروکوکوسمنبع غنی از گونه

علاوه اکثر اسید و صفرا دارند. به به یبالایتحمل 

های مورد آزمایش واجد خاصیت پروتئولیتیکی و جدایه

توانند در فرایند و از این نظر می هستندلیپولیتیکی 

های تخمیری رسیدن و توسعه عطر و طعم در فرآورده

سنتی نظیر پنیر مشارکت نمایند. مقاومت 

مختلف  هایبیوتیکها نسبت به آنتیانتروکوکوس

در در روده ها این سویهبقای قابلیت دهنده نشان

. هرچند لازم استها بیوتیکاستفاده از آنتی صورت

چرا که  ؛شونداحتیاط بیشتری تفسیر با ها دادهاین است 

ها مزیت بیوتیکمقاومت بیش از حد نسبت به آنتی

هایی در انتخاب تواند محدودیتشود و میمحسوب نمی

دنبال داشته باشد. در نهایت فقدان بهبور های مزسویه

انتروکوکوس های در بیشتر جدایه Espحدت  ژن

 فاسیومگونه  از Asa 1و عدم ردیابی ژن حدت  فکالیس

زا بودن این تواند نشانه مثبتی از عدم بیماریمی

ها باشد؛ با این توضیح که نباید به یک یا چند سویه

نده نمود و ضروری ها بسفاکتور حدت در انتروکوکوس

ها شناسایی و های حدت در انترکوکوساست تمامی ژن

 های این باکتری مورد مطالعه قرار گیرند.در جدایه

 
 مورد استفاده منابع

نسیل ارزیابی پتا. 1391 ،جعفرزاده ح و پاشازاده م ،برزگری ا ،زاده چاحمدی ،علیزاده س ،رضایی ع ،ر منادی ع ،جعفری ب

اه آزاد مجله دامپزشکی دانشگ ،شهرنتروکوکسی جداسازی شده از محصولات لبنی سنتی منطقه مغان و مشگینپروبیوتیکی ا
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Introduction: Probiotics are living organisms that, if consumed in the necessary amounts, have health 

effects on the host's body. The importance of these microorganisms and their health-promoting properties has 

led to the growth of new useful products including probiotic products (Wohlgemuth et al., 2010). Probiotic 

bacteria are defined as live microbial dietary supplements that can usefully modify the microbial balance of 

the host intestine (Durack et al., 2018). Enterococci are commonly found in raw milk and traditional 

fermented dairy products, and milk is an ideal source for the growth of these organisms (Doming et al. 2003; 

Švec and Franz 2014). Many species of Enterococcus have proteolytic and lipolytic activity and cause 

special taste and aroma in traditional cheeses; moreover, some Enterococcus strains have the ability to 

produce bacteriocin during against pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Vibrio cholerae, as well as Clostridium and Bacillus spp. These characteristics make Enterococci to 

be considered as a good probiotics candidate; however, they have not yet obtained the status GRAS 

(Generally Recognized As Safe). Consequently, the presence of Enterococci in dairy products may be 

hazardous while being useful (Ogier and Serror, 2008). According to previous studies, different species of 

bacteria have been introduced as probiotics, but most of the introduced probiotics belong to the genus 

Lactobacillus and Lactococcus. In this regard, some studies have been done on some traditional Iranian dairy 

products (Narimani and Tarinezhad, 2014) and less attention has been paid to Enterococcus genus, especially 

native strains isolated from traditional products. The aim of this study was to isolate and identify Enterococci 

from raw milk and traditional dairy products in Tabriz region and to evaluate their probiotic potential. 

Material and methods: Enterococci were isolated by culture method and identified by biochemical tests. 

For this purpose, 10 g of the sample was mixed with 90 ml of sterile Ringer's solution and placed in a 40 °C 

water bath for 5 minutes. It was then homogenized by a shaker at 230 rpm for 2 minutes (Koluman et al., 

2009). Afterward, 100 µl of the suspensions (and in the case of buttermilk, 100 µl of non-diluted sample) 

were cultured on Kanamycin Aesculin Azide agar. Cultures were incubated at 42 °C and aerobic conditions 

for 24-48 hours (Doming et al. 2003). Colonies 1-2 mm in diameter with black halo were selected and 

cultured on Brain Heart Infusion agar plate (37 °C for 18-24 h) for morphological and screening assays 

(Garcia-Cano et al., 2014). Since the purpose of the study was to evaluate the probiotic potential of the 

isolated Enterococcus spp., the species diversity and the source of the isolates (type of dairy product) were 

considered as the criteria for selection of the strains. Probiotic properties such as acid and bile tolerance, 

proteolytic and lipolytic activity, susceptibility to antibiotics and virulence factor genes were investigated.  

For acid resistance, Enterococcus isolates were cultured in MRS broth (24 h, 37 °C) and then precipitated at 

4 °C for 4 min at 4,000 g. 0.1 ml of the precipitate was added to the tubes containing 2 ml of sterile PBS at 

pHs 1, 2 and 3 (using hydrochloric acid) and mixed. The tubes were then incubated at 37 °C for 120 minutes. 

Serial dilutions of the samples were prepared and the populations of the survived Enterococcus species were 

counted at 0, 30, 60 and 120 minutes of incubation using the plate count method. The resistance of the 

isolates to bile salts was evaluated in broth medium containing 0.1, 0.2, 0.3 or 0.4% bile salts, followed by 

incubation at 37 °C for 24 h (Lee et al. 2015). For proteolytic and lipolytic activity, the isolates were cultured 

on Skim milk agar (at 30 °C for 6, 24 and 48 hours and then at 10 °C for 7, 15 days) and Tributyrin agar (for 

5 days at 30 °C), respectively (Serio et al. 2010). The antibiotic resistance pattern was conducted by disk 

diffusion method. The presence of virulence was exploited using PCR assay to detect Esp and Asa1 genes 

(Wankerwon et al. 2004). 
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Results and discussion: Various species of Enterococcus were isolated from the tested specimens, among 

which E. faecalis and E. faecium were more abundant. Therefore, 24 isolates consisting of 6 isolates of E. 

faecium, 5 isolates of E. faecalis, 4 isolates of E. gallinarum, 2 isolates of E. casseliflavus, 2 isolates of E. 

avium, 2 isolates of E. mundtii and 1 isolate from each species of E. hirae, E. saccharolyticus and E. 

raffinosus were selected for evaluation of probiotic potential. Based on results, none of the Enterococcus 

species tolerated pH= 1 and 2; however, all of the isolates survived pH= 3 during the 30, 60 and 120 minutes 

of incubation. Bile tolerance assay revealed that all the species were resistant to 0.1%, 0.2%, 0.3% and 0.4% 

of bile and their population was reduced along with the increasing of bile concentration. Moreover, various 

degrees of proteolytic and lipolytic activities were recorded for the different species and also among strains 

of individual species. The highest proteolytic activity was observed after 15 days in E. faecalis, E. mondetii 

and E. hirae; meanwhile, the highest lipolysis activity was found for E. saccharolythicus, E. casseliflavus 

and E. faecalis. In addition, different degrees of sensitivity was observed in the antibiogram assay. Esp gene 

was traced within two E. faecalis strains; however, Asa 1 gene was not observed among E. faecium strains.  

Conclusion: Based on the findings of the current study, it can be concluded that raw milk and traditional 

dairy products are a rich source of Enterococcus species that are highly resistant to acid and bile. In addition, 

most of the isolates tested have proteolytic and lipolytic properties and can, therefore, contribute to the 

development and development of flavor in traditional fermented products such as cheese. The resistance of 

Enterococci to different antibiotics indicates the ability of these strains to survive in the gut if antibiotics are 

used. However, these data need to be interpreted more cautiously, as over-resistance to antibiotics is not an 

advantage and may have limitations in the selection of these strains. Finally, lack of Esp virulence gene in 

most isolates of E. faecalis and lack of Asa 1 virulence gene in E. faescium can be a positive sign of non-

pathogenicity of these strains, explaining that one or more virulence factors should not be sufficient in 

Enterococcus. All virulence genes in Enterococcus are identified and studied in isolates of this bacterium. It 

can be concluded that Enterococcus species could be considered as potential probiotic bacteria, but it is 

crucial to conduct precise molecular, cellular and animal model investigations in order to assess the safety 

features of enterococci. 

Keywords: Enterococcus, Acid tolerance, Bile tolerance, Proteolytic activity, Lipolytic activity, Traditional 

dairy products 


