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ر يزنده اما غ« به حالت Listeria monocytogenes ي ورود باكتريبررس

  يي مواد غذاي فرآوريند حرارتيدر فرآ» قابل كشت

  

       ،4 مبارز يمحبت اشرف ،3 مقدم فروزنده يمهد ،∗2 يئرضا مسعود ،1 يقارذوالف يمهد

 5 ينيحس تيهدا

 

 .مدرس تيترب دانشگاه -ييايدر علوم دانشكده -لاتيش گروه -يلاتيش محصولات يفرآور يدكتر يدانشجو -1

  مدرس تيترب دانشگاه -ييايدر علوم دانشكده -يلاتيش محصولات يفرآور گروه استاد -2

 مدرس تيترب دانشگاه -يپزشك علوم دانشكده -يپزشك يوتكنولوژيب گروه اريدانش -3

 مدرس تيترب دانشگاه -يپزشك علوم دانشكده -يپزشك يشناس يباكتر گروه اريدانش -4

 يبهشت ديشه دانشگاه -ييغذا عيصنا و هيتغذ تويانست و دانشكده -ييغذا عيصنا گروه استاد -5

)11/6/93: رشيپذ خيتار  30/4/93: افتيدر خيتار(  

  

  ده يچك
. ددگريان مير در مبتلاي مرگ و م30% تا 20 است كه موجب ييها در محصولات غذاين باكتريتر از خطرناكيكي Listeria monocytogenes يباكتر

ن پاتوژن در ي حذف اي برايده مناسب حرارتيهان روشيبنابرا. هستند) RTE( آماده مصرف يز است، غذاهايوزيستري كه عامل ليياز جمله غذاها

. ط نامساعد رشد را دارديدر شرا) VBNC(» ر قابل كشتيزنده اما غ« قدرت ورود به حالت L. monocytogenes. از استيدمحصول نيند توليفرآ

 5 ×106ن منظور يبد. رفتين پاتوژن صورت پذي حذف اي برايشنهادي پي بالاتر از دماهاين پاتوژن در دماي رفتار اين پژوهش به منظور بررسين اينابراب

قه ي دق10ح شده و سپس به مدت يتلق) FB(ن كمان ي رنگي قزل آلاي و آبگوشت ماهBHI، يولوژيزيط سرم في به سه محيتمي در اواسط رشد لگاريباكتر

 ®BacLightك آگار، يا كروموژنيستري شده، لي آگار غنBHIط ي محي كشت رويهاها با روشيسپس باكتر.  قرار گرفتندºC 85 يدر معرض دما

Live/Dead و RT-PCR16ان ژن ي بي به منظور بررسS rRNAيي تواناين باكتريج نشان داد كه اينتا.  شدنديابي ارزي قبل و بعد از شوك حرارت 

ن يز نشان داد اي نBacLight® Live/Dead با روش ين باكتري ايمان زندهيج بررسينتا. دهدي بالا از دست مي شوك حرارتي خود را طيريپذكشت

 16S rRNAد و نشان داد كه ژن ييتأ) P<0.01 (يداريج قبل را به طور معنيز نتايان ژن ني بيج بررسينتا.  زنده مانده استي پس از شوك حرارتيباكتر

ن پاتوژن در ي اي برايكروبيت ميفي در كنترل كD value در مورد يد بزرگين پژوهش، ترديج ايطبق نتا .گردديان مير  قابل كشت بي غيهايدر باكتر

  . وجود داردRTE يژه غذاهاي، به ويي مواد غذاي فرآوريندهايفرآ

  

   بالاي، دمايياان ژن، بهداشت غذي، بL. monocytogenes ،VBNC :د واژگانيكل

  

                                                           

∗
 rezai_ma@modares.ac.ir :مكاتبات مسئول  
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   مقدمه- 1
ك پاتوژن گرم مثبت و ي Listeria monocytogenes يباكتر

ر ي نظي خطرناكيهايماريتواند باعث بيمقاوم غذازاد است كه م

 در زنان ي رحميها و عفونتي سميت، سپتيز، مننژيوزيستريل

 گردد شود،ين ميا سقط جنيباردار كه باعث تولد زودرس نوزاد 

 ي ناشيهايمارين افراد مبتلا شده به بير در بيزان مرگ و ميم]. 1[

ن پاتوژن غذازاد ي است كه آن را به دوم30%ن پاتوژن حدود ياز ا

رلند و يطور انيكا و همير در آمرين مرگ و ميشتريكه باعث ب

 كه در ين افراديشتريب. شوند، مبدل ساخته استيسراسر اروپام

ستم ي هستند شامل زنان باردار، افراد با سيكترن بايمعرض خطر ا

ان يدز، افراد مسن و مبتلاير افراد مبتلا به اي سركوب شده نظيمنيا

 سال مبتلا به 60 يراٌ در اروپا افراد بالايالبته اخ. به سرطان هستند

 يين غذاهايشتريب]. 2[افته است يش يز تعدادشان افزايوزيستريل

رها ير خام، پنينها گزارش شده شامل، شا از آيستري به ليكه آلودگ

جات خام، گوشت خام، و ي، سبز)دهيژه انواع گرمانديبه و(

به گزارش ]. 1[اند ر شده با گوشت خام بودهي تخميس هايسوس

ESFA1 ده شده در ي دين آلودگيشتري، ب2010 در سال

 يلاتي محصولات شژهي آماده مصرف، به ويمحصولات گوشت

  ]. 3[آماده مصرف بوده است 

ط نامناسب ي قادر به تحمل شراL. monocytogenes يباكتر

ن يا. باشدين ميي پاين،دمايي پاpHاد، ير نمك زي نظيطيمح

 كه به يين پاتوژن امكان زنده ماندن در غذاهايها به ايژگيو

ل ي به دل.دهدياند، را م شدهيشان فرآوريش ماندگاريمنظور افزا

ن ي، حضور اي آن در سلامت عموميت بالايها و اهميژگين ويا

 يك مخاطره جدي ييع غذاي صنايسم در غذاها، برايكروارگانيم

  .شوديمحسوب م

ها در محصولات سميكروارگاني مي نابوديهااز جمله روش

 مواد يده حرارتيندهايفرآ. باشندي مي حرارتيندهاي فرآييغذا

ت بافت، يش مطلوبي افزاي با دو هدف اصلييغذا يهاو فرآورده

ت هضم و ين بهبود قابلي و همچنييطعم و رنگ محصولات غذا

 حرارت يندهاين هدف فرآيدوم. رديگيها صورت مجذب آن

شود، كاهش بار يدكنندگان به كار گرفته مي كه توسط توليده

ن ي محصولات و همچنيش زمان ماندگاري به منظور افزايكروبيم

                                                           

1. European Food Safety Authority 

ق حذف ي از طرييش بهداشت محصولات غذايزااف

 يده حرارتيپارامترها. باشديزا متي مسموميهاسميكروارگانيم

تواند در زمان و دما ي گوشت ميع فرآوريمورد استفاده در صنا

ار متفاوت يسم هدف بسيكروارگانيبا توجه به نوع محصول و م

 مدت  بهºC 60حرارت )  ,FAO(طبق دستورالعمل فائو . باشد

ن يقه قادر به از بي دق3/0 تا 1/0 به مدت ºC 70ا يقه و ي دق8 تا 5

ز ي نياز طرف. باشدي مL. monocytogenes يبردن باكتر

 درجه 85 تا 60 فرآورده به ي داخليدن دمايتوان گفت كه رسيم

ا پختن ساده مطرح است يون يزاسيوس به به عنوان پاستوريسلس

راً ياخ] . 5 و 4[گرددي مL. monocytogenes يكه سبب نابود

 در مقابل يي مواد غذاي محافظت و نگهداريها روشييكارا

علاوه بر . د قرار گرفته استي مورد تردييايعوامل باكتر

ها از  از آنيها برخي شناخته شده در مورد باكتريهايسازگار

 برخوردارند يطي مقابله با عوامل نامساعد محي براياژهي وييتوانا

 را يطيط سخت محي شرايها اجازه زنده ماندن در برخبه آنكه 

 به حالت خاص يژه حاصل ورود باكتري ويين توانايا. دهديم

، با وجود زنده ي است كه موجب توقف رشد باكتريكيولوژيزيف

ر قابل يزنده اما غ«ها اصطلاحاً ين باكتريبه ا. گردديبودن آن، م

ن حالت به لحاظ ي در ايباكتر]. 6[ند يگويم) VBNC(» 2كشت

م شدن خود را از ي رشد و تقسيي فعال است، اما توانايكيمتابول

ط ي محي رويل كلنيجه آن عدم رشد و تشكيدهد كه نتيدست م

ا عدم حضور ي حضور ي كشت متداول كه به منظور بررسيها

ل حالت يلن ديبه هم. گردديشود، ميها استفاده ميباكتر

VBNCيندهاي فرآيهان چالشيتري از جديكيها ي باكتر 

د يع و توليدر صنا. باشدي مييت مواد غذايفياستاندارد كنترل ك

ن بردن ي جهت از بي متعدديها از روشيي غذايهافرآورده

شود كه همه ي محصولات استفاده ميا فرآوريها سميكروارگانيم

 ي برايطي محيزااعد و استرستوانند به عنوان عوامل نامسيم

 به حالت يجه موجب ورود باكتري مطرح باشند و درنتيباكتر

VBNCش، ي بالا، سرمايها شامل دمان روشي از ايبرخ.  گردند

زان ير ميي، تغي، استرس اسمزي و شورpHر يياستفاده از تغ

 يي مواد غذاي حفاظت نگهداريهاگر روشيط و ديژن محياكس

ها در صورت القاء حالت ن روشيفاده از ااست]. 6[باشد يم

                                                           

2. Viable But Non Culturable 
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VBNCيندهاي در فرآيص باكتري موجب عدم تشخي در باكتر 

تواند سبب به مخاطره افتادن يت شده و ميفيمتداول كنترل ك

ن يل هدف از اين دليبه هم]. 7[ جامعه گردد  يسلامت عموم

 .L خطرناك ي امكان ورود باكتريمطالعه بررس

monocytogenesالت ، به حVBNCحرارت يندهاي فرآي ط 

  .باشدي آن م16S rRNAان ژن ي بي با استفاده از بررسيده

  

  ها مواد و روش- 2

  ه مورد مطالعه و كشت آنيسو
 ATCCه استاندارد ي سوL. monocytogenes يباكتر

 ي و صنعتي علميها، از سازمان پژوهش)4bپ يسروتا (19115

ط يها سپس در محياكترب. ه شديزه تهيليوفيران به صورت ليا

BHI ساعت در 24 براث به مدت ºC 37ون شدندي انكوباس .

 ºC ساعت در 24 آگار كشت شدند و BHIط ي محيسپس رو

ط ي خالص شده وارد محيك كلنيبعد . ون شدندي انكوباس37

BHI ون در انكوباتور ي ساعت انكوباس24 براث شده و پس از

 به يتريليلي م5/1 يهالاي در وrpm 200 با ºC 37كردار در يش

  . شدندي نگدار-ºC 70سرول در يهمراه گل

  ي مورد بررسيهاطيمح
  VBNC به حالت L. monocytogenes يامكان ورود باكتر

به عنوان  (يولوژيزيط سرم في در سه محي فرآوري بالايدر دما

) كس محافظت كنندهي و ماترياهيط عدم وجود مواد تغذيشرا

و آبگوشت ) ي غنياهيط تغذيط محيشرا( براث BHIكشت 

) Oncorhynchus mykiss(ن كمان ي رنگي قزل آلايماه

Fish Broth (FB)) مورد ) يكس گوشت ماهيط ماتريشرا

 براث طبق پروتوكل BHIط يمح.  قرار گرفتيمورد بررس

  .دي و اتوكلاو گرديشركت مربوطه آماده ساز

 ي قزل آلايط آبگوشت ماهي محيسازآماده

   )FB(كمان ن يرنگ
 و Nilssonن كمان  به روش ي رنگي قزل آلاي عصاره ماه

 با آب ين روش ابتدا قطعات ماهيدر ا. ديآماده گرد] 8[همكاران 

. لتر شديقه في دق10به مدت ) يحجم/يوزن (1:2مقطر به نسبت 

 75/9 و KH2PO4تر ي گرم در ل98/5عصاره حاصل با افزودن 

 HCl آن با استفاده از pHو  شده ي بافرK2HPO4تر يگرم در ل

قه در ي دق15ه شده به مدت يعصاره ته.  ثابت شد2/6 مولار در 1

ح در يش از تلقي ساعت پ24د و تا يل گردي استرºC 121 يدما

  . شدي نگدارºC 4 يدما

 يط هايح به محيها جهت تلقي باكتريآماده ساز

  كشت
ره يا از ذخهي، ابتدا باكتري مورد بررسيهاطيح محيبه منظور تلق

ºC 70-ط ي وارد محBHI ك شب ي براث شده و پس از

، rpm 200كردار با شدت ي در انكوباتور شºC 37ون در يانكوباس

 كشت داده يهاتيپل.  آگار كشت داده شدندBHIط ي محيرو

ك يسپس . ون شدندي انكوباسºC 37 ساعت در 24شده به مدت 

ل منتقل ياستر براث BHIط يتر محيليلي م10 خالص به يكلون

ون ي انكوباسºC 37 در rpm 200كردار با يشد و در انكوباتور ش

 مورد نظر با استفاده از دستگاه يهايرشد باكتر. ديشروع گرد

ها در يد و باكتري كنترل گردOD600 nmاسپكتروفتورمتر در 

تر يليلي در هر مي باكتر5×107باً ي كه معادل تقر4/0جذب حدود 

ها يزان جذب باكترين ميدر ا. تفاده شدندح اسياست جهت تلق

]. 9[باشند ي ميتميل تا اواسط مرحله رشد لگاريباً در اوايتقر

 ييايزان جذب با اسپكتروفتومتر، كشت باكتري ميهمزمان با بررس

 48ها پس از تي آگار صورت گرفت و پلBHIط ي محيز روين

ر  د4/0جذب . ون مورد شمارش قرار گرفتنديساعت انكوباس

  ).1شكل (ح به دست آمد ي ساعت پس از تلق6حدود 

   مورد مطالعهيهاطيها به محيح باكتريتلق
 دور به مدت 7000 در 4/0ها در جذب ين منظور ابتدا باكتريبد

 يط قبليوژ شده و سپس به منظور حذف محيفيقه سانتري دق5

. وژ شدنديفي شست و شو و سانتريولوژيزيمجددآ با سرم ف

تر وارد سرم يليلي در هر مي باكتر5 × 107با غلظت ها يباكتر

ون به ين سوسپانسيتر از ايكرولي م100 شدند و سپس يولوژيزيف

ط عدم يبه عنوان شرا (يولوژيزي سرم فيهاطيتر محيكرولي م900

 BHIكشت ) كس محافظت كنندهي و ماترياهيوجود مواد تغذ

 قزل آلا يو آبگوشت ماه) ي غنياهيط تغذيط محيشرا(براث 

 5/1 يهاوبيكروتيكه قبلاً در م) يكس گوشت ماهيط ماتريشرا(

 ي باكتر5 ×106د تا غلظت يع شده بودند وارد گردي توزيتريليليم

 نمونه به طور 3مار يح از تيپس از تلق. ديال بدست آيدر هر و
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 آگار BHIط ي محي رويه باكترين تعداد اوليي جهت تعيتصادف

  .كشت شد

  هاونه نميحرارت ده
 گزارش يي، به عنوان حد بالاºC 85ها در درجه حرارت نمونه

 يندهاي در فرآL. monocytogenesيشده جهت حذف باكتر

دن ينان از رسيقه جهت اطمي دق10، به مدت ي حداقليحرارت

، با استفاده از دستگاه ºC 85ها به وبيكروتي مركز ميدما

 يدما( شدند ونيانكوباس) Biometra, Germany(ترموبلاك 

ها هر چند وبيكروتيم). ده بودي رسºC 85ترموبلاك از قبل به 

 ييع دمايشدند تا توزيكبار به سرعت سر وته ميقه يدق

مار يوب از هر تيكروتي م1 مركز يدما.  داشته باشنديتركنواختي

تال يجيد) Ebro, Germany( با استفاده از دماسنج يبدون باكتر

 ºC 85ها به وبيكروتي مركز ميدمادن ينان از رسيجهت اطم

  . شديكنترل م

  يبردارنمونه 
 حضور يها به منظور بررس نمونهيدهند حرارتي فرآيدر انتها

 6/0% شده با ي آگار غنBHIط ي محير روي كشت پذيهايباكتر

 ياء احتماليروات، به منظور احيم پي سد1/0%عصاره مخمر و 

ا يستري لي اختصاصطيده و محي زنده صدمه ديهايباكتر

ن زنده بودن ييبه منظور تع. ك آگار كشت داده شدنديكروموژن

 ي و بررسBacLight® Live/Deadها از دو روش يباكتر

  .دي استفاده گرد16S rRNAان ژن ي بيفيك

  BacLight® Live/Deadروش 
قه ي دق5 دور به مدت 7000تر نمونه در يليلي م1ن منظور ابتدا يبد

تر سرم يليلي م1 در يد و بعد پلت باكتريدوژ گريفيسانتر

د يدايوم يديها با رنگ پروپيسپس باكتر.  وارد شديولوژيزيف

)PI) (رنگ قرمز فلوروسنت) (Sigma Aldrich, USA (  با

 ,Syto9) Molecular Probes و nm 700غلظت 

Invitrogen, USA ( با غلظتµM 25/1و به يزي رنگ آم 

 ي از نمونه روµ 5. ون شدنديانكوباس يكيقه در تاري دق15مدت 

لام قرار داده شده و پس از پوشاندن با لامل با استفاده از 

 ييهاسلول. ديكروسكوپ فلوروسنت لانگ باند مشاهده گرديم

 كه به رنگ ييهاكه به رنگ سبز بودند به عنوان زنده و سلول

 جيسه نتاياز مقا. قرمز بودند به عنوان سلول مرده شمارش شدند

 ي آگار غنBHI ي رويج حاصل از كشت باكترين بخش با نتايا

د ي گردير قابل كشت بررسي زنده اما غيهايشده حضور باكتر

]10.[  

  ان ژني بيبررس
ن حضور ييها در تعن روشيترقي از دقيكيان ژن ي بيبررس

 به 16S rRNAن منظور ژن يبد.  استVBNC يهايباكتر

]. 11[ قرار گرفت ي مورد بررسين باكتريگردان اعنوان ژن خانه

  .ب انجام شدير به ترتين ژن مراحل زيان اي بي بررسيبرا

  ي باكترRNAاستخراج 
د كه يت شركت توپازژن كاووش استفاده گردين منظور از كيبد

وژ يفيپس از سانتر. ر استيمراحل آن به طور خلاصه به شرح ز

 با ميزوزيم لي آنزlµ 100ط كشت آن، ي و خروج محيباكتر

 با غلظت Kناز يم پروتئي آنزlµ 10 و mg/ml 20غلظت 

mg/ml 10) SinaClon, Iran (ها اضافه شده و با يبه باكتر

 به ºC 37قه در ي دق20سپس به مدت . ديسمپلر همگن گرد

تر يليلي م1سپس . ون شدنديها انكوباسيه باكتريز اوليمنظور ل

 اتاق يه در دماقي دق5محلول توپازول به نمونه اضافه شده و 

بعد . ون شدي انكوباسيني نوكلئوپروتئيهاك كمپلكسيجهت تفك

lµ 200 قه در ي دق15 تا 10 كلروفرم سرد به آن اضافه شده و

-ºC 8 ي دور در دما12000ون شد و بعد در ي اتاق انكوباسيدما

د يوب جدي به تييه شفاف رويسپس لا. ديوژ گرديفي سانتر2

پس از . پروپانول سرد به آن اضافه شدزوي اlµ 500منتقل شده و 

 يون در دمايقه انكوباسي دق10وب و يچند بار سر و ته كردن ت

وژ يفيوس سانتري درجه سلس2-8 ي دور و دما12000اتاق، در 

 سرد 70%تر الكل اتانول يليلي م1 خارج و ييع رويما. انجام شد

 g اضافه شده و در RNAساخته شده به پلت ) DEPCبا آب (

وژ يفيوس سانتري درجه سلس2-8قه در ي دق5 به مدت 7500

 ير هود در دماي در زRNA خراج و پلت ييع رويما. ديگرد

 RNA درجه به پلت DEPC 55 آب lµ 100. اتاق خشك شد

 حاصل RNA درجه 55ون در يقه انكوباسي دق10اضافه و پس از 

  .دي گردي نگهدار-ºC 70تا زمان استفاده در 

 DNaseت ي با استفاده از كي از آلودگيش ناDNA حذف يبرا

  . دير استفاده گرديناكلون به شرح زيشركت س
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  و MgCl2 (10X) بافر  lµ 1 مقدار gµ 1 RNA هر يبه ازا

lµ 5/0م ي آنزDNase افزوده و با استفاده از DEPC حجم 

 درجه 37 مخلوط را در -2.  رسانده شدlµ 10 را به يينها

 lµ 1 مقدار -3. ديون گرديانكوباسقه ي دق30وس به مدت يسلس

EDTA با غلظت mM 5010وب افزوده و به مدت يكروتي به م 

 RNA. ون شدي به منظور توقف واكنش انكوباسºC 65قه در يدق

 استفاده cDNA و سنتز RT PCRحاصل به منظور استفاده در 

  .ديگرد

   cDNAسنتز 
 ي از روcDNAاز است ي ابتدا نRT-PCRجهت انجام 

mRNA  موجود در نمونهRNAبه .  سنتز گرددي استخراج

. اژن طب استفاده شديت شركت كي از كcDNAمنظور سنتز 

مار شده ي تRNA از lµ 10 رندوم هگزامر به lµ 1ن منظور يبد

ون ي انكوباسC 70°قه در ي دق5 اضافه شده و DNase Iبا 

 از محلول آماده lµ 10خ سرد شده و ي يسپس نمونه رو. ديگرد

قه ي دق60ن نمونه به مدت يا.  به آن اضافه شدcDNAسنتز ت يك

 cDNA يت نمونه حاويدر نها. ديون گردي انكوباسC 37°در 

  . باشديسنتز شده م

cDNAند ي سنتز شده به منظور انجام فرآPCR مورد استفاده 

  . قرار گرفت

   PCRند يفرآ
 Prim Taq Premixت ي از كPCRات يبه منظور انجام عمل

(2X)اژن طب استفاده شديكت ك شر. 

 به صورت PCRات يكس جهت انجام عمليه مستر مي تهيبرا

  :دير اجزاء واكنش را اضافه گرديز

، مخلوط lµ 3 الگو lµ 10 ،DNAم تك به مقدار يكس پرايپرم

 5هر كدام با غلظت  (lµ 1ورس به مقدار يمر فوروارد و ريپرا

 lµل به يزه استريوني با استفاده از آب دييو حجم نها) كو مولاريپ

 شد تا يوژ جزئيفيه سانتري ثان10مخلوط را به مدت . دي رس20

ن يسپس ا. وپ بود، حذف شوديكروتي جداره مي كه رويقطرات

مات دستگاه را ي قرار داده و تنظPCRوپ را در دستگاه يكروتيم

  . ر انجام شديبه صورت ز

ر بود يت زن پژوهش به صوري مورد استفاده در ايمرهاي پرايتوال

]12.[  

F: TTA GCT AGT TGG TAG GGT 
R: AAT CCG GAC AAC GCT TGC  

مرحله . وسي درجه سلس94قه در ي دق5ه يواسرشت اول: 1مرحله 

ه در ي ثان30واسرشت ) الف:  چرخه35 به تعداد DNAر يتكث: 2

 درجه 50-60ه در ي ثان30: مرياتصال پرا) وس بي درجه سلس94

. وسي درجه سلس72ه در ي ثان60ا  ت30: گسترش) وس جيسلس

  .وسي درجه سلس72قه در ي دق5: ييباز سرشت نها: 3مرحله 

 آگارز صورت 6/1% با استفاده از ژل PCRالكتروفورز محصول 

 يبرداررفت و سپس ژل با استفاده از دستگاه ژل داك عكسيپذ

  .ديگرد

  

  جينتا - 3
اده از  با استفL. monocytogenes ي نمودار رشد باكتريبررس

 1 در شكل  nm 600زان جذب نور در طول موج يسنجش م

به ) OD) 107×5 ~ 4/0ها در يباكتر. نشان داده شده است

  .دندي رسيتمياواسط مرحله لگار

  
  nm 600ر در طول موج زان جذب نوي با روش سنجش مي روند رشد باكتريج بررسي نتا1شكل 
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 BHIط يها در محي باكتريري كشت پذيبررس

  ك آگاريا كروموژنيستري شده و ليآگار غن
 شده با عصاره مخمر و يط غني رو محيري كشت پذيج بررسينتا

ك آگار در يا كروموژنيستري ليط اختصاصيروات و محيم پيسد

 ين باكترين داد، ا نشاBHI ،FB، يولوژيزيمار سرم فيهر سه ت

 كشت يهاطي محيت رشد روي قابلºC 85 ييدر شوك دما

  ).  1جدول ( شده را ندارد يمتداول و غن

   ي پس از شوك حرارتL. monocytogenes ي باكتريريج كشت پذي نتا1جدول 

 شده يغن طيمح در شوك از بعد شوك از قبل 

 ياختصاص طيمح يرو شوك از بعد

 كيروموژنك

 - - + يولوژيزيف سرم

BHI  + - - 

FB + - - 

 L. monocytogenes ي باكتريعدم مشاهده كلون: -. ط كشتي در محL. monocutogenes ي باكتريمشاهده كلون+: 

  

 ®BacLightمارها با روش ي تيج بررسينتا

Live/Dead   
 ®BacLight با روش ي شوك حرارتيمارهاي تيج بررسينتا

Live/Deadط ي در هر سه محيمار حرارتي نشان داد كه در ت

 L. monocytogenes ي، باكترFB و BHI، يولوژيزيسرم ف

همانطور ). 2 و شكل 2جدول(مقاومت كرده و زنده مانده است 

 به رنگ سبز درخشان يهاي شود باكترير مشاهده ميكه در تصو

دو موردشان (قرمز هستند  كه به رنگ ييها زنده و آنيهايباكتر

  .باشندي مرده ميهاي، باكتر)اندر مشخص شدهي تصويره رويبا دا

  
 BacLight® Live/Dead با روش ي پس از شوك حرارتL. monocytogenes ي زنده بودن باكتريج بررسينتا 2جدول 

 شده يغن طيمح در شوك از بعد شوك از قبل 

 + + يولوژيزيف سرم

BHI  + + 

FB + + 

   زندهيعدم حضور باكتر: -.  زندهيحضور باكتر+: 

  

 
  .BacLight® Live/Dead زنده بودن در روش ي فلوروسنت جهت بررسيها شده با رنگيزي رنگ آميهاياكترر بي تصو2شكل 
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  ان ژني بيج بررسينتا
 ي سنتز شده از روcDNA از PCRج الكتروفورز محصول ينتا

RNAدر شكل يي پس از شوك دمايهاي استخراج شده از باكتر 

 16Sان ژن يج نشان دهنده بينتان يا.  نشان داده شده است3

rRNAيمارهاي ت BHI85 و FB85ج ين نتايطبق ا. باشدي م

 20 به مدت ºC 85 ي در دماL. monocytogenes يباكتر

ان يز بيگردان خود را نقه قادر به زنده ماندن بوده و ژن خانهيدق

  .كنديم

  

  
 :NS: Normal Salin ،BHI) يولوژيزيسرم ف (يمارهاي در ت16S rRNAان ژن ي بيند بررسي حاصل فرآPCRج الكتروفورز محصول ي نتا3شكل 

BHI Broth و FB: Fish Broth   

 
ها با روش ي باكتريان ژن و بررسي بيررسج بياز تطابق نتا

BacLight® Live/Deadط كشت ي رو محيياي با كشت باكتر

 ييها پس از شوك دمايجه زنده بودن باكترين نتيك به ايكروموژن

ها را توان آنيگردد و ميها اثبات مر قابل كشت بودن آنيو غ

  .   در نظر گرفت) VBNC(ر قابل كشت ي زنده اما غيهايباكتر

  

  بحث - 4
ها از محصولات  به منظور حذف پاتوژني حرارتيندهايفرآ

ن بهداشت مواد ي تأمين ابزراهايترن و متداوليتر، از مهمييغذا

ن يدهد كه كشت اين پژوهش نشان ميج اينتا.  استييغذا

قه ي دق20 به مدت ºC 85 ي در دماي پس از شوك حرارتيباكتر

 شده و ي كشت غنيهاطيح در ميل كلونيمنتج به عدم تشك

ج با ين نتايا. دي گردL. monocytogenes ي باكترياختصاص

.  دارديخوان معتبر هميها سازمانيهاگزارشات و دستورالعمل

 .L ي براD-valueگزارش كردند كه ] 13[ و همكاران يسلب

monocytogenesن و ي، پروتئير چربي در همبرگر با مقاد

ن يباشد و پس از اي م5/1-7/1ن ي بºC 65رطوبت متفاوت در 

 يگونه كلونچيم هيروات سدي پيط كشت حاويمقدار در مح

)  ,FAO(طبق دستورالعمل فائو . دي مشاهده نگردييايباكتر

 تا 1/0 به مدت ºC 70ا يقه و ي دق8 تا 5 به مدت ºC 60حرارت 

 L. monocytogenes ين بردن باكتريقه قادر به از بي دق3/0

  . باشديم

 ي باكتري مقاومت حرارتي بررسيط] 14[ا ينكايوتموز و اتيسو

L. monocytogenesي در كوفته گزارش كردند كه دما ºC 85 

 در تعداد كمتر از ين باكتريقه جهت حذف كامل اي دق4به مدت 

cfu/g 104گوشت مرغ را ] 15[سون يكارپنتر و هار.  استي كاف

ح كردند يم تلق در گرL. monocytogenes ي باكتر105-107با 

 ي قادر به زنده ماندن در دماين باكتريو گزارش كردند كه ا

ل و همكاران يبو. باشدي مºC 2/82- 6/65ها در  نمونهيداخل

ها در  در گوشتين باكتريگزارش كردند كه زمان مرگ ا] 16[

. باشديقه مي دق23/0 و 75/0، 57/2ب ي به ترتºC 75 و 65، 60

گزارش كردند كه پس از پخت كامل ] 17[ و همكاران يكوت

قه ي دق28 در هر گرم به مدت ي باكتر106 يگوشت جوجه دارا

. ا مشاهده نشديستري لي زندهيچ باكتري هºC 85 يين دمايانگيبا م

 در ي حرارت دهي بالايتر و دمايبا توجه به مدت زمان طولان

  .ديرسي به نظر ميهيج بدين نتاين پژوهش بدست آمدن ايا

 صورت يها از پژوهشياريوجه به گزارشات مشابه در بسبا ت

 استاندارد ارائه يهان دستورالعملينه و همچنين زميگرفته در ا

 يي از مواد غذاL. monocytogenes يشده جهت حذف باكتر

ن دماها به نظر ي، در نگاه اول استفاده از اي حرارتيندهاي فرآيط

دتر با استفاده ي جديهااما پژوهش. رسدي و قابل اعتماد ميمنطق

 ®BacLightر روشين نظيص نوي تشخيهااز روش
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Live/Deadكشت يهاچه با روش از آنيج متفاوتي منتج به نتا 

ص ي تشخين روش بر مبنايا. د، شده استيآيمتداول به دست م

 سالم يتوپلاسمي وجود غشاء سي، بر مبنايكروسكوپيم ميمستق

  . باشديم

 در BacLight® Live/Deadها با روش ي باكتريج بررسينتا

 .ºC 85 L يين پژوهش نشان داد شوك دمايا

monocytogenesقزل آلا و يكس آبگوشت ماهي در ماتر 

. گرددي مVBNC به حالت ين باكتري سبب ورود اBHIط يمح

 يتر را بررسنيي پايگر پژوهشگران كه دماهايج ديج با نتاين نتايا

نشان داده است ] 18[قات آگوستون يحقت.  دارديخواناند همكرده

ر حد ي زي در معرض دماL. monocytogenesكه قرار گرفتن 

 D-valueش يقه باعث افزاي دق30 به مدت ºC 48كشنده 

قات يتحق. شودي مºC 60قه در ي دق6/4قه به ي دق7/3 از يباكتر

 پس از ي زنده بودن باكترين نشان داده است كه بررسياوهمچن

 و روش كشت BacLight® Live/Deadبا روش  ييشوك دما

ها در  با قرار دادن سلولي دارد، به طوريداريمتداول تفاوت معن

ها  سلول1%قه، تنها ي دق9 به مدت ºC 60 يمعرض دما

 با روش يابي كه پس از ارزير بودند، در صورتيپذكشت

BacLight® Live/Dead100%باً ي مشخص شد كه تقر 

 L. monocytogenesدهد كه ين نشان ميا. اندها زندهسلول

  . شودVBNC وارد حالت ºC 60 ييتواند در شوك دمايم

ص زنده بودن ي مورد استفاده جهت تشخيهان روشيدترياز جد

 RT-PCRش است، روش يز رو به افزايها كه كاربردش نيباكتر

ن ييمه عمر پايبه خاطر ن. دهديص ميها را تشخان ژنياست كه ب

RNAان ژن ي، ادامه ب]19[قه است ي دق3-5 كه حدود يياياكتر ب

ص زنده يار مطلوب جهت تشخي، شاخص بسييايدر سلول باكتر

 16S rRNAان ژن ي بيج حاصل از بررسينتا.  استيبودن باكتر

ن پژوهش نشان داد كه ي در اL. monocytogenes يدر باكتر

ده و  شي كشت غنيهاطي كه قادر به رشد در محييهايباكتر

ك ژن خانه ي را كه 16S rRNA نبودند، همچنان ژن ياختصاص

با ] 12[تاسارا و استفان . كردنديان ميشود، بي محسوب م3گردان

 .L يه باكتري سو16گردان در  ژن خانه5 يابيارز

monocytogenesو ير دما، شوريط متغي در شرا pH گزارش ،

                                                           

3. Housekeeping gene 

ان ي بيطيط مختلف محير شرا د16S rRNAكردند كه ژن 

ان يها به عنوان ژن مرجع در مطالعات بن آنيترشود و مناسبيم

ن پژوهش يج با به دست آمده در اين نتايا.  استين باكتريژن ا

ن ژن به عنوان شاخص ين پژوهش اين در ايبنابرا.  دارديخوانهم

] 20[كوتارد و همكاران .  در نظر گرفته شدين باكتريزنده بودن ا

 Vibrio ي باكترVBNC حالت يهاان ژنيز در مطالعه بين

parahaemolyticus  يهاان ژني بيگزارش كردند كه بررس 

16S rRNA و rpoSتواند به عنوان شاخص ي مين باكتري در ا

 VBNC در حالت فعال و ين باكتري از زنده بودن ايمناسب

  . باشد

 در VBNCتوانند موجب القاء حالت ي ميعوامل گوناگون

ون در خارج ي، انكوباسير گرسنگين عوامل نظيا. ها گردنديباكتر

، غلظت يا كاهش فشار اسمزيش ي مطلوب رشد، افزاياز دما

 ين و حتي، فلزات سنگيي متداول مواد غذايهاژن، نگهدارندهياكس

 در يتركه كدام عوامل نقش مهمنيالبته ا]. 7[باشند يد مينور سف

 ي دارند بسته به گونه و حتير باكتر دVBNCجاد حالت يا

 Vibrio ي باكتريمثلاً برا.  متفاوت استيه باكتريسو

vulnificusكمتر از ي دما ºC 4 در القاء حالت VBNC موثر 

گزارش كردند كه در ] 20[نا و همكاران ي كه لياست، در حال

Sinorhizobium arborisن حالت را القاء ي اي استرس حرارت

ند ي فرآي طVBNC به حالت يورود باكتر يبرا. كنديم

  .  لازم باشدي مقاومت حرارتيد داراي باي، باكتريدهحرارت

ار متفاوت ي در غذاها بسL. monocytogenes يمقاومت حرارت

 يادي زين بستگي همچنين باكتري ايمقاومت حرارت]. 22[است 

 غذاها دارد يهايژگياء و ويط احيط رشد، محيبه مرحله، شرا

). هاته، حضور ممانعت كنندهيدي، اسيت آبي نمك، فعاليوامحت(

اند كه قادر به  شناخته شدهيها به عنوان موجوداتسميكروارگانيم

 گوناگون يها در معرض استرسي خود وقتييش تحمل دمايافزا

، ير حد كشنده، استرس اسمزي زير استرس حرارتي نظيطيمح

رند، يدروژن قرار بگي هدي، اتانول، پروكسيياي، قليدي، اسيگرسنگ

ر ين تحت تأثيها همچني باكتريمقاومت حرارت]. 23[هستند 

 ييط شوك دمايها و شراهين سوي رشدشان، تفاوت بيط قبليشرا

 كه به منظور ييغذاها. باشديبات، ميگر تركي و حضور دpHر ينظ

ره، لازم است ي، طعم و بافت و غياهي تغذيهايژگي ويحفظ برخ

رند، يتر قرار بگي مدت زمان طولانيتر برانيي پايدر معرض دما
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ش ي كه قدرت افزاييهاسميكروارگانيمستعد عدم نابود شدن م

  . باشندي را دارند، مييتحمل دما

 .L ي تا كنون ورود باكتري متعدديهاپژوهش

monocytogenes را به حالت VBNCط مختلف ي در شرا

 يطياثر عوامل مح] 24 [ و همكارانBesnard. اندگزارش كرده

ن ي در اVBNCد را در القاء حالت ين، نور سفيي پاي، دمايشور

ن عوامل با شدت و ي و گزارش كردند كه همه اي بررسيباكتر

ر و يكاپل.  موثرندVBNC به حالت ين باكتريضعف بر ورود ا

 به حالت L. monocytogenesز ورود ين] 20[همكاران 

VBNCيا و دميط گرسنگي را شرا ºC 4ن يبا ا.  گزارش كردند

 ي طVBNC به حالت ين باكتري بر ورود اي مبنيوجود گزارش

 از نظر ين باكتري اVBNCحالت . ستي موجود نيند حرارتيفرآ

را با وجود عدم يز.  داردييت بالاي اهمييبهداشت مواد غذا

ق ي كه طييت مواد غذايفيند كنترل كيص داده شدن در فرآيتشخ

تواند يرد، ميپذي صورت مييايدارد كشت باكتر استانيهاروش

 پس از VBNC ين باكتريكه انيالبته ا. به انسان منتقل گردد

 نشان خواهد داد هنوز ناشناخته است، اما يورود به بدن چه رفتار

ن ي اييزايمارياء و حفظ قدرت بي احيي بر تواناي مبنيمطالعات

  .  وجود دارديباكتر

ن ي در اياند كه باكترران گزارش كرده موارد پژوهشگيدر برخ

] 20[ر و همكاران ي مثال كاپليزاست، برايمارير بيحالت غ

 در حالت L. monocytogenes يگزارش كردند كه باكتر

VBNCط يزاست و متعاقباً گزارش كردند كه در شرايمارير بي غ

تواند ين در تخم مرغ ميون در مجاورت جنير انكوباسي نظيخاص

ن موضوع به علاوه يكه ا] 25[ها فعال كند  را در آنييزايماريب

ت ي اهميطيط نامساعد محيها به شراين باكتريش مقاومت ايافزا

ن كه چه يا. دهديش ميش افزايش از پي را بين حالت از باكتريا

گردد ي مVBNC منتج به ورود آن به حالت ي در باكتريراتييتغ

ان يرات بيي و بالتبع در تغ آنيولوژكيزيرات فييد در تغيرا با

 يط] 26[ن و همكاران يو. ژه در آن جستجو نمودي ويهاژن

 .L ي باكتريهاان ژنيرات بيي تغي به بررسيپژوهش

monocytogenesي شوك حرارتي ط ºC 48 40 به مدت 

 25%قه اول شوك ي دق3قه پرداختند و گزارش كردند كه در يدق

قه ي دق40 پس از ير كرد ولييتغشان انيزان بي مين باكتري ايهاژن

 نسبت به گروه كنترل نشان دادند يان متفاوتي آن بيها ژن2%تنها 

 در مقابل ين باكتري ايجين امر نشان از سازگار شدن تدريكه ا

ن ينكته جالب توجه در آن مطالعه ا.  استيطي محيهاشوك

ان ژن در پاسخ به ير بيي از تغين ژن كه به عنوان بخشياست چند

 SOSسم يند مكاني از فرآي مشاهده شدند، بخشياسترس حرارت

ن ين چنديهمچن. ز بودندير سلول ني و توقف تكثDNAر يو تعم

واره سلول نقش دارند، يم سلول و سنتز ديسم تقسيژن كه در مكان

ان ي بين الگويا. ر كرديي تغي شوك حرارتيشان طاني بيالگو

با . گردديها مم آني تقسها و ممانعت ازل شدن سلوليمنتج به طو

 ي در امر كنترل بهداشتVBNC يهايت باكتريتوجه به اهم

د است ينه، امين زميقات در اي و نوپا بودن تحقيي غذايهافرآورده

نه توسط دست اندركاران مربوطه استمرار ين زميقات در ايكه تحق

  .ابدي

  

  ي كليريگجهي نت- 5
د و ي مهم در توليهاروش از جمله ي حرارتيندهاياستفاده از فرآ

 يي محصولات غذايها و حذف پاتوژنيش ماندگاريافزا

ندها در ين فرآي اييص كاراي استاندارد تشخيهاروش. باشديم

 يل كلوني، استفاده از كشت دادن و تشكيكروبيحذف عوامل م

 ي باكتري زنده مانيبررس. باشدي كشت ميهاطيها در محيباكتر

L .monocytogenesيها، با روشيند حرارتي فرآي ط 

 فلوروسنت و يها استفاده از رنگين بر مبناي نويصيتشخ

ن پژوهش نشان ي در اين باكتري ا16S rRNAان ژن ي بيبررس

 حرارت ي طL. monocytogenes خطرناك يداد كه باكتر

 VBNC نه تنها نابود نشده، بلكه وارد حالت ºC 85 در يده

د و يك چالش جدين امر يا. گردديم) ر قابل كشتيزنده اما غ(

 محسوب يي غذايها فرآوردهيكروبيت ميفي در امر كنترل كيجد

  .گردديشده م

  

  يگزار سپاس- 6
ن ي كه در انجام ايزانيدانند، از همه عزيسندگان بر خود لازم مينو

ما خرم ي دكتر نيژه آقاياند، بو و مساعدت داشتهيپژوهش همكار

، گروه يشناسي گروه باكتريهااهشگين آزماي، مسئوليآباد

 دانشگاه يلاتي محصولات شي و گروه فرآوري پزشكيوتكنولوژيب

  .ندي نمايگزارت مدرس سپاسيترب
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Study of entering of Listeria monocytogenes into Viable But Non 

Culturable form during heat treatment process of foods 
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Listeria monocytogenes is one of the most dangerous bacteria in food products which caused about 20 to 
30% fatalities. One of the major foods which caused listeriosis is ready to eat (RTE). So, appropriate 
heating processing methods are need for elimination of L. monocytogenes. These bacteria has ability 
entering into viable but nonculturable (VBNC) form in unfavorable conditions. So this investigation was 
aimed to considering behavior of this pathogen at higher temperatures from recommended for elimination 
of these bacteria. For this purpose, bacteria in 5×106 counts in mid log phase were inoculated into two 
medium BHI Broth and fish Broth (FB) and they exposed to 85 ºC for 10 minutes. Direct plate count on 
listeria choromogenic agar, BacLight® Live/Dead and gene expression of 16S rRNA, the housekeeping 
gene, were done before and after heat shock. The results show that these bacteria lose their culturability 
during high heat shock. The results of fluorescent dyes showed the viability of these bacteria after heat 
shock (p< 0.01). The results of gene expression considering confirmed the results of fluorescence dyes 
and showed that 16S rRNA gene was expressed in nonculturable bacteria. According to these results, 
there is a big question on the D value on quality control for these bacteria in food processing processes, 
especially for RTE foods. 
 
Keywords: Listeria monocytogenes, VBNC, Gene expression, Food safety, High temperature 
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