
1400 مرداد، 18، دوره 114ران، شماره ی اییع غذایمجله علوم و صنا  
 

 1

  

  
بر کشت و مبتنی  هايشبه رو لکه زرد در کالباس مرغ جداسازي و شناسایی عوامل میکروبی ایجاد کننده

  مولکولی
  6 روشنک سحر،5، محمد جواد وریدي4مرتضوي، سید علی 3، علی جوادمنش*2، فخري شهیدي1وعاطفه سرادقی توپکانل

 

  ، مشهد، ایران مشهدصنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی کارشناسی ارشد، علوم و فارغ التحصیل  - 1
   ، مشهد، ایران مشهدفردوسی شکده کشاورزي، دانشگاهصنایع غذایی، دان استاد، گروه علوم و - 2

 ، مشهد، ایران مشهد، گروه علوم دامی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسیاستادیار - 3

  استاد، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران  استاد- 4
 شکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایراناستاد، گروه علوم و صنایع غذایی، دان - 5

  ، مشهد، ایران مشهدصنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی دانشجوي دکتري، علوم و - 6
 دهیچک                        مقاله اطلاعات

  
   :مقالهي ها خیتار

  
  99/ 16/02: افتیدر خیتار
  31/06/99: رشیپذ خیتار
 
  

  :يدیکل کلمات
  جداسازي،

  شناسایی، 
   لکه زرد،
   کالباس،

  تعیین توالی
 

DOI: 10.52547/fsct.18.05.01 
  
 مکاتبات مسئول :  

fshahidi@um.ac.ir 
 

  
هاي گوشتی، ایجاد لکه زرد ناشی از ضر یکی از مشکلات مربوط به ماندگاري فراوردهدر حال حا

هدف از این پژوهش جداسازي عوامل میکروبی ایجاد کننده لکه . آلودگی میکروبی در کالباس است
بدین منظور از از نواحی لکه . زرد از کالباس توسط روش هاي مبتنی برکشت و مولکولی بوده است

         پرگنه که روي 44در مجموع . برداري و جداسازي انجام شدونه کالباس مرغ نمونه نم15زرد 
هاي برش  رشد کرده بودند، به کالباسPDB 4  و M17  MRS, 2YGC, 3 1،کشت هايمحیط

هاي  نمونه، جدایه9خورده قبل از بسته بندي تلقیح و پس از بسته بندي و پدیدار شدن لکه زرد در 
 و نیز ناحیه 16S rRNA ژن V3 مبتنی بر کشت و تعیین توالی دو طرفه ناحیه با روشمورد نظر 

ITS4 ژن rRNA  18Sنتایج حاصل از روش مبتنی بر کشت و مولکولی، نشان داد . شناسایی شدند
 Enterococcus که عامل اصلی ایجاد کننده لکه زرد در کالباس مرغ بسته بندي شده تحت خلاء،  

faecium، Enterococcus faecalis  ،Streptococcus faecium و  Candida saitoana 
 نیز در حد جنس شناسایی  Candida و یک گونهEnterococcusعلاوه بر آن یک گونه . بودند
هاي عامل لکه زرد، باعث هاي داراي لکه زرد نشان داد که میکروارگانیسمهمچنین بررسی نمونه. شدند
اما  گردند،سینرسیس در مقایسه با نمونه شاهد می   و*L* ، a* ، bنگی هاي ر ، شاخصpHتغییر 

  .  معنی دار بوده است*aمیزان تغییرات تنها در  میزان سینرسیس و 
 

                                                   
1. Broth acc to Terzaghi 
 

2. Yeast Extract Chloramphenicol Agar 
3. De Man Rogasa and Sharpe. 
 

4. Potato Dextrose Agar 

 

  رانیایی غذا عیصنا و علوم مجله                           
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   مقدمه - 1
 سوسیس و کالباس یکی از پر ویژههاي گوشتی به فراورده
تنها در و . ]1[ترین مواد غذایی در جوامع مختلف هستند  مصرف

با اسامی مختلف گوشتی اورده کشور آلمان بیش از پانصد نوع فر
سوسیس و کالباس عبارت است از، مخلوطی . ]2[ وجود دارد

پایدار حاصل از گوشت دام و طیور کشتاري، چربی و آب که 
همراه با مواد دیگري در داخل پوشش هاي طبیعی و یا مصنوعی 
در شرایط مناسب پر شده و پس از طی فرایند حرارتی مناسب و 

وراك انسان آماده می لازم براي مصرف خ سایر فرایندهاي
هاي تهیه شده در  و سوسیسها کالباسمههتقریبا  . ]3[گردد

 از نوع حرارت دیده هاي گوشتی ایرانهاي فراوردهکارخانه
 پخته و عمل هاي گوشتی مانند کالباسهايدر فراورده. ]3[هستند

هایی مانند بی آمده همیشه خطر آلودگی به میکروارگانیسم
هاي طلایی و حتی استافیلوکوكهایی مانند يها و هوازهوازي

، زیرا همیشه حرارت کافی براي از بین بردن  وجود داردسالمونلا
وجود نخواهد ) ورهاي با پوشش قطبه ویژه در کالباس(ها آن

زا، هاي هاگها علاوه بر هوازيدر فلور میکروبی کالباس. داشت
ها نیز لاکتوباسیلوسها و همچنین استرپتوکوكها، و میکروکوك

و مدت  هاي پخته به علت بالا بودن دمادر فراورده. دنداروجود 
مخمرها به . زا غالب هستندهاي هاگ، تعداد هوازيیحرارتتیمار

ها در هواي محیط سرد خانه آلوده کننده سطحی کالباسعنوان 
در طول پروسه (هاي خام  در داخل کالباسووجود دارند، 

بسیاري از آنها جهت گرچه رشد و تکثیر خواهند یافت ) رسیدن
جزو  که هستنند فلور میکروبی آغازگر موجود در تخمیر

که مخمرهایی . بیماري زایی ندارند قدرت مخمرهاي مفید بوده
ند عبارتند هاي گوشتی عمل آمده جدا می شومعمولا از فراورده

-  ،Candida  ،Torulopsis  ،Rhodotorulaاز 
Hansenula ،Sporobolomyces ،Bullera ،

Saccharomyces، Debaromyces، Trichosporon ]1[ .
               هاي بسته بندي شده تحت خلاء، فرایند در کالباس

زمان . اعمال می گرددگراد  درجه سانتی72- 85حرارتی 
 روز 30 ، درجه سانتی گراد1- 8 در دماي ماندگاري این فراورده

خنثی  pH، ) درصد2حدود  (مک پایین محتواي ن.باشدمی
 را برايورده ، این فرا)94/0 از بیش(لیت آب بالا او فع) 6حدود (

مستعد نموده بسیار و مخمرها آلودگی ثانویه توسط باکتري ها 
، نمکنیتریت و حضور ، یط میکروآئروفیلا شرهمچنین. است
 مطلوبی شرایط شده، در حالیکههاي گرم منفی رشد باکتريمانع 

  .]1[ کندمیهاي اسید لاکتیک مهیا براي رشد باکتري
هاي گوشتی، ایجاد در حال حاضر یکی ازمشکلات عمده فراورده

 .]8،7،6،5،4[لکه زرد بر روي کالباس طی نگهداري است 
هاي گوشتی براي جلوگیري از ایجاد لکه هاي فراوردهکارخانه

که این امر سبب . دهندزرد، دماي پاستوریزاسیون را افزایش می
چروکیدگی و افزایش سینرسیس فراورده و در نتیجه کاهش بازار 

لذا، براي برطرف کردن چروکیدگی و سینرسیس . گرددپسندي می
لذا . کنندستفاده میبیشتري، ا 1مواد پرکنندها، از ناشی از افزایش دم

شناسایی عوامل میکروبی ایجاد کننده لکه زرد و جلوگیري از 
تشکیل آن بر اساس منشأ آلودگی، نیاز به استفاده از دماي بالاتر 

مواد پرکننده در پاستوریزاسیون، و در نتیجه نیاز به استفاده از 
و از سطح بازار رگشت فراورده برطرف نموده و مانع ببیشتر را، 

 هدف از انجام این .هاي اقتصادي از این طریق خواهد شدزیان
پژوهش جداسازي و شناسایی دقیق عوامل میکروبی ایجاد کننده 

هاي مبتنی بر کشت و لکه زرد درکالباس مرغ  با استفاده از روش
-ژننواحی، و تعیین توالی ها با استفاده از تکثیر مولکولی جدایه

  . بوده است18S rRNA و 16S-rRNAهاي 
  

  هامواد و روش - 2
  نمونه تهیه - 2-1

بندي شده  نمونه کالباس برش خرده بسته15در این پژوهش 
تحت خلاء، پس از ظهور لکه زرد براي جداسازي و شناسایی 

 ,M17 MRS , با استفاده از محیط کشت. انتخاب گردید

YGCهاي سپس جدایه. م شد انجا از نواحی لکه زرد جداسازي
هاي کاتالاز و اکسیداز و رنگ آمیزي گرم و باکتریایی با آزمایش

 از هاي بعدي انجام آزمایشبراي و رنگ آمیزي اسپور، شناسایی
به سپس .  گردیدهاي باکتریایی و مخمري استوك تهیهجدایه

         هاي عامل لکه زرد،منظور شناسایی دقیق میکروارگانیسم
هاي برش کالباساي باکتریایی و مخمري در کارخانه به هجدایه

                                                   
1. Filler  
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تا پدیدار شدن لکه بندي و خرده تلقیح و سپس تحت خلاء بسته
و  هفته 3- 4پس از حدود .  یخچال نگهداري گردیدندزرد در 

 به روش ههاي مربوط جدایه،نمونه کالباس 9 ایجاد لکه زرد در
. مراز شناسایی شدندیاي پلمولکولی با استفاده از واکنش زنجیره

 برخی از روي بر ها در نهایت به منظور تاثیر میکروارگانیسم
، میزان سینرزیس و فاکتورهاي pH تغییرات ،فراوردههاي ویژگی

L* ، a* و b*مرغ هايي کالباسهانمونه .  اندازه گیري شدند 
 در  درصد گوشت مرغ90اساس  مورد نظر در این تحقیق بر

تحت خلاء   تهیه و واقع در آمل، کالهاي گوشتی فراورده هشرکت
 درجه 4بسته بندي گردیدند و تا ظاهر شدن لکه زرد در دماي 

تحت ، نمونه برداريجهت در ادامه . گراد نگهداري شدندسانتی
 میلی لیتر 90 گرم برداشته و با 10شرایط استریل از هر نمونه 

ومیکر همگن محلول رینگر استریل مخلوط و با استفاده از است
رقت هاي مورد نظر به صورت ده دهی تهیه . سازي انجام شد

استفاده و ) 10، 9، 8(براي جداسازي از سه رقت پایانی. گردیدند
و  MRS Agar، M17 Agar ، YGCروي محیط هاي کشت 

PDBدر دماهاي هاي کشت شدهدیش پتري ومل آمد کشت به ع 
 48 ساعت ، 24 هاي در زمانگراد درجه سانتی25، 32، 37

 هاي منفردپرگنه .  گرم خانه گذاري شدند ساعت72ساعت و 
 مرحله روي محیط هاي کشت 4 و براي خالص سازي تا انتخاب

MRS Agar، M17 Agar ، YGC  کشت خطی انجام و در 
 در مجموع . ساعت گرمخانه گذاري شدند72دماهاي مذکور تا 

ها غربالگري مونه از نيمخمر جدایه 2 و اییباکتریجدایه  42
ذخیره ، YGCبا استفاده از محیط کشت سپس  .گردید

مراز در دماي اي پلیو تا انجام واکنش زنجیره تهیه .]9[1مخمري
هاي جدایهاز اما ندگراد نگهداري گردید درجه سانتی-80

  .]10[ذخیره باکتریایی ، پس از شناسایی مبتنی بر کشتاییباکتری
تهیه و تا انجام شناسایی به روش مولکولی نگهداري 

  .]11[گردیدند
 

                                                   
1. Stock 

   شناسایی مبتنی بر کشت - 2-2
  رنگ آمیزي گرم -2-2-1

 انجام و)  ساعته18(هاي تازه پرگنه روش کریستیان گرم و توسط
  .]12[ شدمشاهده 100 میکروسکوپ با لنز سپس توسط

  رنگ آمیزي اسپور -2-2-2
براي رنگ آمیزي اسپور پس از تهیه اسمیر روي لام شیشه اي، 

 دقیقه 5روي لکه ریخته و پس از ) مالاشیت گرین(رنگ سبز 
، رنگ )عدم خشک شدن رنگ مالاشیت گرین( حرارت ملایم

 دقیقه شسته و در نهایت لام 1 سافرانین اضافه و نگهداري  پس از
   .]13[  بررسی شد100با میکروسکوپ لنز 

  آزمایش اکسیداز -2-2-3
  درصد از معرف کواکس1محلول توسط روش کوواکس، 

 تا 10اگر پس از . انجام پذیرفت ) ساعته24( پرگنه  و 2اکسیداز
 ثانیه رنگ بنفش ظاهر شود، آزمایش مثبت و موید حضور 60

   ]14[ سیتوکروم اکسیداز است
  آزمایش کاتالاز -2-2-4

 3، در مجاورت محلول ) ساعته24( کشت تازه هاي منفرد پرگنه
 مشاهده حباب هوا بیانگر .درصد پراکسید هیدروژن، قرار گرفتند

  .]15[ کنش استحضور آنزیم کاتالاز و مثبت بودن وا
از  ،هاي شناسایی مبتنی برکشتپس از آزمایشتهیه  در نهایت

هاي  و جدایهMRSهاي باکتریایی در محیط کشت استریل جدایه
هاي استوك تهیه و تا انجام آزمایشPDB در محیط کشت  مخمر

 .]16[ بعدي نگهداري گردیدند

  مولکولیبه روش شناسایی  - 2-3
 مبتنی بر کشت و فنوتیپی، جهت با روشها شناسایی جدایه

ها تا حد زیر گونه امکان پذیر شناسایی و تعیین دقیق جدایه
، ابزاري دقیق  16S rRNAآنالیز توالی ناحیه .]17[ و ]16[نیست

   .]18[و  ]16[تبراي تعیین جنس و گونه تا حد زیر گونه اس
  

                                                   
2.  Kovacs Oxidase Reagent 
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ها به روش مولکولی در مرحله دوم پژوهش، شناسایی جدایه
   .انجام شد

   DNAاستخراج  -2-3-1
  جدایه2 جدایه باکتریایی و 7( جدایه 9 این پژوهش، از در

هاي کالباس حاوي لکه زرد، جداسازي شده از نمونه) مخمر
توأم با کمی  K و پروتیئناز SDSروش  به DNAاستخراج 

ها در محیط  جدایهابتدا :انجام گردیدح بدین شرتغییر روش، 
 و PBSبا  شستشوسپس ، کشت داده و MRSکشت 

به منظور هضم آنزیمی پپتیدوگلیکان غشاي سلول، ، سانتریفیوژ
  حاوي لیزوزیم اضافه وSDS میکرولیتر محلول 400

 توسط جهت هموژن کردن؛ سپس  انکوبه شدندهامیکروتیوب
 هر میکروتیوب قرارگرفته و اي در شیشههاي، بیدوژنایزرمه

به  و هموژنیزه شدند دقیقه 1 و در مدت 4000در دور ها نمونه
 اضافه نموده و Kپروتئیناز  منظور هضم بقایاي غشاي سلول،

 20گراد منتقل و به مدت  درجه سانتی60تیوب به انکوباتورمیکرو
 اضافه RNase A میکرولیتر 5در ادامه، ؛ دقیقه نگهداري شد

، محلول رویی ها سانتریفیوژ وسپس نمونه؛ گذاري گردیدهگرمخان
              میکرولیتر200؛ دبه میکروتیوب جدید منتقل ش

 1اضافه نموده و به مدت ) 1 به 24(آمیل الکل ایزو/ کلروفرم
 سانتریفیوژ انجام پذیرفت و فاز رویی به تیوب ودقیقه مخلوط 
 حجم یخ سرد 7/0 با افزودن DNA ؛دگردیجدید منتقل 

گراد به  درجه سانتی- 20ایزوپروپانول و انکوباسیون در دماي 
دقیقه رسوب داده شد و سپس سانتریفیوژ انجام 15مدت 
 درصد به 70سپس اتانول سرد ؛ ، محلول رویی خارج شدپذیرفت

 و پس از چند بار وارونه کردن تیوب ها، مجددا آن اضافه شد
سپس پلت را در ؛ یی خارج شدسانتریفیوژ انجام شد و محلول رو

 خشک شود و در نهایتپلت حاصل تا گرفت دماي محیط قرار 
  .]17[ ، حل گردیدTE1لیتر بافر  میکرو 50 درDNA پلت

الکتروفورز با ژل روش  استخراج شده، با DNAتعیین کیفیت  

                                                   
1. (10 mM Tris,pH8,1Mm EDTA) 

خلوص کمیت و براي تعیین .  درصد انجام پذیرفت1آگارز 
DNA ایپوك استخراج شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

 280 و 260 هاينور در طول موججذب در این روش شدت 
   . شدشنانومتر خوان

  )PCR(  2مرازاي پلیاکنش زنجیرهو -2-3-2
 هايآغازگرهاي باکتریایی از به منظور شناسایی مولکولی جدایه

-16S کدکننده  ژنV3 براي تکثیر ناحیه 4 و معکوس3مستقیم

rDNA  براي شناسایی مولکولی و جفت باز 350به طول 
ناحیه براي تکثیر  آغازگرهاي مخمري نیز از یک جفت جدایه
ITS4  18ژنS-rDNA  استفاده شد جفت باز 800به طول 

 و  2 جدول ،5 طبق مخلوط واکنشPCRواکنش ). 1جدول (
مرحله واسرشتی اولیه در دماي  :زیر انجام پذیرفتبرنامه دمایی 

 چرخه 35 دقیقه شروع و سپس 3گراد به مدت  درجه سانتی95
 درجه 94مرحله واسرشتی در :  تکرار شدبدین صورتدمایی 
 درجه 53ها در آغازگر ثانیه؛ مرحله اتصال 40 به مدت گرادسانتی
گراد  درجه سانتی72 ثانیه؛ مرحله بسط در 30گراد به مدت سانتی

 درجه 72 ثانیه؛ در آخرین مرحله بسط نهایی در 50به مدت 
  . دقیقه انجام پذیرفت5گراد به مدت سانتی

مراز پس از اي پلیمحصولات حاصل از واکنش زنجیره
 درصد و اطمینان از تکثیر قطعات 2/1روفورز بر روي ژل الکت

مورد نظر، براي حذف مواد اضافی موجود در محصولات و 
جلوگیري از بروز مشکل در تعیین توالی، به روش رسوب با 

 شدند، سپس براي توالی یابی دو طرفه ]21[سازي اتانول خالص
. جهت تعیین جنس و گونه به شرکت ژن فن آوران ارسال شدند

یابی و جهت کنترل کیفیت، نتایج با استفاده از نرم پس از توالی
 2.6نسخه ) Chromas(افزار کروماس 

)http://technelysium.com.au (بررسی و سپس با توالی-

 BLAST توسط ابزار NCBIهاي موجود در بانک ژنی 

Nucleotide 22[ ، مورد ارزیابی قرار گرفت[.   

                                                   
2. PCR 
3. Forward Primer 
4. Reverse Primer 
5. Master mix  
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Table 1 Specifications of primer sequences  
Source Connection temperature Sequence name 

5´- TAC GGG AGG CGA CAG T-3  ́Forward [15] 53 °C 5 -́TAT TAC CGG GGC TGC T-3  ́Reverse 
5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3  ́ITS4-F  

[16] 53 °C 5´CAGACTT(G/A)TA(C/T)ATGGTCCAG3  ́ITS4-R  
  

Table 2 PCR reaction components  

 
   بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی- 2-4
  آزمون رنگ سنجی -2-4-1

هاي حاوي لکه زرد، با استفاده از جهت آزمون رنگ سنجی، نمونه
، پارامترهاي )Konica Minolta, Japan(دستگاه هانتر لب

، *L. ]23[زردي و قرمزي و روشنی مورد ارزیابی قرار گرفت 
) سفید(تا صد) سیاه(پارامتر روشنایی بوده، که محدوده آن از صفر

هاي در فراورده. است)  تا سبززقرم(، پارامتر قرمزي *a. است
انگر افزایش قرمزي و  افزایش یابد، بی*aگوشتی هنگامی که 

، شاخص *aفاکتور .  به معناي کاهش قرمزي است*aکاهش 
، *b. ]24[ هاي گوشتی استپایداري رنگ، گوشت و فراورده

به علت واکنش میوگلوبین و . بیانگر شدت اکسیداسیون است
نیتریت و تشکیل نیتروزو میوگلوبین، در نتیجه میوگلوبین از فرم 

  کاتالیزوري اکسیداسیون خارج، و در نتیجه اکسیداسیون رخ 
  .]24[ دهدنمی

  pH تعیین  -2-4-2
 سی سی آب 90گرم از هر نمونه، در pH ،10براي اندازه گیري 

  متر دیجیتال، اندازه گیري شدpHمقطر همگن و با استفاده از 
]16[ .  
  1یسسآزمون سینر -2-4-3

 گرم از نمونه ها 300، )آب پس دادگی(براي آزمون سینرسیس
ها  درون پوشش سه لایه، تحت خلاء بسته بندي و سپس وزن آن

   هور لکه زرد از بسته بندي خارجا بعد از ظنمونه ه. یادداشت شد
  
  

                                                   
1.  Syneresis 

  
و با استفاده از دستمال سه لایه جاذب الرطوبه، آب خارج شده از 

یزان در انتها م. دو سپس توزین گردیدنمحصول، خشک 
میزان سینرزسیس برابر است با اختلاف ( سینرسیس طبق فرمول

  شدحاسبهم )100وزن اولیه و ثانویه تقسیم بر وزن ثانویه ضرب 
]25[.  

 ها آنالیز دادهروش آماري  - 2-5
 2اسمیرنوف- ها از آزمون کولموگروفبراي نرمال بودن توزیع داده

 p value  05/0 هاي رنگی و شاخصpH براي  کهاستفاده شد
 توسط آزمون تی مقایسه میانگین  وها نرمال بوده توزیع داده که<

 p value > 05/0   که و براي آزمون سینرسیس3ايتک نمونه
مقایسه ها نرمال نبوده و توزیع دادهدار شده، زمون معنیآاست، 

با سطح  4اي تک نمونه ویلکاکسونآزمون  توسطها میانگین
اطمینان با سطح   نیز5همچنین آزمون باینومیال درصد 95اطمینان 

روابط براي بررسی . ها انجام پذیرفتبراي همه نمونه  درصد95
 نمودار پراکندگی ترسیم و 6 همبستگی پیرسون آزمونبین متغیرها

انجام  22نسخه  SPSS7افزار  نرمتوسط ها گردید همه آزمون
   .پذیرفت

  

 نتایج و بحث - 3
 هاي عامل لکه زرد شناسایی جدایه- 3-1
 در و جداسازي به روش مبتنی بر کشت،پس از نمونه برداري  

 . جدایه مخمري، جداسازي شد2 جدایه باکتریایی و 42مجموع 
، )42 (ي باکتریاییهاجدایه همه 3 طبق جدول  پژوهشدر این

 طبق .بودند ، اسپورو فاقد منفی ، کاتالازاکسیداز منفیگرم مثبت، 
اي و هاي اسید لاکتیک، کوکسی یا میلهباکتري پیشین مطالعات

 فاقد و ]27[کاتالاز منفی ، ]28[، اکسیداز منفی ]26[گرم مثبت 
  .]30[ند اسپور هست

                                                   
2 . Kolmogorov-Smirnov   
3 . One sample T-test 
4 . One sample wilcoxon test   
5 .Bionomial test 
6  . Pearson 
7 . Statistical Package for Social Sciences 

Volume (µl) Material 
12.5 Master mix (2X) 
9.5 ddH2O 

0.5 (10 pmol) Forward primer 
0.5 (10 pmol) Reverse primer 
2 (50-70 ng) Template DNA  
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Table 3 Test results based on culture of bacterial isolates 
Catalase Oxidase Spores Gram Morphology Sample 

- - - + Cocci G 
- - - + Cocci Q 
- - - + Cocci C 
- - - + Cocci M 
- - - + Cocci B 
- - - + Cocci V 
- - - + Cocci X 

  

 استخراج شده به روش نانودراپ نتایج حاصل از DNAخلوص 
نسبت، . )1شکل  ( تایید کردDNAرا در استخراج  ژل آگارز

 قرار داشتند، در 1/2 تا 8/1هاي استخراج شده در محدوده نمونه
 . پروتئین استDNAنتیجه خلوص نمونه ها بالا بوده و فاقد 

 و 18S-rDNA ژن ITS4 جفت بازي ناحیه 800تکثیر قطعات 
 بطور 16S-rDNA ژن V3 جفت بازي ناحیه 350نیز 

در مرحله بعد محصولات حاصل ). 1شکل (اختصاصی انجام شد 
خالص سازي شد به روش رسوب با اتانول ، PCR واکنشاز 

سپس براي توالی یابی دو طرفه به شرکت ژن فن آوران ارسال 
 NCBIهاي موجود در بانک ژنی با توالی و در نهایت شدند

-نتایج حاصل از توالی، 4طبق جدول . تندمورد ارزیابی قرار گرف

نشان داد که رجع و مقایسه توالی ها با توالی ژنوم م آنالیز ،یابی
 ، .Enterococcus sppهاي شناسایی شده شامل جدایه

Streptococcus faecium ، Enterococcus faecium ، 
Enterococcus faecalis ، Candida  spp.  وCandida 

Saitoana بودند.  

 
 

 
Fig 1 Agarose electrophoresis of extracted DNA (top) and PCR products of ITS4 (800 bp) and V3 (350 bp) regions 

of ribosomal DNA (bottom). 
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هاي اسید لاکتیک و دهد که ابتدا باکتريتحقیقات نشان مینتایج 
اما در انتهاي  ،ورده کم بودها ثانویه در فرهاي آلوده کنندهباکتري

 . ]28[هاي اسید لاکتیک غالب هستند فساد باکتري

Enterococcus  ها از طریق تحمل پاستوریزاسیون یا آلودگی
هاي بندي، در فراوردهدر مراحل نهایی فرایند، مانند برش و بسته

و  Enterococcus faecium .]30[ند ستفساد هگوشتی عامل 
Enterococcus faecalis  هر دو طی فرایند حرارتی زنده
آوري شده هستند هاي گوشتی عملمانده و عامل فساد فراورده

هاي بسته  در گوشت کهدندگزارش کر ، و همکاران1برودا. ]31[
 4/4تحت دماي  E.  casseliflavusبندي شده تحت خلاء، 

به صورت لکه هاي سبب ایجاد رنگ زرد گراد درجه سانتی
گردد، که در مقابل نور ماوراء بنفش، فلوئورسنس کوچک می

 دسوزا و وایتلی، باکتري  طبق گزارش .]25[ ایجاد می کند

faecium Streptococcus  زیرگونهcasseliflavus  در
هاي گوشتی عمل آوري شده تحت شرایط هوازي و بی فراورده
 ایجاد رنگدانه کاروتنوئیدي  هفته3پس از  4/4 دماي درهوازي 

کند که به راحتی در قسمت چربی سوبستراي گوشت پراکنده می
تولید رنگدانه و پراکندگی زمانی که فیلمی از رطوبت . می شود

 بسیار  جدایهاین. ، افزایش یافتدر سطح گوشت وجود داشت
           درجه1/71تواند در دماي که میبوده  حرارت بهمقاوم 
اما قادر به تحمل به ، دقیقه زنده بماند 20گراد به مدت سانتی
گزانتوفیل اسیدي  این باکتري رنگدانه.  دقیقه نخواهد بود30مدت 

 کاروتن مشابهبسیار  بوده که شامل هفت پیوند دوتایی کونژوگه
 S. faecium  تولیدي2رنگدانه از غیرقطبی جدا شده

UNH564P ها به عوامل  حرارتی انتروکوکوسمقاومت. است
 خارجی و ترکیبات محیط  pHمتعددي مانند سن کشت،

نگهدارنده، اجزاي تشکیل دهنده مانند نمک، نیتریت و بافت 

                                                   
1. Broda 
2 . 4-4- Diapo7,8,11,12- tetrahydro-lycopene 

 ها قادر به Enterococcus .]31-32 [گوشت بستگی دارد
.  دقیقه هستند20گراد به مدت درجه سانتی65مقاومت در دماي 

  E. faecalis هاي بت به سایر گونهنس E.faeciumهاي سویه
          اندمگراد مقاو درجه سانتی70 تا62هاي تر بوده و در دمامقاوم

ها ایزوله شده اما طیف وسیعی از مخمرها از سوسیس .]32[
Candida   و Debaryomyces hansenii  رایج هستند

گزارش کردند که لایه  ،)1998(دیویس و همکاران  .]11[
روي سطح سوسیس ناشی ، )غیرکاروتنوئیدي( سبز-چسبناك زرد

  در مطالعات پیشین .بود  Candida saitoanaاز رشد 
Candida گوسفند، علوفه و خاك و ادویه جداسازي از پشم 

تواند در کشتارگاه از طریق پوست، لاشه، تجهیزات و که می، شده
که ] 8[کارکنان به گوشت و در نهایت به فراورده منتقل گردد 

 دقیقه 20 و 10گراد به مدت  درجه سانتی65به تحمل دماي قادر 
 تحقیقات قبلیاین پژوهش با نتایج نتایج حاصل از  .]33[نبودند 

در هیچ یک از مطالعات گذشته، اطلاعاتی در زمینه  .مطابقت دارد
 . در دسترس نیستCandida saitoanaمقاومت حرارتی 

براي کنترل این فساد لازم است طی فرآیند حرارتی، دماي داخلی 
. ]12[گراد برسد  درجه سانتی1/71 دقیقه به 30محصول حداقل 

 هاي گوشتی توسط براي جلوگیري از فساد فراورده
Enterococcus  ها فرایند حرارتی کافی بر اساس مقادیرD-

values شده از مواد خام  انتروکوکوس مقاوم به حرارت جدا
  .]31[ اعمال گردد و فراورده در حداقل زمان نگهداري شود

 pHتعیین  - 3-2

            اختلاف معنی داريها نتایج آزمون مقایسه میانگینبر اساس 
) 05/0  p value >(  بینpH ها نسبت به نمونه شاهد وجود نمونه

 5/5(بالاتر ها همه نمونه pHبا توجه به آزمون بایونومیال  .ندارد
> pH(  شواهد بیانگر افزایش .استاز نمونه شاهد pH   در

. باشدهاي عامل لکه زرد می جدایهتلقیح شده باهاي نمونهي همه

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
fs

ct
.1

8.
11

4.
1 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 f
sc

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
15

 ]
 

                             7 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/fsct.18.114.1
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-42610-en.html


 ...جداسازي و شناسایی عوامل میکروبی ایجاد کننده و همکاران                                                                   توپکانلویعاطفه سرادق

 8

بندي شده هاي بستهسوسیس، طی بررسی و همکاران 1آرکودلوس
 روز نگهداري را 15در مدت زمان  pH تحت خلاء، افزایش

 و 2 مولر- پالودان همچنینهمکاران،  هو و .]34[ گزارش نمودند
        شد  در طول مدت نگهداري را رpHکاهش همکاران، 

 آزمایشنتایج . ]36- 16[ لاکتیک گزارش کردندهاي اسیدباکتري
  .نشان داده شده است،  4در جدول 

  سینرسیسبررسی  - 3-3
بـا   .شـده اسـت   گـزارش  ،4ا در جدول    ههس نمون زینریسمیانگین  
 ،هـا یس نمونـه  بین سینرس،هامیانگین نتیایج آزمون مقایسه    توجه به 

مـشاهده   )> p value 05/0  ( بـا نمونـه شـاهد   اختلاف معنی داري
امـا میـانگین    ، 76/7 شـاهد  بـراي نمونـه    میانگین سـینرزیس .شد

 ، نتایج آزمـون بایونومیـال     طبق .بود 290/11 تلقیح شده هاي  نمونه
ها بالاتر از میانگین نمونـه شـاهد        میانگین سینرزیس در همه نمونه    

هـاي عامـل لکـه زرد باعـث         همه میکروارگانیـسم  در نتیجه    .است
 بـه نمونـه   بیشترین سینرزیس مربـوط      شدند که    سافزایش سینرزی 

   .بود) Candida saitoana( مخمر

  رنگ سنجی -3-4
 گـزارش  4 در جـدول *b  و *L*, aهاي رنگـی شاخص میانگین

 K و) G) Enterococcus faeciumهـاي  نمونه .است شده

)Streptococcus faecium ( پس از باز شدن بسته بندي براي
رنـگ  ها پس از چند ساعت در مجاورت هـوا سـبز           انجام آزمایش 
 بـا توجـه بـه    هـا تواند به دلیل اکسید شـدن رنگدانـه  شدند، که می 

 مربـوط بـه   ، همچنین نمونـه ]31[ ها باشد ساختار کاروتنوئیدي آن  
ــه  ــرجدای ــه (Candida spp) مخم ــا نمون ــه،   تنه ــود ک اي ب
ایج ت ـبـا توجـه بـه ن    .هاي زیرین نیز حاوي لکه زرد بودند  اسلایس

هـا و نمونـه    نمونـه  *L بـین شـاخص  ،هـا آزمون مقایسه میـانگین 

                                                   
1 . Arkoudelos 
4. Paludan-Muller 

 ، مـشاهده  )p value <05/0 (شاهد، اختلاف میانگین معنـی داري  
      نمونــه L* ، 1نگین شــاخصطبــق آزمــون باینومیــال، میــا. شدنــ

از ) *L <31/73( نمونــه بــالاتر 8و  ) =>*L 31/73(تــر پــایین
 بـین   باتوجه به نتایج آزمـون مقایـسه میـانگین،        . استنمونه شاهد   

ها و نمونه کنترل، اختلاف میانگین معنـی داري   نمونه *aشاخص
) 05/0< p value( آزمـون بایونومیـال،  سبر اسـا  .  مشاهده گردید  

از ) *a => 24/3(تـر   پـایین هـا  نمونـه همه،  *a میانگین شاخص
ها و نمونـه  نمونه  *b     بین شاخصهمچنین . نمونه شاهد است

 مـشاهده  )p value <05/0 (اخـتلاف میـانگین معنـی داري     شـاهد 
) *L <31/73( بیشترهانمونههمه  در *bنشد و میانگین شاخص 

 نیـز مربـوط بـه جدایـه      *bبیـشترین . باشـد شـاهد مـی  از نمونـه  
Candida spp. و  4هـارمز همچنـین   و همکـاران،  3ربیـو . است

هـاي تخمیـري و     در بررسـی سوسـیس    یج مـشابهی    نتـا  ،همکاران
 ـ  هاي عمـل سوسیس طبـق  . ]38،37 [ دآوري شـده، گـزارش کردن
         نگهــداري سوســیس،هــشتم و همکــاران، در روز 5 جــوبررســی

12= b*   ، 3 = a*   63 و = L*   کـه بـا نمونـه       ،]39[  بوده اسـت 
و همکـاران    6اکاسـلاوی طی بررسـی     .شاهد پژوهش مطابقت دارد   

 = 8/7-3/7  طـی دوره رسـیدن   سوسیس تخمیري  رنگ سه نمونه  
b* ، 15-19= a*   45-35و = L*   بــا از دســت . اســتبــوده

افتـه و از  دادن رطوبت، غلظت میوگلـوبین در محـصول افـزایش ی    
شـود   بافت عضله باعث جذب بیشتر نـور مـی     کم آبی  طرف دیگر 

و  گـردد  میکمتر *L تر فراورده، یعنی مقدارکه منجر به رنگ تیره
شـود کـه   مـی  *b رمقـدا  و *a  سبب تغییـرات پودر پاپریکا مقدار

تواند مربوط به حـضور کاروتنوئیـدهاي زرد رنـگ حاصـل از             می
   .]40[ پودر پاپریکا باشد

                                                   
3. Rubio 
4. Harms  
5. Jo 
6 . Slavica 
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Table 4 Sequence homology, pH, Syneresis and Color characteristics a*,  b*, L*  measurement results  
b* a* L* pH Syneresis Accession 

numbers 
Sequence 

homology % Isolated Sample 
11.99 3.24 73.31 5.5 7.76   - Control 
14.53 1.67 74.54 5.6 10.24 MF896259 92 Streptococcus faecium K 
15.76 0.63 73.75 5.8 10.86 MT773438 93 Enterococcus faecium G 
14.59 1.72 74.81 5.6 13.01 MN493726 98 Enterococcus faecium B 
12.39 2.1 74.11 5.7 13.14 KF387497 90 Enterococcus sp. Q 
15.61 1.6 76.75 5.6 11.29 KX898902 90 Enterococcus sp. M 
16.88 2.26 66.49 5.6 11.95 MT742939 94 Enterococcus faecalis C 
21.64 1.04 70.8 5.8 9.88 MT742944 93 Enterococcus faecalis V 
24.55 2.92 74.29 5.8 13.27 AB013523 96 Candida saitoana X 
25.42 0.75 77.13 5.6 10.24 KY996548 92 Candida sp. I 

The control sample does not have a yellow spot. Sample K is related to Streptococcus faecium strain, G and B 
strains are Enterococcus faecium strain, Q and M strains are Enterococcus spp strain, C and V strains are 

Enterococcus faecalis strain, X strain is Candida saitoana and I strain is Candida spp. 
 

ها سبب  که همه جدایهتوان نتیجه گرفتاز جدول فوق می 
در همه . اندشده *aو کاهش  *L* ، b، سینرزیس، pH افزایش 

در  *b  افزایش یافته که با توجه به این مطلب که*bها نمونه
توان چنین برداشت گوشت بیانگر میزان اکسیداسیون است می

-میاکسیداسیون  ها سبب افزایشنمود که همه میکروارگانیسم

 .گردد

 هیچگونه رابطه خطی بین pHیس و سینرسپراکندگی نمودار در 
 بین در آزمون همبستگی پیرسون نیز. شوددو متغیر مشاهده نمی

 ( همبستگی معنی داري مشاهده نشد pHیس و دو متغیر سینرس
05/0> p value( . عدم وجود رابطه بین دو متغیر را نشان 2شکل ،
 با هم pH و یسدو متغیر سینرسکه است دهد که بدین معنی می

رسون نشان داد که آزمون همبستگی پی .رابطه و همبستگی ندارند
 p <05/0 (  همبستگی وجود دارد*bیس و بین میزان سینرس

value( .یس و نمودار پراکندگی سینرس ،3 شکلb* را نشان می-

 *bو  pHآزمون همبستگی پیرسون بین میزان  در .دهد
، 4شکل . )p value <05/0 ( همبستگی معنی داري وجود ندارد

آزمون   طبق نتایج.دهد را نشان می*bو  pHنمودار پراکندگی 
 (  همبستگی وجود دارد*b و *aهمبستگی پیرسون بین میزان 

05/0> p value( . نمودار پراکندگی 5شکل ،a* و b* را نشان 
 و *Lآزمون همبستگی پیرسون بین میزان همچنین طبق  .دهدمی
b*05/0 ( اري وجود ندارد همبستگی معنی د> p value( . شکل

آزمون در  .دهد را نشان می*b و *L، نمودار پراکندگی 6
 همبستگی معنی داري *a و *Lهمبستگی پیرسون بین میزان 

 و *L، نمودار پراکندگی 7شکل . )p value <05/0 ( ه استدنبو

a*دهد را نشان می.  

  
Fig 2 Scatter plot:pH with Syneresis 

 
 

 
Fig 3 Scatter plot: b* with Syneresis 
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Fig 4 Scatter plot: b* with pH 

  

  
Fig 5 Scatter plot: b* with a* 

  

  
Fig 6 Scatter plot: b* with L* 

 
Fig 7 Scatter plot: a* with L* 

 

  گیرينتیجه - 4
هاي گوشتی براي از بین بردن هاي فراوردهدر حال حاضر کارخانه

عوامل میکروبی ایجاد کننده لکه زرد و عدم برگشت فراورده، 
ر منجر به دهند، که این امدماي پاستوریزاسیون را افزایش می

در . گرددکاهش کیفیت فراورده و لزوم افزودن فیلر اضافی می
نتیجه شناسایی عوامل میکروبی ایجاد کننده لکه زرد و جلوگیري 

کار براي افزایش از رشد آن با توجه به منبع آلودگی، بهترین راه
زمان ماندگاري کالباس بدون نیاز به افزایش دماي پاستوریزاسیون 

با توجه به . افزودن فیلر اضافی به فراورده استو در پی آن 
قیمت بالاي گوشت و مرغ در صورتی که بتوان از بروز ضایعه 
لکه زرد در کالباس جلوگیري نمود، گام بزرگی در جهت 

هاي اقتصادي ناشی از برگشت فراورده خواهد جلوگیري از زیان
-راوردهبراي بهبود فرایندهاي مرتبط با نگهداري و تولید ف .بود

ها و یا هاي غذایی، بررسی دقیق فلور میکروبی آن
. ها ضروري استهاي آلوده کننده این فراوردهمیکروارگانیسم

 مبتنی بر کشت و فنوتیپی، هايها با روششناسایی میکروارگانیسم
ها تا حد زیر گونه امکان جهت شناسایی و تعیین دقیق جدایه

، ابزاري دقیق براي  16S rRNAآنالیز توالی ناحیه. پذیر نیست
 لذا در این پژوهش از .تعیین جنس و گونه تا حد زیر گونه است

روش مولکولی براي شناسایی عوامل ایجاد کننده لکه زرد در 
یابی و نتایج حاصل از توالی .کالباس برش خورده مرغ استفاده شد

  جدایه از جنس2ها، بیانگر این است که آنالیز نمونه

Streptococcus  ،5 جدایه از جنس Enterobacteriaceae 
. باشند، عامل لکه زرد می Candida جدایه مخمر از جنس 2و 
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  هايمخمر اعم از شناسایی شدهعامل لکه زرد هاي جدایههمه 
Candida spp ، Candida saitoana هاي يباکتر همچنین

Enterococcus faecali ، Enterococcus  faecium   و
Streptococcus faecium ،  سبب تغییراتpH میزان ، 

در همه . د  شدن*b و *L* ، a هاي رنگیشاخصیس و سینرس
 هاي رنگیشاخصاما  ،یس افزایش کاهش، سینرسpHها نمونه
L*  ،a*و  b* تغییرات افزایشی و در برخی  هادر برخی نمونه

   .نشان دادندها  تغییرات کاهشی نمونه
 

  اسگزاريسپ - 5
ایت مالی معاونت پزوهشی دانشگاه فردوسی موهش با حاین پژ

.  انجام پذیرفت46355/3ه مشهد در قالب طرح پژوهشی شمار
لذا بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد به 

 از همچنین. آیددلیل مساعدت مالی تقدیر و تشکر به عمل می
 جهت یي دکتر خزایاو جناب آقمدیر عامل محترم شرکت کاله 
  .دگردمیقدردانی  تشکر وهمکاري در انجام این پژوهش 
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One of the problems with the processed meat products shelf life is the formation 
of yellow spots in sausages. The aim of this study was to isolate and identify the 
microbial agents causing yellow stain from sausage by molecular- and culture-
based methods. For this purpose, 15 samples from yellow spot and separation 
areas of chicken sausages were sampled. A total of 44 colonies grown on the 
MRS, M17, YGC, and PDB culture medium were inoculated into pre-packaged 
cutting sausages to induce the yellow spot. Yellow spots appearance9 samples 
and they were characterized by both culture-based methods and sequencing of a 
350 bp fragment from 16S rRNA V3 region and a 800bp fragment from 18S 
rRNA ITS4 region. The results of the culture-based and molecular assay showed 
that the main causes of the yellow spots in the chicken sausage packaged under 
vacuum were Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Streptococcus 
faecium and Candida saitoana. In addition, one species of Enterococcus and one 
species of Candida were also identified at the genus level. Examination of yellow 
spotted samples also showed that the microorganisms that cause yellow spotting 
cause changes in pH, color indices L*, a* and b*, and syneresis compared to the 
control sample but the rate of change is only in the syneresis quantity and a* was 
significant. 
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