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به حالت زنده اما غیرقابل  Listeria monocytogenesمطالعه امکان ورود باکتری 

 کشت در آب نمک، در فرایند تولید ماهی شور
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 :چکیده
در مواد غذایی است کهه مااومهت بهالایی     أبا منش هایله پاتوژناز جم L. monocytogenesباکتری 

در شهرایط نهامطلوم محیطهی وارد تالهت      توانهد میشرایط نامساعد محیطی دارد. این پاتوژن  برابر

( شود. مطالعه تاضر با هدف بررسی امکان ورود این پهاتوژن بهه   VBNC« )زنده اما غیرقابل کشت»

شهود،  تولید مهاهی شهور اسهتهاده مهی     فرایندآم نمک که در  در شرایط شوری بالای VBNCتالت 

بها غلوهت اولیهه    19115ATCC L. monocytogenesیبهاکتر  امکهان ورود  . بهدین منوهور  انجام شد
( و شههرایط ES10) درصههد 10(، آم نمههک ES30)درصههد  30در سههه تیمههار آم نمههک 12/1×710

اثبهات زنهده    برای. شدبررسی VBNCبه تالت روز، 8 ( طی دوره زمانیDEگرسنگی کامل باکتری )

نتهای    اسهتهاده گردیهد.  RT-PCRروشبها  باکتری16S rRNAبودن بهاکتری از روش بررسهی بیهان ژن    

در روز سهوم پها از تلاهی      DEو  ES30در تیمهار  شهده  آمده نشان داد که باکتری بررسی  دستبه

ی  ورود بهه تالهت   شهدند. طبها ایهن نتها     VBNCقابلیت کشت خود را از دست داده و وارد تالت 

VBNC  در تیمارES10  دههد کهه امکهان    در روز پنجم پا از تلای  اتهاق افتاد. این نتای  نشان مهی

ورده او یها ههر فهر    تولید ماهی شهور و مهاهی دودی   فرایندطی  L. monocytogenesورود باکتری 

ههای اسهتاندارد   روش با استهاده از و عدم توانایی تشخیص VBNCبه تالت  غذایی شور شده دیگر،

 .موجود، وجود دارد
 

 ، ماهی شورListeria monocytogenes(، VBNC، زنده اما غیرقابل کشت )نمک :کلید واژگان
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 مقدمه

عامههل  Listeria monocytogenesپهاتوژن فرصههت طله    

بیماری لیستریوزیز، یک عهونت جهدی بها میهزان بسهتری     

بها  طهور عمهده   شدن و نرخ مرگ و میر بالا اسهت کهه بهه   

د شههومصهرف مههواد غهذایی آلههوده بهه انسههان منتاهل مههی    

(Baars, 2012) .  افهههزایس اسهههتهاده از غهههذاهای آمهههاده

را بهههه  L. monocytogenesبهههاکتری ( RTE) 1مصهههرف

جههدی تبههدیل کههرده اسههت. زیههرا ایههن پههاتوژن    یخطههر

زای محیطهی،  وسهیعی از شهرایط تهنس    ةمحهدود  تواندمی

تحمهل  را اسیدی و اسهملاریته بهالا    pHنویر دمای پایین، 

ههای  .طبا گزارش مرکز کنترل و جلوگیری از بیمهاری کند

لیسهههتریوزیز  ، 6200( در سهههال 2ECDC-EFSAاروپههها )

عهونت زونوتیک شایع در اروپا بهوده کهه تهدود    پنجمین 

ههای  ههای بیمهاری  درصد مرگ و میر ناشی از پهاتوژن  28

 ,EFSA)اسهت از ایهن بهاکتری   در انگلهیا ناشهی    غذازاد

اعهلام کهرد کهه     2015. این سازمان در ژانویه سهال  (2015

 6/8تههدود  2013تهها  2012هههای لیسههتریوزیز بههین سههال

سهال گذشهته    5درصد افزایس یافته که این افهزایس طهی   

افهزایس  ،بها وجهود   ن گزارشادامه داشته اسهت. طبها ایه   

 .Lلیسههتریوزیز در انسههان، عامههل ایههن بیمههاری، یعنههی   

monocytogenesنههدرت بههیس از تههد اسههتاندارد    ، بههه

سلامت غذایی در غهذاهای آمهاده مصهرف تشهخیص داده     

 ,Prevention and epidemiological report)شهده اسهت  

ایهن پهاتوژن اگر هه غیرشهایع      EFSAطبا گزارش .(2014

دههد کهه در زنهان    اما عهونت شدید و خطرناکی می ،است

اسهت   سال بسهیار مههم و کشهنده    65باردار و افراد بالای 

(Jakobsson, 2014).    ههای  با توجه بهه اینکهه از عمهده راه

                                                 
1. Ready to eat 

2. European Food Safety Authority - European Control 

Diseases Center 

این پهاتوژن بهه بهدن انسهان غهذاهای آلهوده بهه آن         ورود

است، کنترل کیهیهت محصهولات غهذایی از نوهر ت هور      

این پاتوژن اهمیت بهالایی دارد. نکتهه مهمهی کهه در ایهن      

نوهران را بهه خهود جله      میان توجه بسیاری از صهات  

مباتثی پیرامون تحمهل بهالای   تازگی بهکرده این است که 

های محیطی و سهازگاری جاله    تنس برابراین پاتوژن در 

توجه ایهن بهاکتری مطهرد شهده اسهت. تحایاهات نشهان        

در معهر    یریه دهد که این پاتوژن در صهورت قرارگ می

وارد یهک تالهت    توانهد میبرخی عوامل نامساعد محیطی 

فیزیولههوژیکی خههاد شههود کههه در ایههن تالههت بههاکتری  

قابلیت کشت خود را از دسهت داده ولهی همانهان زنهده     

هها  بهاکتری تالهت  اصهطلاد بهه ایهن    در کهه   ماندیباقی م

«Viable but non culturable      یا زنهده امها غیرقابهل کشهت

(VBNC »)گوینههد(Li et al., 2014).   زمههانیایههن مسهه له 

ههای اسهتاندارد و   کنهد کهه بهدانیم روش   اهمیت پیهدا مهی  

متداول موجود برای کنتهرل کیهیهت ایهن بهاکتری و سهایر      

ها بر مبنای قابلیت کشت، تکثیر و تشهکیل کلهونی   باکتری

ه اسهت.  بنها شهد  های کشت استاندارد شهده  آنها در محیط

های کنتهرل  فراینهد طهی   VBNCبنابراین باکتری در تالت 

نکتهه  . (Oliver, 2010)کیهیت قابل تشهخیص نخواههد بهود   

ها و شهرایطی  فراینهد که بسیاری از  جال  توجه این است

منوور افهزایس مانهدگاری مهواد غهذایی یها از      که انسان به

، کهاهس فعالیهت آبهی،    pHنویر تغییر وری محصولات افر

اسههتهاده کههاهس یهها افههزایس دمهها، شههور کههردن و غیههره  

بههه تالههت  ورود بههرایممکن اسههت بههاکتری را کنههد،مهی 

VBNC  کندمجبور(Pinto et al., 2011). 

ظ قدرت پاتوژنی در این قبیهل  از ته هابرخی گزارش

که گزارش شده است طهی  طوریها تکایت دارد. بهسلول

پاستوریزاسیون باکتری ممکن است قدرت رشهد و   فرایند

های رونویسی و فراینداما  ،تشکیل کلونی را از دست بدهد
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عهلاوه بهر    .(Oliver, 2010)گیهرد  ترجمه در آن صورت می

 خهود ها ممکهن اسهت   این عنوان شده است که این سلول

اما پا از مساعد شدن شهرایط و   ،پاتوژن محسوم نشوند

تواننههد دن بههه تالههت متابولیسههم فعههال مههی اتیهها و رسههی

 .(Li et al., 2014)های پاتوژنی خود را بروز دهند ویژگی

ها با تغییر که این باکتری داردزمانی اهمیت این مس له 

و بههه تالههت فعههال در    وندشههرایط بتواننههد اتیهها شهه   

( گزارش کردند که انواع 2005و همکاران ) Coutardبیایند.

 VBNCزایی خود را در تالهت  مختلهی از ویبریوها بیماری

 اتیاهمانین  توانند باعث مرگ و میر وو میکنند تهظ می

 .شونددر موش 

ویهژه  وری مهواد غهذایی، بهه   ایکی از عوامل مهم در فر

محصولات دریایی از دیرباز، استهاده از نمک بوده اسهت.  

عنههوان بهه 4هیها نمهک سهود شهد     3محصهولات شهور شهده   

 .شوندمصرف مینیمه آماده تولید و محصولات 

منوور افهزایس مانهدگاری اسهتهاده    ها تنها بهاین روش

ها نیز فراوردهاین  در د، بلکه ایجاد طعم مخصودنشومین

امروزه اسهتهاده از شهور کهردن    .استکنندگان نور تولیدمد

ورده سهنتی مهاهی دودی هنهوز ههم     اماهی برای تولید فهر 

ور کاربرد فراوانی دارد. مرتله اول تولید ماهی شور غوطهه 

( اسهت  درصهد  30کردن آن در آم نمک اشهباع )تهدود   

(Valipour et al., 2011;Alipour et al., 2009)   مهاهی یها .

شور شده ممکن است مستایم وارد بازار مصهرف   ةفراورد

 . گرددشود یا برای دودی کردن استهاده 

Cappelier ( گههزارش کردنههد کههه  2005و همکههاران )

در شرایط گرسنگی در دمهای   L. monocytogenesباکتری 

شهو  اسهمتیک   .گردد VBNCتواند وارد تالهت  پایین می

                                                 
3. Brine 

4. Salted 

 VBNCبه تالهت   L. monocytogenesامکان ورود باکتری 

امها اینکهه    ،(Cunningham et al., 2009)دهد را افزایس می

های بالا نیز وجود دارد یا خیر بررسی این امکان در شوری

 نشده است.

را L. monocytogenesتحایاات زیادی ت ور باکتری 

در محصههههولات نمههههک سههههود شههههده گههههزارش     

مهاهی  ت ور ایهن بهاکتری در   بارةدر هاییاند.گزارشکرده

 Basti et)ه سود شده و فیتوفهاگ دودی و تهاز   کهال نمک

al., 2006) .ت ور بالای بهاکتری   هاپژوهسارائه شده است

L. monocytogenes سهالمون دودی و مههاهی   اهیمه  را در

 ,.Di Ciccio et al)نهد  اهگزارش کرد را نیز نمک سود شده

هههای مههاهی و  فههراوردهایههن ت ههور بههاکتری در   .(2012

، VBNCهمانین قدرت ورود بهاکتری لیسهتریا بهه تالهت     

لزوم پرداختن به مس له امکان ورود این باکتری بهه تالهت   

VBNC کند.بیس از پیس مشخص میرا 

، ههدف ایهن پهژوهس    مهذکور با توجه بهه موضهوعات   

به تالهت   L. monocytogenesبررسی امکان ورود باکتری 

VBNC   طهی ت ههور در آم نمههک و در معههر  غلوههت

 .استبالای نمک 

 

 هامواد و روش

 سویه مورد مطالعه و کشت آن

 ATCCسههویه اسههتاندارد   L. monocytogenesبههاکتری 

ههای علمهی و   (، از سهازمان پهژوهس  4b)سروتایپ  19115

ها باکتریسپا صورت لیوفیلیزه تهیه شد. صنعتی ایران به

 ºC 37سههاعت در  24مههدت بههراب بههه  BHIمحههیط در 

آگار کشهت   BHIشدند. سپا روی محیط  گذاریگرمخانه

شهدند. بعهد    گذاریگرمخانه ºC 37ساعت در  24شدند و 

براب شده و پها   BHIیک کلنی خالص شده وارد محیط 
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 ºCدر انکوباتور شیکردار در  گذاریگرمخانهساعت  24از 

 100نسبت  لیتری بهمیلی 5/1های در ویال rpm 200با  37

 ºCگلیسهرول در  درصهد   15همهراه   میکرولیتر باکتری، به

 نگهداری شدند.  -70

 های تأییدی باکتریآزمون

 ،در ایههن تحایهها بهها وجههود اینکههه سههویه مههورد مطالعههه  

ههای علمهی   سعنوان سویه اسهتاندارد از سهازمان پهژوه   به

معتبهر   ههای متهداول و  و صنعتی ایران تهیه گردید، آزمهون 

.به منوهور تأییهد بهاکتری    انجهام شهد  این باکتری تأیید برای

آمیزی گهرم، اکسهیداز، کاتهالاز،    های رنگتهیه شده آزمون

دار و بررسههی بررسههی همولیزکننههدگی روی آگههار خههون 

بها آزمهون    ایهن بهاکتری  اختصاصی 16S rRNAت ور ژن 

PCR .صورت پذیرفت 

 های کشتتلقیح به محیط برایها سازی باکتریآماده

هها از  های مورد بررسی، ابتدا باکتریمنوور تلای  محیطبه

بههراب شههده و پهها از  BHIوارد محههیط  -ºC 70ذخیههره 

در انکوبهاتور شهیکردار    ºC 37یک شه  انکوباسهیون در   

آگههار کشههت داده  BHI، روی محههیط rpm 200بها شههدت  

سهاعت در   24مهدت  های کشت داده شده بهه شدند. پلیت

ºC 37 یون شدند. سپا یهک کلهونی خهالص بهه     انکوباس

بهراب اسهتریل منتاهل شهد و در      BHIلیتر محهیط  میلی 10

انکوباسههیون  ºC 37در  rpm 200انکوبههاتور شههیکردار بهها 

های مهورد نوهر بها اسهتهاده از     شروع گردید. رشد باکتری

کنتهرل گردیهد و    nm 600ODدستگاه اسهپکتروفتورمتر در  

 5×710عهادل تاریبها    کهه م  4/0ها در جذم تهدود  باکتری

تلاهی  اسهتهاده شهدند.     ،برایلیتر استباکتری در هر میلی

ها تاریبها  در اوایهل تها اواسهط     در این میزان جذم باکتری

. (Sue et al., 2003)باشههند مرتلههه رشههد لگههاریتمی مههی

همزمان با بررسی میزان جذم با اسهپکتروفتومتر، کشهت   

آگهار صهورت گرفههت و    BHIباکتریهایی نیهز روی محههیط   

ند. شهد سهاعت انکوباسهیون شهمارش     48ها پا از پلیت

 عت پههها از تلاهههی  سههها  6در تهههدود  4/0جهههذم 

 آمد. دستبه

 مورد بررسیهای سازی محیطآماده

از  Invitroههای  منوور بررسی رفتهار بهاکتری در محهیط   به

های اسهتاندارد اسهتهاده   های آم ماطر طبا پروتکلمحیط

. بههدین منوهور آم ماطههر  (Besnard et al., 2002)گردیهد 

دیونیزه ابتدا اتوکلاو شد و سپا سه تیمار مورد نور ایجاد 

ایجاد تیمار شرایط گرسنگی از آم ماطهر بها    برایگردید. 

pH العمل باکتری بهه شهرایط   استهاده شد. عکا 6ود تد

)معهادل شهور    درصهد  30تیمار آم نمهک  3مورد نور در 

)معادل  درصد 10(، آم نمک ES30( )ماهی کردن سنگین

( )پروتکهل  DE( و آم ماطهر ) ES10شور کهردن سهبک( )  

 .  شداستاندارد( در دمای محیط بررسی 

 مورد بررسیهای تلقیح باکتری به محیط

دقیاهه   5مدت در دمای اتاق به ها پا از سانتریهیوژیباکتر

شو با سهرم فیزیولهوژی بها    وو شست rpm 7000با سرعت 

های آماده شهده تلاهی  شهدند.    به محیط 12/1×710غلوت 

از تلاهی ( روز   پا) صهربرداری از تیمارها در زمان نمونه

از  lµ100. بهدین منوهور   انجام شد8و 7، 6، 5 ،4 ،3، 2، 1

لیتر برای میلی 1منوور بررسی کشت باکتریایی،مونه بههر ن

 BHIپهذیری مجهدد در محهیط کشهت     بررسی امکان کشت

بررسهی   بهرای RNAمنوور استخراج لیتر بهمیلی 1و براب 

 ها استهاده شد.بیان ژن

 پذیریکشت

منوهور بررسهی   هها بهه  دهی نمونهترارت فراینددر انتهای 

آگهار   BHIمحهیط   پهذیر روی ههای کشهت  ت ور بهاکتری 

سهدیم  درصهد   1/0عصاره مخمر و درصد  6/0شده با غنی
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های زنده صهدمه  اتتمالی باکتری یمنوور اتیاپیروات، به

دیده و محیط اختصاصی لیستریا کروموژنیک آگهار کشهت   

ها از بررسی کیهی تعیین زنده بودن باکتری برایداده شدند. 

 استهاده گردید. 16S rRNAبیان ژن 

-RTاسـتفاده از روش  ضور بـاکتری زنـده بـا   بررسی ح

PCR  16ژنS rRNA 

بررسهی ت هور بهاکتری زنهده در تیمارههای مهورد        برای

که در نمونه دیگر باکتری قابهل کشهت روی   بررسی، زمانی

آگار مشاهده نشهد، از روش بررسهی بیهان ژن     BHIمحیط 

ترین شاخص شناخته شده برای بررسی زنده عنوان دقیابه

. بهدین  (Oliver, 2010)ها نیز اسهتهاده گردیهد  بودن باکتری

هاده شد. برای ایهن  است 16S rRNAژن  RT-PCRمنوور از 

لیتر از نمونه گوشت همگن شده در دور میلی 1هدف ابتدا 

rpm 7000 دقیاه سانتریهیوژ شد و در ادامه پلت  5مدت به

مهورد لیهز سهلولی و     ،تاصل که تاوی بهاکتری نیهز بهود   

و  RT-PCRفراینهههدقهههرار گرفهههت و   RNAاسهههتخراج 

ههای مربهو    های مشرود در بخسالکتروفورز طبا روش

 رت پذیرفت.صو

 باکتری RNAاستخراج 

، شهرکت توپهازژن کهاوش   توپازول) بهدین منوهور از کیهت   

طهور خلاصهه بهه    استهاده گردید که مراتهل آن بهه   ایران(

شهرد زیهر اسهت. پها از سهانتریهیوژ بهاکتری و خههروج       

آنههزیم لیههزوزیم بهها غلوههت    lµ 100محههیط کشههت آن،  

mg/ml 20  وlµ 10   آنهزیم پروت ینههازK   بها غلوههتmg/ml 

10 (SinaClon, Iran  بهه بهاکتری )    هها اضهافه و بها سههمپلر

منوهور  بهه  ºC 37دقیاهه در   20مهدت  د. سپا بهشهمگن 

لیتهر  میلهی  1بعهد  ها انکوباسهیون شهدند.   لیز اولیه باکتری

دقیاهه در دمهای اتهاق     5محلول توپازول به نمونه اضافه و 

ههای نوکل هوپروت ینی انکوباسهیون    تهکیک کمهپلکا  برای

تها   10کلروفهرم سهرد بهه آن اضهافه و      lµ 200سپا  شد.

دقیاههه در دمههای اتههاق انکوباسههیون شههد و بعههد در     15

سهانتریهیوژ گردیهد. سهپا     ºC 8-2دور در دمای  12000

 lµ 500لایههه شهههاف رویههی بههه تیههوم جدیههد منتاههل و    

ایزوپروپانول سرد به آن اضافه شد. پا از  نهد بهار سهر    

نکوباسهیون در دمهای اتهاق،    دقیاه ا 10و ته کردن تیوم و 

درجه سلسهیوس سهانتریهیوژ    2-8دور و دمای  12000در 

لیتهر الکهل اتهانول    میلهی  1انجام شد. مایع رویی خهارج و  

( سههاخته شهده بهه پلههت   DEPCسهرد )بها آم   درصهد   70

RNA  اضافه شد و درg 7500  2-8دقیاهه در   5مهدت  بهه 

و رج ادرجه سلسیوس سانتریهیوژ گردید. مهایع رویهی خه   

 lµدر زیهر ههود در دمهای اتهاق خشهک شهد.        RNAپلت 

اضهافه و پهها   RNAدرجهه بهه پلههت    DEPC 55آم  100

تاصهل تها    RNAدرجهه   55دقیاهه انکوباسهیون در    10از 

 نگهداری گردید. -ºC 70زمان استهاده در 

ناشی از آلودگی با استهاده از کیهت   DNAبرای تذف 

DNase I(شرکت سیناکلون)ر استهاده گردید. به شرد زی ، ایران 

 MgCl2بهافر   lµ 1ماهدار   gµ 1 RNAازای ههر  به -1

(10X)  وlµ 5/0  آنههزیمDNase   افههزوده و بهها اسههتهاده از

DEPC  تجم نهایی را بهlµ 10 مخلو  را  -2 ؛رسانده شد

دقیاهه انکوباسهیون    30مهدت  درجه سلسهیوس بهه   37در 

بههه  mM 50بهها غلوههت  lµ 1 EDTAماههدار  -3 ؛گردیههد

منوهور  به ºC 65دقیاه در  10مدت تیوم افزوده و بهمیکرو

 RT PCRتاصهل در   RNAتوقف واکنس انکوباسیون شد. 

 استهاده گردید. cDNAو سنتز 

 cDNAسنتز 

از روی  cDNAابتههدا نیههاز اسههت   RT-PCRانجههام  بههرای

mRNA  موجود در نمونهRNA     .اسهتخراجی سهنتز گهردد

 Mastermix RTاز کیهههت cDNAمنوهههور سهههنتز بهههه
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PCR( ایرانصدرا شرکت کیاژن ط ،)   استهاده شد. بهدین

تیمهار شهده    RNAاز  lµ 10رندوم هگزامر به  lµ 1منوور 

انکوباسهیون   C 70°دقیاهه در   5اضافه شهد و   DNase Iبا 

از محلول  lµ 10گردید. سپا نمونه روی یخ سرد شده و 

مدت به آن اضافه شد. این نمونه به cDNAآماده کیت سنتز 

انکوباسیون گردید. در نهایهت نمونهه    C 37°یاه در دق 60

 باشد. سنتز شده می cDNAتاوی 

cDNA فرایندمنوور انجام سنتز شده بهPCR  شداستهاده . 

 PCRفرایند

 Prim Taq Premixاز کیهت   PCRانجههام عملیههات  بهرای 

(2X)( شرکت کیاژن ط )استهاده شد. صدرا 

 PCRلیهات  انجهام عم  منوهور بهبرای تهیه مستر میکا 

 واکنس اضافه گردید: یصورت زیر اجزابه

، lµ 3الگهو   lµ 10 ،DNAپرمیکا پرایم تک به مادار 

)هر کهدام   lµ 1مخلو  پرایمر فوروارد و ریورس به مادار 

پیکو مولار( و تجم نههایی بها اسهتهاده از آم     5با غلوت 

ثانیهه   10مهدت  رسید. مخلو  به lµ 20دیونیزه استریل به 

وژ جزئههی شههد تهها قطراتههی کههه روی جههداره    سههانتریهی

میکروتیوپ بود، تذف شود. سهپا ایهن میکروتیهوپ در    

صورت زیر و تنویمات دستگاه به گرفتقرار  PCRدستگاه 

 انجام شد. 

تههوالی پرایمرهههای مههورد اسههتهاده در ایههن پههژوهس   

 .(Tan et al., 2012)صورت زیر بود به
F:TTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGG 

R:GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG 
درجههه  94دقیاههه در  5: واسرشههت اولیههه  1مرتلههه 

 رخه: الف(  35به تعداد  DNA: تکثیر 2 سلسیوس. مرتله

درجههه سلسهیوس م( اتصههال   94ثانیهه در   30واسرشهت  

درجه سلسیوس ج( گسهترش:   50-60ثانیه در  30پرایمر: 

: بههاز 3درجهه سلسههیوس. مرتلهه    72ثانیههه در  60تها   30

 درجه سلسیوس. 72دقیاه در  5سرشت نهایی: 

انجام ز آگاربا استهاده از ژل  PCRالکتروفورز محصول 

 برداری گردید.عکادستگاه ژل دا   وسیلةبهو سپا شد 
 

 تجزیه و تحلیل آماری

ایههن آزمههایس در قالهه  طههرد کههاملا  تصههادفی صههورت   

 3بها   نوبهت تکهرار و ههر نوبهت     2 پذیرفت. تمام آزمایس

افهزار  تکرار انجام شد. ترسیم نمودارها با اسهتهاده از نهرم  

 اکسل صورت پذیرفت.

 

 نتایج

ای همولیزکنندگی قدرت همولیز کردن باکتری روی هآزمون

شکل باسیل گرم  ،آمیزی گرمآگار خوندار را نشان داد. رنگ

که  16S rRNAژن  PCRدهد. نتای  مثبت باکتری را نشان می

 .کردژن اختصاصی است، این باکتری را تأیید 

آگـار و   BHIهـا در محـیط   پذیری باکتریبررسی کشت

در تیمار گرسـنیی در دمـای    امحیط اختصاصی لیستری

 محیط

در تیمهار   شهده  پذیری باکتری بررسینتای  بررسی کشت

نشهان داده شههده   1گرسهنگی در دمهای محهیط در شهکل     

 L. monocytogenesاسههت. طبهها ایههن نتههای ، بههاکتری  

پههذیری خههود را  کشههت ،تلای پهها از  3در روز  19115

ازدسههت داد. در ایههن روز بههاکتری لیسههتریا در محههیط     

شهده بها سهدیم    غنی BHIختصاصی کروموژنیک و محیط ا

 پیرووات تشکیل کلنی نداد.
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 DEدر تیمار  شدهآگار غنی BHIنیک و محیط در محیط کشت اختصاصی کروموژ L. monocytogenesبررسی قابلیت کشت باکتری  1شکل 

بررسی زنده بودن باکتری لیستریا در تیمار گرسـنیی در  

 RT-PCR16S rRNAروش از  دمای محیط با استفاده

باکتری لیستریا در تیمار  16S rRNAنتای  بررسی بیان ژن 

نشان داده شده است.  2گرسنگی در دمای محیط در شکل 

پذیری بیهان  این باکتری پا از عدم کشت ،طبا این نتای 

خود را ادامه داد که نشهان از زنهده بهودن     16S rRNAژن 
 باکتری داشت.

 

 
 باکتری لیستریا در تیمار گرسنگی در دمای محیط 16S rRNAژن  RT PCRکتروفورز نتای  ال 2شکل 

که  دهدنشان می 2و  1نتای  ارائه شده در شکل ماایسه 

شهده   VBNCوارد تالهت   ،پا از تلای  3باکتری در روز 
 است.

 درصد 10نمکپذیری باکتری لیستریا در تیمار بررسی کشت

 10 محلول نمکیدر  پذیری باکترینتای  بررسی کشت

آمده  دستبهطبا نتای   ارائه شده است. 3در شکل درصد 
پذیری خود را در پا از تلای  کشت 5این باکتری در روز 

آگهار   BHIههای اختصاصهی کروموژنیهک و محهیط     محیط
 شدهبا سدیم پیرووات از دست داد. غنی
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در  شدهنیآگار غ BHIدر محیط کشت اختصاصی کروموژنیک و محیط  L. monocytogenesبررسی قابلیت کشت باکتری  3شکل 

 در دمای محیط(درصد  10)نمک 10ESتیمار 
 

 درصد 10نمک باکتری در تیمار  16S rRNAنتایج بررسی بیان ژن 
بهاکتری   16S rRNAآمده از بررسی بیان ژن  دستبهنتای  

 نشان داده شهده اسهت.   4در شکل  10ESلیستریا در تیمار 

در این باکتری، پا از اینکه  16S rRNAبا این نتای  ژن ط
 ادامه داشت. ،باکتری قابلیت کشت خود را از دست داد

 

 
 در دمای محیط(درصد  10)نمک  10ESتیمار باکتری لیستریا در  16S rRNAنتای  بررسی بیان ژن  4شکل 

 شده است. VBNCپا از تلای  وارد تالت  5روز  که باکتری در این تیمار در دهدنشان می 4و  3ماایسه نتای  شکل 
 

نمک  پذیری باکتری لیستریا در تیمارنتایج بررسی کشت

 درصد 30

پهذیری بهاکتری   آمده از بررسی کشهت  دستبهطبا نتای  

 BHIلیسههتریا روی محهههیط اختصاصههی کروموژنیهههک و   

پها از   3شده با سدیم پیرووات، این باکتری در روز غنی

پذیری خهود  کشت ،نمکدرصد  30تاوی  تلای  به محیط

 نشان داده شده است. 5این نتای  در شکل را از دست داد. 
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 دمای محیط(در درصد 30محلول نمکی) 30ESتیمار در L. monocytogenesپذیری باکترینتای  روند تغییر کشت 5شکل 

 

 درصد 30نمک  باکتری در تیمار 16S rRNAنتایج بررسی بیان ژن 

بهاکتری   16S rRNAآمده از بررسی بیان ژن  دستهبنتای  

نشان داده شهده اسهت.    6در شکل  30ESلیستریا در تیمار 

در این باکتری، پا از اینکه  16S rRNAطبا این نتای  ژن 

 باکتری قابلیت کشت خود را از دست داد، ادامه داشت.

 

 
 دمای محیط(در درصد 30محلول نمکی) 30ESار آم نمک  باکتری لیستریا در تیم 16S rRNAنتای  بررسی بیان ژن  6شکل 
 شده است. VBNCوارد تالت  3در روز  30ESکه باکتری لیستریا در تیمار  دهدنشان می 6و  5 لنتای  شک ماایسه
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 بحث

 .Lآمده در پژوهس تاضر نشان داد که باکتری  دستبهنتای  

monocytogenes 19115  طهی   نمهک درصهد   30ت هور  در

 خواهد شد. VBNCروز وارد تالت  3مدت 

 ،وارد شهود  VBNCالبته مدت زمانی که باکتری به تالت 

ن دارد که این امهر ناشهی از   اهایی با نتای  دیگر محااتهاوت

. اسهت تهاوت شرایط آزمایس و نوع تیمارهای اعمهال شهده   

Besnard ( گزارش کردند که بهاکتری  2002و همکاران )L. 

monocytogenes مختلف استرس نویر شوری، دما  در شرایط

متههاوت اسهت.    VBNCو نور مهدت زمهان ورود بهه تالهت     

درصهد   7که در ت ور نور خورشید و در معهر   طوریبه

گردد، اما در همین می VBNCروز وارد تالت  14نمک طی 

شود. بها  می VBNCروز  7شرایط بدون وجود نمک تنها طی 

 پهژوهس ر ایهن  توجه به درصد بالای نمک اسهتهاده شهده د  

نوهر  طبیعی بهه  VBNCتسریع در ورود این باکتری به تالت 

نمک نیز مشاهده شد که باکتری  درصد 10رسد. در تیمار می

شده است که این نتهای  نیهز    VBNCروز وارد تالت  5طی 

و همکهاران   Besnardبا توجه بهه نزدیهک بهودن بهه نتهای       

(Besnard et al., 2002)رسد. نور می، منطای به 

در L. monocytogenes 19115بهاکتری   ،تاضهر  طرددر 

توانهد  روز مهی  3در دمای محیط طی مدت شرایط گرسنگی 

آمهده در ایهن    دسهت بهه شهود. نتهای    می VBNCوارد تالت 

ن در ایهن زمینهه مطاباهت دارد.    اپژوهس با نتای  سایر محاا

روز  7طهی   Besnardالبته در شرایط مشابه نیهز در آزمهایس   

روز طول کشید.  3آزمایس این شد و در  VBNCاین باکتری 

اسهت.   VBNCرتله ورود باکتری به تالهت  دلیل ماین امر به

 مرتلهة تاضر بهاکتری در اواسهط    طردبا توجه به اینکه در 

لگههاریتمی در معههر  شههو  قههرار گرفههت و در آزمههایس   

Besnard تهر بهاکتری در ایهن    در مرتله سکون، ورود سریع

تحایاهات نشهان   قابل در  اسهت.   VBNCبه تالت  پژوهس

لگهاریتمی رشهد    مرتلةداده است که باکتری طی گذشتن از 

های سازگاری خهود  سکون تغییراتی را در بیان ژن مرتلةبه 

این مبحث به فعال شدن مسیرهای سیگنالینگ  دهد.نشان می

)مسیرهایی که با دریافت علائم محیطی یا درون سلولی فعال 

ههای  شده و در نهایت با ترش ، افزایس یها کهاهس پهروت ین   

در ایهن  گهردد(  سلول مهی  ویژه موج  تنویم شرایط درونی

 ایهه گزارش.(Hayes and Low, 2009)شودباکتری مربو  می

از  L. monocytogenesباکتری  بارةارائه شده در این زمینه در

ههای  تکایهت دارد. ایهن ژن فرمهان    sig bنام مداخله ژنی به

کند و با کهد کهردن   های عمومی را صادر میپاسخ به استرس

که در تنویم سازگاری سهلول بهاکتری    Sigma Bهای پروت ین

گاری بهاکتری را  ساز فرایندزا ناس دارند، به شرایط استرس

 ,.Kusumoto et al., 2012; Wiedmann et al)کنهد کنترل مهی 

1998; Hain et al., 2008)  ثابت شده است که این ژن کنتهرل .

های موجود را از طریا اثر مسیر سازگاری باکتری به استرس

ای مشخصهی ناهس   هه بر  ندین ژن که هر کدام در استرس

هها کهه در   دهد. از جمله ایهن ژن بیشتری دارند، صورت می

اسهت   opuCAسازگاری به شوری ناس دارند اپرون  فرایند

کههه در انتاههال کههارنیتین و تنوههیم تعههادل اسههمزی عمههل    

 Sleator et al., 2003;Sleator et al., 2001; Fraser)کنهد مهی 

and O’Byrne, 2002)    با توجه بهه فعهال شهدن ژن .sigb  در

های عمومی سهازگاری  سکون باکتری و صدور فرمان مرتلة

 Boor and)و ماههاوم شههدن بههاکتری بههه شههرایط نامسههاعد 

Chaturongakul, 2004)،     این باکتریشوری اعمهال شهده طهی

را بیشتر تحمل کرده و برای ورود بهه   VBNCورود به تالت 

VBNC گیرد. بنابراین سهرعت بیشهتر ورود   دیرتر تصمیم می

طهرد  در تیمارهای شهوری و گرسهنگی در    VBNCبه تالت 

 مرتلهة . بررسی نحهوه ورود بهاکتری در   استتاضر منطای 

هههای کمتهر در پهژوهس   VBNCلگهاریتمی رشهد بهه تالههت    

ها است که با توجه به نوپا بودن پژوهس شدهگذشته بررسی 

نیهز مهیهد    بهاره تاضر در این  طرددر این زمینه ارائه نتای  

 رسد. نور میفایده به
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نابراین مرز باکتری پا از عبور از میانه مرگ و زندگی ب

ای از تغییههرات و رسهد کههه مجموعهه  مههی VBNCبهه تالهت   

ورود بهه  بهارة  ا هماهنگ کرده تا زنده بماند. درها رمکانیسم

اولین شهر  لازم  درصد  30در شرایط شوری  VBNCتالت 

 ازگاری باکتری به ت ور نمک است.س

ن بهاکتری موضهوع افهزایس    از مسائل مهم بحث برای ای

مااومت این تالت بهاکتری بهه عوامهل باکتریوسهیدی نویهر      

 ;Oliver, 2010;Colwell et al., 2000)هها اسهت  بیوتیهک آنتهی 

Nowakowska and Oliver, 2013; Li et al., 2014; 

Nowakowska and Oliver, 2013) توانهد از  . این موضوع مهی

اهمیهت داشهته باشهد. همانهین      درمانگهاهی نور درمهانی و  

اتتمال افزایس توانایی ایهن تالهت از بهاکتری در عبهور از     

وری بعدی محصول اسازی یا فرساعد که طی آمادهشرایط نام

غذایی ایجاد خواهد شد، اهمیت پرداختن به این موضوع را 

. از طرفهی  (Li et al., 2014)کنهد  بیس از پیس مشهخص مهی  

بههههه تالههههت  VBNCهههههای بههههاکتری یبحهههث اتیهههها 

ها باشد. هشدار بهداشتی مهمی برای این باکتریتواندمی،فعال

تهظ قدرت پاتوژنز و یها بازیهابی ایهن ویژگهی در      همانین

ایهن   بارةرها دپا از فعال شدن، نگرانی VBNCهای باکتری

این نگرانهی بهه    1998در سال دهد. ها را افزایس میباکتری

مصرف تخم نمک سود شده ماهی  خصودشکلی عملی در

(Roth et al., 1988)      در ژاپنبه فاجعه منجهر شهد کهه مهرگ و

 .(Makino et al., 2000)میر زیاد را در پی داشت 

 

 گیرینتیجه

دهد ورود بهاکتری  نشان می طردآمده در این  دستبهنتای  

L. monocytogenes    در شهرایط شههوری اشهباع و همانههین

های فراینهد تواند هشداری جدی بهرای  میدرصد  10شوری 

های نمک فراوردهیکروبی در نور گرفته شده کنترل کیهیت م

 گذشتهشور کردن که از  فرایندسود شده و دودی شده باشد. 

برای نگهداری و افزایس ماندگاری مواد غذایی نویر ماهی در 

و هم اکنون نیهز در ایهران اسهتهاده     شدمیهمه دنیا استهاده 

میکروبی  هایتصور عمومی بر کاهس خطر باوجودشود، می

تواند جنبهه دیگهری از مشهکلات    ناشی از مصرف ماهی، می

 ها را تاویت کند.فراوردهمیکروبی در این 
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Abstract: 

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen which has high resistance for 

unfavorable conditions. This pathogen is able to entering Viable but non culturable 

(VBNC) state in harsh conditions. The present study was aimed to consider the 

possibility of entering this pathogen in to VBNC state in heavy brine which used for 

produce brined fish. For this purpose L. monocytogenesat 1.12×107 initial concentration 

as monitored in three treatments during 8 days: brine containing 30% salt (ES30), brine 

containing 10% salt (ES10) and starvation condition (DE).  For considering alive cells 

method of gene expression of 16S rRNAby RT-PCR was used. The obtained results 

showed that this pathogen in ES30 and DE treatments after three days enter in to VBNC 

state. According to obtained results ES10 treatment entering in to VBNC state on 5 days 

after inoculation. The results showed that there is the possibility of L. monocytogenes 

entering in to VBNC state, during brined and smoked fish or every other brined food 

product and defect of Standard detection methods.  

 

Keywords: Salt, Viable but non culturable (VBNC), Listeria monocytogenes, Salted 

fish  
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