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Abstract 

Listeria monocytogenes (Lm) is an important foodborne pathogen that is of great importance in milk and 

its products. Despite the measures taken to eliminate and control Lm contamination in pasteurized milk 

products, but due to its high spread in the environment, there is a possibility of secondary contamination 

in products such as Ultra-filtered (UF) white cheese. This study aimed to investigate the inhibitory effect 

of nisin-producing Lactococcus lactis on Lm in Ultra-filtered white cheese. Ultra-filtrated and 

pasteurized cow's milk was inoculated with 3 Log CFU/g of standard or native strains of Lm and control 

and treatment (containing nisin-producing L. lactis) cheese samples were manufactured. Changes in the 

population of Lm and nisin concentration were estimated throughout the storage period. According to the 

results, in all groups, the population of Lm began to decrease from day five onwards. Nonetheless, the 

decreasing trend in the treatment samples and parallel with the production of nisin was significant (P< 

0.01). The native strain of Lm was significantly (P< 0.01) more resistant than the standard one. Since the 

nisin-producing L. lactis, despite inhibiting Lm, did not negatively affect the growth of starter bacteria 

and the resulting pH decline of the cheese samples. Consequently, nisin-producing L. lactis can be used 

to control some bacterial contamination of the UF white cheese. It is also necessary to study the behavior 

of native strains isolated from food samples along with laboratory strains in inoculation studies.  
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 چکيده

رغم باه. برخاوردار اسات هاای آنشیر و فرآوردهبهداشت در از اهمیت بالایی است که  غذاییزای باکتری بیمارییک  لیستریا مونوسایتوجنز

دلیل ، اماا باهگرفتاه اساتدر محصاولات پاساتوریزه شایر ان اام  لیستریا مونوسایتوجنز با دگیکنترل آلو یای که با هدف از بین بردن اقدامات

 اثاربررسای  ،هدف این مطالعاهآن در محیط، امکان بروز آلودگی ثانویه در محصولاتی نظیر پنیر سفید فراپالایشی وجود دارد.  زیادپراکندگی 

 Log فراپالایش شده و پاستوریزه گاوی با شیر در پنیر سفید فراپالایشی است. وسایتوجنزلیستریا مونبر مولد نایسین  لاکتوکوس لاکتیس مهاری

CFU/g 3 مولاد  لاکتوکوس لاکتیسحاوی شاهد و تیمار )های پنیر نمونه و تلقیح گردید لیستریا مونوسایتوجنزهای استاندارد یا بومی سویه از

. طبا  نتاای  گیری شدپنیر فراپالایشی اندازهداری نگه دورهطی و غلظت نایسین  یتوجنزلیستریا مونوسا تغییرات جمعیتشدند.  تهیه (نایسین

حااوی های در نموناه صارفاًکااهش  ایان اماا گردیادآغاز  به بعد 1از روز  لیستریا مونوسایتوجنز کاهش جمعیتها در تمامی گروهمطالعه، 

( P< 11/1صاورت معنااداری )به لیستریا مونوساایتوجنزبود. سویه بومی ( P< 11/1) ادارمعنو به موازات تولید نایسین  لاکتوکوکوس لاکتیس

، تأثیر منفای بار رشاد لیستریا مونوسایتوجنزرغم مهار بهمولد نایسین  لاکتوکوس لاکتیسمقاومت بیشتری نسبت به سویه استاندارد نشان داد. 

در های باکتریایی نایسین برای کنترل برخی از آلودگی مولد هایسویهاز توان ینداشت، لذا مهای پنیر نمونه pHو های آغازگر لاکتیکی باکتری

های در کنار سویههای غذایی جدا شده از نمونههای بومی چنین لازم است در مطالعات تلقیحی رفتار سویه. همبهره بردپنیر سفید فراپالایشی 

 .استفاده شودآزمایشگاهی 

 hlyAنایسین، ژن ، های مولد اسیدلاکتیکباکتریی، مطالعه تلقیحهای کليدی: واژه
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 مقدمه

باسیل کوتاه گرم مثبت، کاتالاز  لیستریا مونوسایتوجنز

گساترش  این باکتری مثبت، متحرک و فاقد اسپور است.

مااواد  از بساایاری ازدارد و معمولاااً  عااتیدر طب یعیوساا

 ،آنمحصاولات شایر و  نظیرشده  فرآوریخام و  ییغذا

  اتیو سابز ییایامحصاولات در ،یگوشت یهاردهفرآو

 یدر دماهاا ایساتریل توانایی رشداست. شده  یجداساز

شاده در  یدارگهن ییدر مواد غذاآن  تکثیرموجب  نییپا

 ،علاوهباه(.  2019et alPietrysiak ,.)گاردد می خچاالی

و تحماال بااه گسااترده  یپراکناادگ ماننااد ییهااایژگاایو

یااک عنااوان را بااه یباااکتر نیااا هااای محیطاای،تنش

. اسات مطار  نماوده ییغذا ایعدر صن مهم یزایماریب

 (Listeriosis) سیوزیستریعامل ل مونوسایتوجنزا لیستری

 ،یسامیسپت از جمله متعددی عوارضو  در انسان است

 یمنایا ساتمیدر افراد باا سرا  تیسفالآننگومن و تیمننژ

 (.Matereke and Okoh, 2020) کنادیای اد ما فیضع

 و استنسبت به حرارت حساس  توجنزیمونوسا ایستریل

 نیاباا ا .رودساریعاً از باین مای ونیزاسایپاستوراثر  در

 متعاقاب ییمحصاولات غاذادر  هیاثانو یآلاودگ ،وجود

 ,.Koch et alمحتمال اسات )بسایار  ،ونیزاسایپاستور

2010.) 

محصاولات خام و  ریش آلودگیدر مطالعات مختلف 

ماورد بررسای قارار  مونوسایتوجنز ایستریلبا  پاستوریزه

 et alCastro ,.این بااکتری از شایر خاام ) گرفته است.

2020 .,et alZafar ; 2017)، ( شیر پاستوریزهet Chen, 

., 2020al)، ( شیر شکلاتی پاساتوریزه., et alHanson, 

 et alTirloni ., 2019; et alChurchill .) و پنیر (2019

لیسااتریا داسااازی ج .شااده اساات( جداسااازی 2020

ویژه های تخمیاری شایر و باهاز فرآورده مونوسایتوجنز

تحماال بالااای ایاان باااکتری بااه  دهندهنانااواپ پنیاار نشااا

 11تا ) های بالای نمک( و غلظت1/9تا  4) pHتغییرات 

 41تاا  1)این باکتری است. گستره دمایی وسیع  (درصد

ر د پنیرداری نگه طیامکان رشد آن را  (وسیدرجه سلس

 (. 2005et alLiu ,.آورد )سردخانه فراهم مای یایخچال 

 لیستریا مونوسایتوجنزهای فوق، با در نظر گرفتن ویژگی

 گردد.یک مخاطره بهداشتی مهم در پنیر تلقی می

 Iranian ultra-filtered) یرانیا یشیفراپالا دیسف ریپن

white cheese )وسیدرجه سلسا 22) زهیپاستور ریاز ش 

 34 زانیابا حداقل مگاوی شده  شیفراپالاو ( هیثان 11و 

خشاک و افازودن رنات و  مااده( یوزنا-یدرصد )وزن

. شاودیما هیاتهل یامزوف یکیآغاازگر لااکت یهاایباکتر

صاورت درصاد اسات کاه باه 2 ریاپن نیحداقل نمک ا

 ,Hanifian and Jodeiri) دگردیخشک به لخته اضافه م

در  گاذاریرمخانهگ پس از یفراپالایشسفید (. پنیر 2013

در  یدارروز و نگاه 1مدت درجه سلسیوس به 22 یدما

هفته، به بازار عرضاه  1مدت درجه سلسیوس به 8 یدما

در نبود دوره رسایدن  (.Karami et al., 2008) دشویم

پنیرهاای بسایاری از کاه در  شاکلی، به آن این نوپ پنیر

فرصاات محاادودی باارای فعالیاات  ،وجااود داردساانتی 

فعالیات  ،هآورد. در نتی اهای آغازگر فاراهم مایباکتری

اثار آنتاگونیساتی مایثری تواند نمیهای لاکتیکی باکتری

 ای اااد کناادزای غااذایی هااای بیماااریعلیااه میکرو 

(Ahmadzadeh Nia and Hanifian, 2016.)  برای رفاع

هاای مکمال از روشدر تحقیقات مختلاف  ،مشکلاین 

افزودن آغازگرهای  و گذارینظیر افزایش زمان گرمخانه

 هانیوسااااایباکتر( و Adjunct starterالحااااااقی )

(Bacteriocins ) شده استاستفاده (Malheiros et al., 

 تاربیش( Nisin) نیساینا ها،نیوسیباکتر نیب در(. 2012
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نایسین ترکیبای باا . محققین واقع شده استمورد توجه 

ط ساختار پپتیدی مقاوم به حرارت و اسید است که توس

شاود تولیاد می لاکتوکوکوس لاکتیس هایبعضی از گونه

 ی غاذاییزاهای بیمااریو قابلیت مهار برخی از باکتری

در غشای  یآن از طری  ای اد منافذ اثرمکانیسم  را دارد.

و در هااای حیاااتی سیتوپلاساامی و توقااف گرادیااان یون

 هایسالول در فرآینادهای بیوسانتزی اختلاال در نتی ه

(. در حال حاضار  2020et alZhao ,.شود )میمیکروبی 

عضاو کشاورهای ، آمریکاکشور از جمله  81بیش از در 

عنااوان اسااترالیا از نایسااین بااه و چاایناتحادیااه اروپااا، 

 ,.Adams et alد )شاوغاذایی اساتفاده مای دارنادهنگه

طباا  اسااتاندارد ملاای ایااران  ،بااا ایاان وجااود .(2003

غیر از مقاادیر محادود دارنده بههر گونه نگه کارگیریبه

های اسیدی )از جمله اسید لاکتیاک و اساید کننده تنظیم

 ,ISIRI) م ااز نیساتسیتریک( و کلرورسدیم در پنیر 

افزودن بررسی اثر مطالعه حاضر، هدف  (.2344-1/1993

های ساویه مولد نایسین بار بقاای لاکتوکوکوس لاکتیس

یار سافید در پن لیستریا مونوساایتوجنز استاندارد و بومی

 .استفراپالایشی ایرانی 

 

 هاروشمواد و 
لاااکتوکوکوس  و ليسااتریا مونوسااایتوجنز سااا یفعال -

 لاکتيس

 ATCC) لیسااتریا مونوسااایتوجنز سااویه اسااتاندارد

 ( از دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران تهیه شاد.19115

منطقاه تبریاز سویه بومی باکتری قبلاً از پنیرهاای سانتی 

 و( Kalantaripour and Hanifian, 2017)جداساازی 

تأیید O (hlyA )با ردیابی ژن لیستریولیزین  PCRتوسط 

 لیسااتریااسااتاندارد و بااومی های سااویه. ه بااودشااد

 ,Merck)بااارا   BHI محااایط در مونوساااایتوجنز

Germany) درجاه سلسایوس  32ساعت در  11 مدتبه

 کشات ،میزان تلقایح برای محاسبه. ندت دید کشت شد

 11مادت به g × 4111ها ساانتریفیوژ )ته ساویهساع 11

پس از دور ریختن مایع رویی، رساو   گردید ودقیقه( 

( pH=  4/2نمکای اساتریل ) بافرلیتر فسفاتمیلی 11در 

 Abdollahi and) درآمااادحالت سوسپانسااایون باااه

Hanifian, 2015.) 

( PTCC 1336)لااکتیس زیرگونه  لاکتوکوس لاکتیس

مرکااااز کلکساااایون از  لیزهیصااااورت لیااااوفهباااا

هاای ملای و سازمان پژوهش» های ایرانمیکروارگانیسم

باااکتری تهیااه شااد. ( IROST, Iran) «صاانعتی ایااران

طب  دساتورالعمل شارکت مربوطاه در محایط لیوفیلیزه 

درصاد عصااره مخمار  3/1تریپتیک سوی برا  حاوی 

(Merck, Germany کشت و )سااعت  48تا  24مدت به

کشت گذاری شد. لسیوس گرمخانهدرجه س 31در دمای 

 gبا سانتریفیوژ )باا شادت  لاکتوکوس لاکتیسساعته  24

 دقیقااه( رسااو  داده شااد. سااپس 11و ماادت  4111 ×

بافر نمکی فسفات لیترمیلی 3 با های رسو  یافتهباکتری

تهیاه  حالت سوسپانسیون درآمد. سوسپانسیونبه استریل

ماورد اساتفاده  (Retentateشده برای تلقیح در رتنتیت )

 قرار گرفت.

 و تلقيح باکتری های پنيرنمونه تهيه -

از کارخاناه شایر پاساتوریزه پگااه )نااتراوا( رتنتیات 

گردید. شیر خام با کیفیات  تأمینشرقی استان آذربای ان

کن، سااردپیشهای دسااتگاهپااس از عبااور از  ،مناسااب

درجااه  22کلاریفااایر، باااکتریوفوژ و خلاااد، در دمااای 

 قسامت. در شادثانیه پاساتوریزه  11مدت به سلسیوس
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های اولترافیلتراسیون با عباور شایر پاساتوریزه از صاافی

و ساازی ای، آ ، املاا  و لااکتوز شایر جداغشایی لوله

کیلااوگرم  1کیلااوگرم شایر بااه  1/1بااا فااکتور  ریتنتیات

. پس از استانداردسازی چربی، ریتنتیت شدریتنتیت تهیه 

درجاه  28وس هماوژنیزه و در درجه سلسی 11در دمای 

 گردید. در نهایتمدت یک دقیقه پاستوریزه سلسیوس به

 .کاهش داده شدسلسیوس درجه  32 بهریتنتیت  دمای

لیسااتریا  های اسااتاندارد یاا بااومیهار یااک از ساویه

و  Log CFU/g 3 تقریباای تعاادادبااا  مونوسااایتوجنز

در  Log CFU/g 8 تقریبای تعادادبا  لاکتوکوس لاکتیس

باه  مخلاو  تهیاه شادهپس از انتقال  .تلقیح شد تیترتن

گرمای، کشات آغاازگر مزوفیال و  111ظروف استریل 

طباا  دسااتورالعمل  (FD-DVS FRC-65) ترموفیاال

 ,Chr. Hansen, Hørsholmه )شااارکت ساااازند

Denmark )کیلاوگرم  1111ازای گارم باه  111مقدار به

هماراه کشات اضاافه گردیاد. باه ،شیر فراپالاایش شاده

 (Meito Sangyo, Tokyo, Japan)غااازگر، رناات آ

افازوده وزنی( به مخلاو  -درصد )وزنی 112/1مقدار به

 21مادت . برای انعقاد رتنتیت، ظروف حاوی پنیر بهشد

شدند. پس  دارینگهدرجه سلسیوس  31دمای  دردقیقه 

بار ( Parchment paper)از قرار دادن کاغاذ پارچمنات 

وزنی( نمک گرانولی -زنیدرصد )و 2روی لخته، مقدار 

درجه سلسایوس و  181)استریل شده با حرارت خشک 

بنادی در ظاروف روی کاغذ ریخته شاد و ساعت(  2

مطاااب  بااا روش تولیااد صاانعتی پنیاار ساافید . گردیااد

مادت باه هانمونه گذازی،گرمخانهدر مرحله فراپالایشی، 

درجه سلسیوس قارار گرفتناد. ساپس  22در ساعت  24

داری نگاهدرجاه سلسایوس  8دماای ه در ماا 2مدت به

 (.Mohammadi and Jodeiri, 2013) شدند

 طراحی مطالعه -

شش نوپ نمونه پنیر باا در نظار ( 1ب  با جدول )امط

و  لاکتوکوکوس لاکتیسگرفتن استفاده یا عدم استفاده از 

. شادتهیاه  لیساتریا مونوساایتوجنزنوپ ساویه چنین هم

ی م زا تکرار گردید و از مطالعه سه بار و در طی روزها

شد و طای مراحال  ساختهنمونه  2هر نوپ پنیر به تعداد 

 قرار گرفت: آزمایشزیر تحت 

 ؛)روز صفر( های پنیرنمونهزمان تهیه . 1

درجااه سلساایوس  22در  گااذاریگرمخانه بعااد از. 2 

 ؛(1ساعت )روز  24مدت به

مدت دو درجه سلسیوس به 8داری در طی دوره نگه. 3 

 (.11و  41، 31، 11، 1)روزهای  ماه

 

با توجه به استفاده یا عدم استفاده از  تولید شده فراپالایشی پنیرانواپ  -(1)جدول 

 لیستریا مونوسایتوجنزو سویه  لاکتوکوکوس لاکتیس

 سویه ليستریا مونوسایتوجنز لاکتوکوکوس لاکتيس †نوع پنير
C - - 

L.C + - 
C.S - S 

C.N - N 

L.S + S 
L.N + N 

† C، L ،S و N :لیستریا استاندارد و بومی  ، سویهلاکتوکوکوس لاکتیسمخفف کنترل، ترتیب به

 هستند. مونوسایتوجنز
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 های ميکروبیبرای آ مون های پنيرسا ی نمونهآماده -

 11 مقادار، پنیارسازی محتویات بساته پس از همگن

کننده لیتر محلول هضاممیلی 91گرم به ارلن مایر حاوی 

سادیم( درصاد سایترات 2درصد کازیتون و  1) استریل

 31مادت مخلاو  به. شادمنتقال  ایحاوی پرل شیشاه

( بااا Memmert, Germanyگاارم )دقیقااه در حمااام آ 

طور متنااو  درجه سلسیوس قرار گرفت و به 32دمای 

 ,Hanifian) شاد زده( هامIKA, Germany)شایکر  باا

2014.) 

 ریا مونوسایتوجنزليست و تأیيد شمارش -

از روش  لیستریا مونوساایتوجنزبرای برآورد جمعیت 

لیتر از میلی 1/1 استاندارد پلیت کانت استفاده شد. مقدار

ساطحی در دو محایط  صاورتباه( 111-411رقت )هر 

( حاااوی Merck, Germanyآگااار )آکساافورد کشاات 

-Oxford-Listeria-Selective)بیاااوتیکی مکمااال آنتی

Supplement )تاا  24مادت ها باهشت داده شد. پلیتک

گااذاری درجااه سلساایوس گرمخانه 32ساااعت در  48

و  اهیس رنگبا  ،مترمیلی 1-2 با قطر هاینیوو کل گردید

 شاادندشاامارش ی اکسااترز متمایاال بااه خهالااه سااب

(Ahmadzadeh Nia and Hanifian, 2016 .) پلیاتدر 

 ماورد PCR باا ها انتخاا  ودرصد کلونی 1استاندارد، 

 .بررسی و تأیید قرار گرفت

از ژن  لیساتریا مونوساایتوجنزبرای تأییاد مولکاولی 

hlyA  پرایمرهااایوF: 5-GCA GTT GCA AGC 

GCT TGG AGT GAA-3  وR: 5- GCA ACG 

TAT CCT CCA GAG TGA TCG-3  شاداساتفاده .

لیساااتریا  انتخاااا  شاااده هاااایکلونیهااار یاااک از 
 BHIلیتار میلی 2حااوی  در میکروتیاو  مونوسایتوجنز

 24درجااه سلساایوس و  32در دمااای )باارا  کشاات 

داده شد. پس از سانتریفیوژ کردن و جداساازی ساعت( 

، (دقیقاه 11و  g × 4111شادت )باا های بااکتری سلول

DNA هاای ژنومی با استفاده از کیات اساتخراب باکتری

( و طب  دستورالعمل کیات، Sinaclon, Iranگرم مثبت )

زدایی شاااده میکرولیتااار آ  یاااون 31اساااتخراب و در 

(Deionized waterعاااااری از ) (Sinaclon, Iran) 

DNA/RNA  ناانودرا  ) باااگردید.  مخلوThermo 

Scientific, USA211 طااول مااوباساتفاده از  ( و باا 

و غلظاااات ترتیب باااه 281/211و نسااابت  نااااانومتر

اساااتخراب شااااده ارزیاااابی شاااد.  DNAخلااااو  

 2×میکرولیتار مساترمیکس  1/12مل مخلو  واکنش شا

(Fermentas, Germany ،)11  پیکوماول از هار پرایمار

(Eurofins, Germany و )نانوگرم  21DNA  .الگو باود

 21به  زدایی شدهح م نهایی مخلو  با افزودن آ  یون

 91با یک مرحلاه دماایی  PCRمیکرولیتر رسید. واکنش 

راسیون اولیه دقیقه برای دناتو 2مدت درجه سلسیوس به

شارایط  شااملو سایکل متاوالی  31آغاز گردید. سپس 

 11مدت درجه سلسیوس به 91 دمایی زیر اعمال گردید:

ثانیه  31 ودرجه سلسیوس  11ثانیه جهت دناتوراسیون، 

ثانیاه  91 ودرجاه سلسایوس  22 ،برای اتصال پرایمرها

جهت توسعه توالی هدف و در نهایت یک مرحله دمایی 

دقیقه برای توسعه نهایی  11مدت لسیوس بهدرجه س 22

(Swetha et al., 2012 محصول .)PCR  یاک قطعاهbp 

درصااد  1بااود کااه بااا الکتروفااورز در ژل آگااارز  411

(Invitrogen, USA حاوی )لیتار میکروگرم در میلی 1/1

(، مشااهده Sigma–Aldrich, USAرناگ ساایبرگرین )

 گردید.
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 های آغا گرشمارش باکتری -

ترتیب ها باهو لاکتوکوکوسها لاکتوباسیلوس تجمعی

 .شامارش گردیادآگاار  M17 وآگاار  MRSمحایط  در

 درجاه سلسایوس و 31در دماای  هالاکتوکوکوس رشد

 ان اام پاذیرفت وروز تحت شرایط هوازی  سه مدتبه

مدت و بهدرجه سلسیوس  31ها در دمای لاکتوباسیلوس

 Aپ نااوهااوازی حاااوی گازپااک در جااار بیسااه روز 

(Merck, Germany )رشد داده شادند (Mohammadi 

and Jodeiri, 2013.) 

 خاصيت ضدميکروبی ار یابیپنير و ا  استخراج نایسين  -

 آن

های تلقیح شده ارزیابی تولید نایسین در نمونه جهت

 لیتارمیلی 8گرم پنیر با  4، مقدار لاکتوکوکوس لاکتیس با

اساید می( و ح -درصد وزنی 2/1) 81توین مخلو   از

نرمااال( مخلااو   12/1ریدریک لکلریاادریک )اساایدک

 1آن باا اساتفاده از اسایدکلریدریک  pHساپس  گردید.

آ  دقیقه در حمام 11مدت تنظیم شد و به 1نرمال روی 

(Memmert, Germany با دمای )درجاه سلسایوس  11

دقیقاه در  3مادت همگن گردید. مخلو  همگن شده به

 2مدت داده شد و در ادامه بهدرجه سلسیوس قرار  111

و ایان  زده شاد( همIKA, Germanyدقیقه با ورتکس )

سازی مخلاو  مرحله م دداً تکرار گردید. پس از خنک

 × gدرجه سلسیوس، باا ساانتریفیوژ )شادت  4تا دمای 

دقیقه( رسو  داده شد. مایع رویای م ادداً  31و  4111

ماایع  و دقیقاه ساانتریفیوژ شاد 21با همان شدت برای 

 22/1فیلتاار ساارنگی  بااا شاادنصاااف رویاای پااس از 

 Vacufuge) ادتحات خلاساانتریفیوژ میکرومتاری، باا 

Concentrator, Eppendorf, Germany.تغلیظ گردید ) 

-81میکرولیتاار تااوین  211نمونااه تغلاایظ شااده در 

بارای  .(Benech et al., 2002اسیدکلریدریک حل شد )

-Sigmaلص )منحناای اسااتاندارد از نایسااین خااارساام 

Aldrich, USA )میکروگارم  11تا  121/1های غلظت با

استفاده اسیدکلریدریک -81لیتر نایسین در توین بر میلی

  .گردید

-محایط ماولربرای بررسی خاصایت ضادمیکروبی، 

هااای ناایم ( بااا غلظتScharlau, Spainهینتااون آگااار )

 ATCCاساتاندارد ) لیساتریا مونوساایتوجنزفارلناد مک

 جدا شده از پنیر سنتی لیستریا مونوسایتوجنز ( و19115

طور م زا با های کاغذی بهدیسککشت داده شد.  ،بومی

عصاره اساتخراب چنین همو  نایسین تهیه شده غلظت 1

در ساطح محایط قارار داده آغشاته و  پنیر شده از نمونه

درجااه سلساایوس  31گااذاری در پااس از گرمخانهشااد. 

ها باا ی پیراماون دیساکساعت، هالاه مهاار 18مدت به

 (.Benech et al., 2002) گردیدگیری کولیس اندازه

 pHگيری اندا ه -

متار دی یتاال  pH وسایلهبههای پنیر نمونه pH میزان

 111پنیار در بشار  گرم نمونه 11. مقدار گیری شداندازه

روی لیتار آ  مقطار میلی 11لیتری توزین و سپس میلی

 pHسازی محتویاات، یکنواختشد. پس از  اضافه نمونه

 .(Mohammadi et al., 2009) گردیدگیری اندازهنمونه 

 آماری و تحليل تجزیه -

هاا و لاکتوکوکوسو  لیستریا مونوساایتوجنز جمعیت

( CFU/g 10Log) یتمیلگاار اسیابه مقها لاکتوباسیلوس

و  نیانگیا)م یفیآماار توصا محاسابهپاس از  .شد لیتبد

هاا )باا رد نرمال بودن توزیاع دادهو برآو( اریانحراف مع

تغییاااارات  ،(Kurtosis و  Skewness هااااایآزمون

مراحاال مختلااف تهیااه و  طاای هااای میکروباایجمعیت

باا ی شاهد و تیمار هاگروهچنین بین و هم پنیر یدارنگه
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 Duncan’s( و آزمون دانکن )ANOVA) انسیوار زیآنال

testدیگرد سهی( مقا (SPSS, Version 17). 

 

 هاتهیاف

باا ارزیابی شده های کلونیالکتروفورز  ژل( 1شکل )

PCR هاای ، برخای از کلونیدهد. طب  نتای را نشان می

مورفولااوژی مشااابه بااا  نرغم داشااتشاامارش شااده بااه

 PCRدر ارزیااابی ، لیسااتریا مونوسااایتوجنزهااای کلونی

هاای این کاه محیط توجه بهبا . قرار نگرفتندتأیید مورد 

لاذا  ،قابلیت بازدارندگی نسابی دارنادکشت اختصاصی 

هاا های رشد کرده در این قبیال محیطدرصدی از کلونی

های همراه است که در نتی ه مقاومات مربو  به باکتری

اناد. حرارتی بالا یا آلودگی ثانویه به محیط راه پیادا کرده

های تأییاد درصد کلونی»ضریب بنابراین در این مطالعه، 

 «های شامارش شادهداد کل کلونیتع»در  «PCRشده با 

عنوان جمعیات دسات آماده باهاعمال گردید و تعداد به

مورد ت زیه و تحلیل قرار گرفت.  لیستریا مونوسایتوجنز

 

 
 hlyAژن  bp 411و باند  PCRالکتروفورز محصول ژل -(1شکل )

 : نتای  منفی.2و  3 ؛: نتای  مثبت1و  4، 2، 1؛ لیستریا مونوسایتوجنز
 

های الااف( تغییاارات جمعیاات سااویه-1نمااودار )در 

داری طای نگاه لیستریا مونوساایتوجنزاستاندارد و بومی 

این اساس  برپنیر سفید فراپالایشی نشان داده شده است. 

بعااد از تااا جمعیاات لیسااتریا در زمااان تلقاایح نتااای ، 

در  .بارآورد شادتقریبااً ثابات ( 1گذاری )روز گرمخانه

کاااهش مختصااری ، دارینگااهدوره  1 تااا 1فاصااله روز 

های پنیار نمونهدر  (Log CFU/g 11/1طور میانگین )به

به  1از روز اما . نبودمعنادار از نظر آماری مشاهد شد که 

های شااهد و لیساتریا در نموناه ترمحسوس بعد کاهش

در کااهش ایان . با این تفااوت کاه گردیدتیمار مشاهد 

 Log CFU/gطور متوساط گروه شااهد غیرمعناادار )باه

طور ( و در گروه تیمار به لحاظ آماری معنادار )باه12/1

(. در اداماه P< 11/1) باود (Log CFU/g 18/1میانگین 

 Log ( تفاااوت11تااا روز  11)روز  دارینگااهدوره 

CFU/g 1/3-3/1  تیماارگاروه شااهد و های نمونهبین 

 ( رونااد -1در نمااودار ). (P< 11/1) مشاااهده شااد

(Trendکاهشاای جم ) در  لیسااتریا مونوسااایتوجنزعیاات

های پنیر شاهد و تیمار نشان داده شده است. طبا  نمونه

های ( میاانگین در نموناهD-value) Dها، عدد این یافته

روز  12/19های تیمااار روز و در نمونااه 81/48شاااهد 

دست آمد که ایان تفااوت باه لحااظ آمااری معناادار به

(11/1 >P.بود ) 
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: ت زیه ( ) ؛دارینگههای پنیر سفید فراپالایشی طی دوره در نمونهلیستریا مونوسایتوجنز معیار( انحراف ±تغییرات جمعیت )میانگین : (الف) -(1) جدول

رتیب تبه C.Nو  C.S ؛دارینگههای پنیر سفید فراپالایشی طی دوره در نمونه مونوسایتوجنزلیستریا ( تغییرات جمعیت Trend analysisو تحلیل روند )

استاندارد و بومی در نمونه تیمار )حاوی  دهنده سویهترتیب نشانبه L.Nو  L.S؛ هستند و بومی در نمونه شاهد( ATTC 19115)استاندارد  دهنده سویهنشان

 .هستند مولد نایسین( لاکتوکوکوس لاکتیس

 

 های، تغییاارات جمعیاات سااویهنتااای  مطالعااهطباا  

در گاروه تیماار  نوسایتوجنزلیستریا مواستاندارد و بومی 

، تقریبااً روناد 31و در گاروه شااهد تاا روز  11تا روز 

هاای . اماا پاس از زمانالف(-1ند )نمودار داشت مشابهی

کااهش جمعیات در ساویه اساتاندارد روناد یاد شاده، 

ی دیاده تاربیشباا شادت لیستریا نسبت به سویه بومی 

در ها صارفاً تفااوت رفتاار ساویه شایان ذکر اسات. شد

میاانگین چناین هم( باود. P< 11/1تیمار معنادار ) گروه

گروه شاهد و تیمار برای سویه استاندارد معاادل  Dعدد 

روز برآورد شاد  42/41روز و برای سویه بومی  11/22

-1( باود )نماودار P< 11/1که به لحاظ آماری معنادار )

.)  

میااانگین تغییاارات تعااداد  (الااف-2) نمااودار در

ها و )لاکتوباسااایلوس ازگر لااااکتیکیهاااای آغاااباکتری

پنیااار سااافید  دارینگاااه دورهطااای  هاااا(لاکتوکوکوس

دسات هنتاای  با با فراپالایشی نشان داده شده اسات. ط

هااا در ها و لاکتوکوکوسجمعیاات لاکتوباساایلوسآمااده، 

 24پاس از باود کاه  Log CFU/g 8زمان تلقیح تقریبااً 

 22 های پنیاار در دمااایگااذاری نمونااهساااعت گرمخانه

 شااهد و تیماار باههار دو گاروه در درجه سلسایوس، 

در گاروه شااهد جمعیات . رسید Log CFU/g 9حدود 

های آغازگر افازایش مختصار و غیرمعنااداری از باکتری

داشت و سپس روند نزول تدری ی آغاز شد  1تا  1روز 

. اداماه یافاتروزه این روند کاهشی  11و تا پایان دوره 

کااهش جمعیات  (L. Lcو  L. Lb)اما در گاروه تیماار 

متعاقاااااب هاااااا ها و لاکتوکوکوسلاکتوباسااااایلوس

تری نسبت به شیب نزولی بیش باگذاری آغاز و گرمخانه

تاا  1از روز . مشاهده شد( C. Lcو  C. Lb)گروه شاهد 

ها در ، جمعیاات لاکتوباساایلوسدارینگااهدوره  11روز 

گاروه تار از کم (P< 11/1طور معناداری )بهگروه تیمار 

ها در شاهد بود. طی همین مدت، جمعیت لاکتوکوکوس

تار کم لاکتوکوکوس لاکتیسهای پنیر تلقیح شده با نمونه

(. باه علااوه، P< 11/1از گروه شااهد بارآورد گردیاد )

هاا در ها و لاکتوکوکوسمقایسه جمعیت لاکتوباسایلوس
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 تاربیشهاا لاکتوکوکوسنشاان داد کاه های تیمار نمونه

(11/1 >P) اند.تحت تأثیر قرار گرفته 

های پنیر گاروه شااهد در نمونه pHرات یمیانگین تغی

( نشااان داده شااده اساات.  -2و تیمااار در نمااودار )

( 1گذاری )روز صافر تاا روز طی گرمخانه pHمیانگین 

و در  22/4بااااه  41/1( از Cهای شاااااهد )در نمونااااه

 کااهش یافات 11/4باه  38/1از  (L.Cهای تیمار )نمونه

ها به لحاظ ه این مقدار کاهش در هر دو گروه از نمونهک

امااا در ادامااه دوره  .بااود( P< 11/1)آماااری معنااادار 

(، تغییاارات محسوساای در 11تااا روز  1داری )روز نگااه

در های شااهد و تیماار مشااهده نشاد. نمونه pHمیزان 

های پنیر ب( تغییرات غلظت نایسین در نمونه-2نمودار )

نشان داده است. ایان  اکتوکوکوس لاکتیسلتلقیح شده با 

نتااای  بااا اسااتفاده از منحناای اسااتاندارد حاصاال از 

های مشخص نایسین و قطر هالاه مهااری ای ااد غلظت

کاه د(. باا توجاه باه این-2دست آماد )نماودار شده، به

 لیساتریا مونوساایتوجنزباین قطار هالاه مهااری  یتفاوت

سانتی مشااهده استاندارد و نوپ بومی جدا شده از پنیار 

نگردید، لذا عدد میانگین برای ترسیم نماودار اساتاندارد 

 گاذاریگرمخانه بعد ازب( -2استفاده شد. طب  نمودار )

 لیتارمیکروگرم در میلی 12/2 غلظت نایسین به ،(1)روز 

 18/3تارین مقادار، یعنای داری به بیشنگه 1و در روز 

نایساین لیتر رساید. در اداماه غلظات میکروگرم در میلی

 روند نزولی داشت.
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 C. Lc؛ دارینگاههای مختلف پنیر سفید فراپالایشی طای دوره های آغازگر در نمونهانحراف معیار( باکتری ±تغییرات جمعیت )میانگین : (الف) -(2نمودار )

هاا و دهنده جمعیات لاکتوکوکوسترتیب نشاانباه L. Lbو  L. Lc؛ ها در نمونه شاهدها و لاکتوباسیلوسدهنده جمعیت لاکتوکوکوسترتیب نشانبه C. Lbو 

های پنیار سافید فراپالایشای انحراف معیار( در نمونه ±)میانگین  pHتغییرات : ( )؛ است لاکتوکوکوس لاکتیسهای تلقیح شده با ها در نمونهلاکتوباسیلوس

انحاراف معیاار(  ±)میاانگین تغییارات : (ب)اسات؛  لااکتوکوکوس لااکتیسد و حاوی دهنده پنیر فراپالایشی شاهترتیب نشانبه : Lcو Cداری؛ طی دوره نگه

 .های شاخصو قطر هاله مهار رشد در باکتریهای مختلف نایسین منحنی استاندارد نایسین و ارتبا  غلظت)د(:  داری؛طی دوره نگهنایسین 
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 گيریبحث و نتيجه

( 1تاا  1)روز در اوایال دوره  ،(الف-1نمودار )طب  

لیسااااتریا جمعیاااات  در ایملاحظااااهقابلتغییاااارات 
 وبااه بعااد  1امااا از روز  ؛مشاااهده نشااد مونوسااایتوجنز

 ،لاکتیکیهای آغازگر افزایش جمعیت باکتری زمان باهم

رسد کااهش نظر می. بهگردید آغازلیستریا  یکاهشروند 

های در نموناه لیساتریا مونوساایتوجنزتدری ی جمعیت 

، هاای آغاازگرتی اه فعالیات باکتریتواند در نشاهد می

تولید اسیدلاکتیک و احتمالاً ترکیبات آنتاگونیساتی دیگار 

کااهش تعاداد ها باشاد. اکسیژنه و باکتریوسایننظیر آ 

کاهش مواد مغاذی توان به لیستریا با گذشت زمان را می

مارتبط های میکروبای شدن متابولیت انباشتهدر محیط و 

های ارتبا  با رفتار باکتری مطالعات متعددی در. دانست

زای غذایی تحات تاأثیر کشات آغاازگر در پنیار بیماری

اثار در تحقیقای فراپالایشی ان ام گرفته است. برای مثال 

یرساینیا بقاای بازدارندگی کشات آغاازگر لااکتیکی بار 
. نتاای  حااکی از تمورد مطالعه قرار گرفا انتروکولیتیکا

 ؛بااود تروکولیتیکااایرسااینیا ان( P< 11/1مهااار معنااادار )

 Logتفااوت  ،دارینگاهدو مااه پایاان در نحوی کاه به

CFU/g 4 های دارا و فاقااد کشاات آغااازگر بااین نمونااه

 ,Vaseghi Bakhshayesh and Hanifianمشاهده شد )

متفااوت، کم و بیش ، البته با نتای ی اختلاف(. این 2015

 Mohammadi and) اسااتافیلوکوکوس اورسااوسدر 

Hanifian, 2014 مایکوباااکتریوم پاااراتوبرکلوزیس( و 

(Hanifian, 2014 ) با این توضیح کاه در . گردیدمشاهد

جمعیاااات  ،های حاااااوی کشااات آغااااازگرنموناااه

 دارینگهدوره  31پس از روز  استافیلوکوکوس اورسوس

کاه در کااهش یافات در حالی Log CFU/g 1به میازان 

پایاان های فاقد آغازگر، جمعیت باکتری مزبور تاا نمونه

( ثاباات مانااد. امااا اختلاااف جمعیاات 11دوره )روز 

های حااوی و در نموناه مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس

بااود. ایاان  Log CFU/g 1فاقااد کشاات آغااازگر فقااط 

 هااایحساساایت باکتریدر موضااوپ نشااانگر تفاااوت 

ناشای  مختلف به شرایط اسیدی و ترکیبات آنتاگونیستی

 .استکتیکی های آغازگر لااز فعالیت باکتری

لیساتریا نتای  مطالعه حاضر نشاان داد کاه جمعیات 
 لااکتوکوس لااکتیسهای حاوی در نمونه مونوسایتوجنز

 یدارمعنااطور بههای شاهد مولد نایسین نسبت به نمونه

(11/1 >P )ب( -2الاف و -2طب  نماودار ) .تر استکم

به ماوازات تولیاد  لیستریا مونوسایتوجنزجمعیت کاهش 

 .اساات اتفاااق افتااادهگااذاری ر دوره گرمخانهنایسااین د

 24مادت درجه سلسیوس به 29گذاری پنیر در گرمخانه

و  لاکتوکوکوس لاکتیسساعت شرایط لازم برای فعالیت 

تولید مقادیر مناسب نایساین را فاراهم آورده اسات. در 

 کشاات ای نشااان دادنااد کااهدر مطالعااه همااین راسااتا،

رجاه سلسایوس و د 31در دماای  لاکتوکوکوس لاکتیس

تواند مقدار مناسابی نایساین تولیاد میساعت  31مدت 

زای شاخص اثر مهااری های بیماریکند که روی باکتری

چناین نشاان داده (. همPenna et al., 2005ای اد کناد )

از  pHاثر ضدباکتریایی نایسین باا کااهش  که ه استشد

 Thomas and) کناااد، افااازایش پیااادا می1باااه  2

Wimpenny, 1996) لذا نزول ؛pH بعاد های پنیار نمونه

باعا  عملکارد ماوثر  1/4به حادود گذاری از گرمخانه

-2)نماودار  شده است لیستریا مونوسایتوجنزنایسین بر 

اسایدی محایط و  pHنایساین باا تولید توأم شدن .  (

هاای ترکیبات آنتاگونیستی احتمالی توساط باکتریسنتز 

 ،تهیاه پنیار فراپالایشای آغازگر لاکتیکی مورد استفاده در

در  لیساتریا مونوساایتوجنزموجب تسریع روند کاهشی 
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مهااری در ارتبا  با اثر مطالعاتی  تیمار شده است. گروه

لیسااتریا مولااد نایسااین باار  لاااکتوکوکوس لاااکتیس
های ایان ان ام گرفتاه اسات. طبا  یافتاه مونوسایتوجنز

سین مولد نای س لاکتیسکولاکتوکوکارگیری ، بهتحقیقات

( موجاب مهاار رشاد Cottage cheeseدر پنیر دهقانی )

(. Dal Bello, et al., 2012شاد ) لیستریا مونوسایتوجنز

مولاد  لااکتوکوکوس لااکتیسدر مطالعه دیگری افزودن 

نایسین )جداسازی شده از شیر بز( موجب کاهش سریع 

( Minasدر پنیر مینااس ) لیستریا مونوسایتوجنزجمعیت 

باه پنیار  لاکتوکوکوس لااکتیسافزودن  چنینهم. گردید

جمعیات  ی درتوجه( کاهش قابالMozzarellaموزارلا )

 ,.Stecchini et al) ای ااد کارد لیستریا مونوساایتوجنز

1995.) 

شکل آزاد و در برخی دیگر از مطالعات، از نایسین به

در پنیار  لیستریا مونوساایتوجنزکپسوله شده برای کنترل 

در تحقیقی از نایساین آزاد ای مثال براستفاده شده است. 

و نانوکپسوله شاده در لیپاوزوم بارای کااهش جمعیات 

در پنیر سفید فراپالایشای اساتفاده  سایتوجنزولیستریا مون

نتای  نشان داد که نایسین نانوکپساوله شاده اثار . گردید

( روی کااهش جمعیات P< 11/1تدری ی و معناداری )

 (.Zaerzadeh et al., 2011) دارد لیستریا مونوسایتوجنز

های مشابه دیگر اثار نایساین کپساوله شاده در پژوهش

 Cui et)در پنیر میناس  لیستریا مونوسایتوجنزروی بقای 

al., 2016 )( و چادارMalheiros, et al., 2012 ) ماورد

 نشاان داد کاه ر دو پاژوهشنتای  همطالعه قرار گرفت. 

 ایتوجنزلیستریا مونوسانایسین کپسوله شده موجب مهار 

مزیات کپساوله کاردن  ،مطالعااتقبیال . در این شودمی

چنااین سااتفاده آزاد آن و همدر مقایسااه بااا انایسااین 

آزادساازی تادری ی ، لااکتیس لاکتوکوکوسکارگیری به

در نتی ه به حداقل رسااندن نایسین در حالت کپسوله و 

های آغاازگر لااکتیکی عناوان اثر مهاری آن روی باکتری

متعاقاب مرحلاه که در مطالعه حاضار حالی کنند. درمی

 هاایجمعیات باکتریهای پنیار، گذاری نموناهگرمخانه

 و شاهد رشد یکساانیهای تیمار در نمونه کشت آغازگر

ناشای از فعالیات  pH( و مقادار الف-2داشتند )نمودار 

 لااکتوکوکوس لااکتیسهای دارا و فاقاد ها در نموناهآن

 (. -2تفاوتی نداشت )نمودار 

های استاندارد و بومی مقایسه تغییرات جمعیت سویه

در پنیر سفید فراپالایشای )نماودار  لیستریا مونوسایتوجنز

جادا  مونوسایتوجنزلیستریا دهد سویه الف( نشان می-1

ی در مقایساه باا تربیشمقاومت شده از پنیر سنتی بومی 

تیمار شاهد و های در نمونه. داشته استسویه استاندارد 

 1تاا روز لیساتریا های بومی و اساتاندارد ت سویهجمعی

تفااوت نشااان ندادناد. امااا بااا پیشارفت زمااان، تفاااوت 

جمعیت لیستریاهای باومی و اساتاندارد آشاکارتر شاد. 

بااین جمعیاات دو ، دارینگااهکاه در انتهااای دوره طوری

برابااریLog CFU/g 1/1 (1  )تفاااوت سااویه لیسااتریا 

گار تفااوت رفتاار مشاهده شد. در مطالعاات مشاابه دی

های بومی و آزمایشگاهی گزارش شده است. برای سویه

و دماای  لاکتوباسایلوس پلانتاارومدر مطالعه تاأثیر مثال 

لیساااتریا های مانی ساااویهگاااذاری بااار زنااادهگرمخانه
، مشخص گردید که سویه باومی لیساتریا مونوسایتوجنز

تاری داشاته ( مقاومات بیشP< 11/1طور معناداری )به

(. ایان Ahmadzadeh Nia and Hanifian, 2017است )

 مایکوباااکتریوم اویااوم پاااراتوبرکلوزیسموضااوپ در 

(Donaghy et al., 2004; Cammi et al., 2019; 

Hanifian, 2020.قرارگیاری  ( نیز گازارش شاده اسات

هاای محیطای تنش در معارضهای باومی سویهطولانی 



 حمیدی و حنیفیان                                                                                                                                        توجنزیمونوسا ایستریلبر  سیلاکتوکوکوس لاکت یاثر مهار

41 

در  هاا شاده ودر آنهای مقاومت ژنموجب فعال شدن 

ی تاربیش مقااوم ،بعادی هایدر مواجهه با تنشنتی اه 

 دهنادهای آزمایشاگاهی( باروز می)در مقایسه با سویه

(Bergholz et al., 2012.)  لیسااتریا سااویه بااومی
جداسازی شاده باود لیقوان سنتی پنیر از  مونوسایتوجنز

( و درصاد 4/4-1اسایدی ) pHاین نوپ پنیار دارای که 

 ,.Mirzaei et alاساات ) صااد(در 3-2بالااای نمااک )

 دسات آمادههای بهجدایهرود بنابراین انتظار می (.2008

تری به اسایدیته و نماک بالاا و از این پنیر مقاومت بیش

 Competing)رقیااب حضااور جمعیاات میکروباای 

microbial flora.داشته باشند ) 

برابار  49/2 ،های فاقد آغازگردر نمونه Dمیزان عدد 

. ایان موضاوپ تخمین زده شادی آغازگر های دارانمونه

هاای لاااکتیکی روی حااکی از اثاار مهااری مااوثر باکتری

ماورد . فراهم آوردن شرایط است لیستریا مونوسایتوجنز

جهات رشاد و لاازم نظر دما و مادت زماان نقطهاز  نیاز

نحو ماوثری در تواناد باهمی ،های آغاازگرتکثیر باکتری

ی پنیر سفید فراپالایشای های باکتریایکنترل انواپ آلودگی

آلاودگی باا  شادتکاه ویژه این. باهکار گرفتاه شاودباه

دلیل اناواعی کاه باهه چا ی غذایی،زاهای بیماریباکتری

اناد و چاه فرایندهای حرارتی غیرمیثر زناده بااقی مانده

در  اند،ثانویه وارد پنیر شادهآلودگی هایی که از طری  آن

کاه در مطالعاات تار از مقاداری اسات حالت واقعی کم

اسااتفاده از د. نااگیرقاارار می ارزیااابیتلقیحاای مااورد 

 لااکتوکوکوس لااکتیسایمن و مولاد نایساین های سویه

منفای بار رشاد و فعالیات  اتتواند بدون ای ااد اثارمی

لیسااتریا هااای آغااازگر لاااکتیکی، موجااب مهااار باکتری
زای غذایی دیگر و احتمالاً باکتری بیماری مونوسایتوجنز

شاود. در پنیر سفید فراپالایشی یژه انواپ گرم مثبت( و)به

نایساین آزاد و  کارگیریباهتنها در قیاس با این روش نه

، بلکاه باا قاوانین موجاود در تر اساتاقتصادیکپسوله 

هاای در فرآوردهارتبا  با منع استفاده از نایسین خالص 

 مطابقت دارد.، شیر در برخی از کشورها

لیساااتریا  ویه باااومیمیاااانگین بااارای سااا Dعااادد 
تر از سویه استاندارد باود. برابر بیش 13/1 مونوسایتوجنز

با  لیستریایهای آشکار در رفتار تفاوت در نظر گرفتنبا 

، بهتار اسات در مطالعاات اساتاندارد نوپو منشأ غذایی 

 بااشاده تعیاین هویاتغاذایی  هایجدایهرفتار تلقیحی 

تاا نتاای   گیردقرار  مقایسهمورد های آزمایشگاهی سویه

 .باشد ترنزدیکحالت واقعی حاصله به

 

 تعارض منافع

 نویسندگان تعارض منافعی برای اعلام ندارند.

 

 سپاسگزاری

پایانناماه کارشناسای نتای  مستخرب از حاضر  مطالعه

است کاه باا حمایات رشته علوم و صنایع غذایی ارشد 

ام معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز ان 

 گرفته است.
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