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  و جدا شده از شير ليستريا منوسيتوژنز روي باكتري بر   نايسين ارزيابي كارآيي

  در پنيرنسبت به برخي از اسيدهاي آلي مقاوم 
  ايرج نحوي و ، روحا كسري كرمانشاهي*آمنه نصر

  شناسي گروه زيست دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم،اصفهان، 

  26/12/85:تاريخ پذيرش   19/6/85تاريخ دريافت 

  چكيده

و MIC جدا شد و ميزانبدون ماده نگهدارنده از شير غير پاستوريزه  بومي ايران منوسيتوژنز ليستريادر اين تحقيق يك سويه باكتري 
MBC منوسيتوژنز ليسترياو با  اي بر روي اين سويه تعيين به روش رقت لوله نايسينآن و هاي اسيدهاي آلي و نمك PTCC1164 

 5/2(پتاسيم  ، سوربات)درصد 1(، اسيدسوربيك )درصد 7(سديم  بنزواتجدا شده نسبت به  منوسيتوژنز رياليست  MIC. مقايسه شد
نسبت به  و نشانه مقاومت است كه  )درصد 625/0(، و اسيداستيك )درصد 25/1(، اسيدپروپيونيك)درصد 5/1(سديم  ، سيترات)درصد
به  يعنيآن به غلظتهاي مجاز اين مواد در غذا  نشانه حساسيتاشد كه ب مي )درصد 0125/0(اسيدبنزوييك  و) IU/ml125 (نايسين
) IU/ml800( نايسينسپس كارآيي  .باشد مي،  درصد 1/0، و  درصد 38/0،  درصد 1،  درصد 3/0،  درصد 3/0،  درصد 2/0ترتيب 

سويه اين نتايج نشان داد كه  .ي شدبررسروز  21بمدت در دماي يخچال در پنير ساخت داخل جدا شده  منوسيتوژنز ليسترياروي بر 
 ليستريا هاي مختلف مقاومت سويهكه  انديگرمطالعات مقايسه با در و  دهد نشان ميبه شرايط ذكر شده مقاومت  منوسيتوژنز ليستريا

 همچنين .)IU/ml 800(د اشبمي مقاومت بالاتر  كرده اندگزارش  IU/ml  500نايسين در غلظت نسبت بهرا  منوسيتوژنز
داخل پنير شرايط طبيعي در را يسين امقاومت به ن تحقيق حاضركه حاليدر است شرايط آزمايشگاهي  موجود در اتزارشگ

  .بررسي كرده است

  ، ماده نگهدارنده، كارآيي، پنيرمنوسيتوژنز ليستريا، نايسين: كليدي واژه هاي
  am_nasr60@yahoo.com : ، پست الكترونيك 22739540913 :نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
اسيدهاي آلي بمنظور اسيدي كردن و يا جلوگيري از رشد 
ميكروارگانيسمها يا بطور مستقيم به بعضي ازمواد غذايي 

ارگانيسمها مثل  شود و يا با عمل بعضي از اضافه مي
. شوند وليد مياسيد ت هاي پروپيونيكيلاكتوباسيلها يا باكتر

اسيد سوربيك مهاركننده مؤثر رشد  سيد بنزوييك وا
اضافه به مواد غذايي بعنوان نگهدارنده و ميكروبي هستند 

كنندگان به  توجه مصرف بعلتدر سالهاي اخير  .شوند مي
استفاده از مواد مواد غذايي با فراوري و مواد شيميايي كمتر 

 ).7( رفته استگمورد توجه قرار نگهدارنده بيولوژيكي 
 Lactic (Acid باكتريوسينها از باكتريهاي لاكتيك اسيد

Bacteria) جمله لاكتوكوكوس از (Lactococcus) ،
 پديوكوكوس ،(Lactobacillus) لاكتوباسيلو

(Pediococcus) از جمله اين . شوند توليد مي...و
اسيد آمينه از  34است كه پپتيدي با  نايسين باكتريوسينها

از باكتري و  بوده (Lantibiotics) تي بيوتيكهالن Aگروه 
و در مقابل باكتريهاي  شود يلاكتوكوكوس لاكتيس توليد م

باكتريهاي  و منوسيتوژنز ليسترياگرم مثبت مختلف از جمله 
 كلستريديومو  باسيلوسهاي  توليد كننده اسپور مثل گونه

اولين  نايسين .)24( دارد(Bacteriocide) كشي اثر باكتري
 بعنوان) 17( 1928در سال  (Rogerz) ار توسط روگرزب
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رشد لاكتوباسيلوس جهت جلوگيري از ي ا ماده
 شرح داده شد (Lactococcus bulgaricus) بولگاريكوس

حلاليت  كم، طيف فعاليت ضد ميكروبي بعلتلي و). 15(
كم آن در مايعات بدن، تجزيه آن توسط پروتئازهاي 

فيزيولوژيك  pHآن در عدم پايداري و  دستگاه گوارش
بنابراين تا سال ). 6( نامناسب بود اهداف كلينيكيبراي 
 1951در سال ). 15( مورد توجه قرار نگرفت نايسين 1940
 ياز تشكيل گاز ناش نايسينكه نشان داد  (Hrisch) هريس

سرانجام اين ماده با نام  .كند ياز كلستريديوم جلوگيري م
 آپلينانگلستان توسط  در (Nisaplin) تجاري نيزاپلين

(Aplin) و بارت (Barrett)  1969در سال و  ،دشتوليد 
 Food and Agriculture( سازمان غذا و كشاورزي

Organization (FAO)  (و سازمان سلامت جهاني)World 

Health Organization (WHO)  (ًاستفاده از مشتركا ،
اد ماده نگهدارنده غذايي به جاي مو بعنوانرا  نايسين

 1987از سال  نايسينبنابراين ). 6( شيميايي تاييد كردند
ني ت لبو در محصولا مواد غذاييافزودني مجاز در  بعنوان

يك ماده  بعنوان نايسينامروزه . استفاده شده است
 كشور درسراسر دنيا در 50 نگهدارنده در بيش از

گوشت  و تنوع مثل پنير، غذاهاي كنسرو شدهم تمحصولا
 و 23، 22، 21، 19 ،7،10 ،6( شود تفاده مياس سود شده

28.(   

يك ماده نگهدارنده بعنوان  نايسينويژگيهاي مطلوب 
در برابر پايداري  بودن، طبيعيبودن، غذايي غيرسمي 

، قابليت تجزيه حرارت و قابليت انبار داري بسيار خوب
 در غذا و طعم يا بو، عدم تغيير كننده توسط آنزيمهاي هضم

باعث  نايسين .)2( منه فعاليت آن استدا يتمحدود
 نشت مواد ضروري مثل  تخريب غشاي سيتوپلاسمي و

ATP اسيدهاي آمينه و جريان تركيبهاي كوچك ،
اين كار را با تشكيل منفذ در  نايسين. شود سيتوپلاسمي مي

غشاي سيتوپلاسمي و توقف گراديان يونهاي حياتي و در 
انجام  PMF (Proton motive force)نتيجه متوقف كردن 

يندهاي بيوسنتزي سلول متوقف آدر نهايت همه فر. دهد يم

 نايسين اثر ).25و 4( رود يشود و سلول باكتري از بين م يم
از و است شديدتر از سلولهاي رويشي بر روي اسپورها 

 دكن زني جلوگيري مي ها در مراحل اوليه جوانهآنزني  جوانه
)15.(  

گرفتن در  رداروها كه بعد از قرامشابه مقاومت باكتريها به 
 نايسينتوانند نسبت به  دهد باكتريها مي مي معرض آنها رخ 

اولين مقاومت باكتريها نسبت به  نيز مقاومت نشان دهند
. گزارش شد Jarvis و Farr توسط 1971در سال  نايسين

آنها يك پروتئين از باسيلوس سرئوس جدا كردند كه قادر 
يك  بعنوانبود و آن را  يننايسبه غيرفعال كردن 

 (Dehydro alanine rodoctase) دهيدروآلانين ردوكتاز
نيز  نايسينباكتريهاي توليد كننده . )20( طبقه بندي كردند

بدين . كنند محافظت مي نايسيناز خودشان در مقابل 
توسط پروتئين انتقال دهنده كه توسط  نايسينصورت كه 

شود و از  ول ترشح ميشود به بيرون سل كد مي nisEFGژن 
 ).26و 13، 11( شود تجمع آن درون سلول جلوگيري مي

شامل تغيير در  نايسينمقاومت به  منوسيتوژنز ليستريادر 
تركيب اسيد چرب، تركيب فسفوليپيد، سياليت غشاء و 

 نايسينمقاوم به  ژنزمنوسيتو ليستريادر . ديواره سلولي است
اي بيشتر  اخهنسبت اسيدهاي چرب زنجيري نسبت به ش

 هاي مقاوم فسفاتيديل اتانول آمين است و نيز سويه

(Phosphatidylethanolamine)  بيشتر و فسفاتيديل
 آنيوني و كارديوليپين (Phosphatidylglycerol) گليسرول

(Cardiolipin) در نتيجه اين تغييرات استحكام  .كمتر دارند
مانعت به سلول م نايسينورود  شود و از ميغشاء بيشتر 

  ).30و  8( كند مي
 و يك باكتري بيماريزاي غذايي است منوسيتوژنژ ليستريا

درجه سانتي  45تا  -4/0در يك محدوده وسيع دمايي از 
باعث  و كند رشد مي 4/9تا  pH 4/4همچنين  وگراد 

پراكندگي گسترده . )14، 31، 2(شود مسموميت غذايي مي
انايي آغاز رشد در محيط، توانايي رشد در دماي يخچال، تو

باكتري  ،پايين و تحمل مقادير زياد نمك نسبتاً pHدر 
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خطرناك در غذا ساخته  بيماريزارا يك  منوسيتوژنز ليستريا
در پنير سفيد با رطوبت حدود  ن باكترياي. است
درجه سانتي  4 و دماى 3/4حدود   pHو 55-56درصد
ز مسموميتهاي حاصل ا. ندما بيش از سه ماه زنده ميگراد 

اين باكتري بيشتر در اثر مصرف پنير و گوشت و 
 (Listeriosis) شود كه ليستريوز هاي آن عارض مي وردهآفر

يك در زنان باردار ليستريوز ابتدا بصورت  .ودش ناميده مي
 سرماخوردگي با تب و لرز و سردرد شروع شده و نهايتاً

ذهني  گيودرس، عقب ماندز به زايمان ممكن است منجر
  .سقط جنين شودو يا نوزاد 

بطور تخميني سالانه در مواد غذايي در  بيماريزاهاي ميكروب
 9/2د و نكن مي ميليون نفر را بيمار 33تا  5/6ايالات متحده 

 3/0تا  2/0كه  .دنكن خسارت وارد ميدلار بيليون  7/6 تا
 منوسيتوژنز ليسترياآن مربوط به باكتري  بيليون دلار

 مخصوصاًها يكنترل باكتراز آن جهت كه ). 14(است
 بعلتنيز و  بودهمهم  ييغذامواد در باكتريهاي بيماريزا 

و ها در برابر مواد نگهدارنده يايجاد مقاومت اين باكتر
سبب انتشار بيماري و به خطر كاهش اثر نگهدارنده 

هاي  ردد، لذا شناسايي سويهگ انداختن سلامت جامعه مي
ل آنها در مواد غذايي مقاوم و پيشنهاد راههايي جهت كنتر

ثير أهدف از اين مطالعه بررسي ت ).10(مي باشدضروري 
جدا شده از شير  منوسيتوژنز ليسترياسويه  در كنترل نايسين

بعبارت . استدر ايران فاقد مواد نگهدارنده غير پاستوريزه 
در  نايسينكه آيا  مي باشدديگر هدف پاسخ به اين سوال 

پنير  از جمله ،محيط غذايي درسپس شرايط آزمايشگاهي و 
قادر به كنترل سويه  و شرايط نگهداري معمول لبنيات

باشد يا اينكه  جدا شده از شير مي منوسيتوژنز ليستريا
  .شود ايجاد ميدر باكتري مقاومت 

  مواد و روشها
از شركت زيگما آلدريچ  نايسين :مواد مورد استفاده - الف

سيد استيك، اسيد انگليس، اسيد سيتريك، اسيد سوربيك، ا
پروپيونيك، اسيد بنزوييك، سوربات پتاسيم، سيترات 

سديم، بنزوات سديم از شركت مرك آلمان، محيط كشت 
محيط  ،شركت بيومريوكس فرانسه تريپتوكاز سوي برات از

از شركت مرك  TSB  ،آگار BHI ، كشت نوترينت آگار
 PTCC1164 )Persianمنوسيتوژنز ليسترياآلمان، باكتري 

type culture collection (PTCC)  (كلكسيون  تهيه شده از
  . اي پگاه پنير خامه و ميكروبي ايران

ليستريا منوسيتوژنز جداسازي و شناسايي باكتري  -ب
جهت جداسازي باكتريهاي زنده  :مقاوم به مواد نگهدارنده

غذايي مختلف ماده  8در حضور مواد نگهدارنده از 
ن كه در تركيب آن پيتزاي شيرآوراپنير  - 1 :گيري شد نمونه

بسته بندي نشده  شير - 2كار رفته بود، سيترات سديم ب
بيسكويت آناتا حاوي اسيد  -  3بدون ماده نگهدارنده، 

سس  - 5كيك آشنا حاوي سوربات پتاسيم،  - 4سيتريك، 
سالاد مهرام حاوي بنزوات سديم و سوربات پتاسيم و اسيد 

وي بنزوات سديم و اسيد نوشابه زمزم حا - 6سيتريك، 
شربت  - 8ژله فرمند حاوي اسيد سيتريك،  -  7سيتريك، 
 .ايچ حاوي اسيد آسكوربيك و اسيد سيتريك پرتقال سن

ليتر محلول رينگر  ميلي 90ا با ه گرم از هر يك از نمونه 10
) 10-4تا رقت (طور كامل مخلوط و از آنها سري رقت ب

با دو   ختلف از هر نمونهاز رقتهاي مليتر  يك ميلي. تهيه شد
بر روي پليتهاي نوترينت آگار ريخته و به آرامي با تكرار 

سپس . )18(اي سركج در سطح پليت پخش شد ميله شيشه
درجه سانتي  37ساعت درانكوباتور  24ها بمدت  پليت

سازي آزمايشهاي  پس از خالص. قرار گرفتگراد 
ي شده بيوشيميايي زير جهت شناسايي باكتريهاي جداساز

گرم، كاتالاز، اكسيداز، حركت،  ميزيآ رنگ: انجام پذيرفت
هوازي، تست وژپرسكوئر،  اندول، احياء نيترات، رشد بي

و تخمير هيدراتهاي كربن  درجه سانتي گراد 45رشد در 
گلوكز، آرابينوز، گزيلوز، مانيتول، ترهالوز، ساكاروز، (

ا ليستريسپس باكتري ) سلوبيوز، رافينوز، گالاكتوز
داشتن قدرت بيماريزايي  بعلتشناسايي شده منوسيتوژنز 
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انتخاب و جهت بررسي حساسيت آن نسبت به مواد 
  .)3(نگهدارنده مختلف مورد بررسي قرار گرفت

 100مقدار  :تهيه محلول ذخيره مواد نگهدارنده -ج
 ليتر ميلي 10 در )درصد 5/2نيزاپلين ( نايسينگرم از  ميلي

 IU/mlتا غلظت آن به مال حل شد نر 02/0اسيدكلريدريك 
 45/0فيلتر استفاده از سپس با  ).µg1IU=40( برسد 104

 درجه سانتي گراد - 20و در دماي  ،استريل يميكرومتر
رقتهاي مختلف از آب مقطر  و براي تهيه ،شد منجمد

 درصد 10جهت تهيه محلول . )12( استريل استفاده شد
 100ودر آنها در گرم از پ 10 با حل كردن اسيدهاي آلي

 45/0فيلتر استفاده از سپس با و  تهيهليتر آب مقطر  ميلي
 درجه سانتي گراد 4 و در دماي استريل شد يميكرومتر

در آب نامحلول است و از اسيد بنزوييك  .نگهداري شد
جهت تهيه . الكلي آن استفاده شد درصد 10محلول 

  .بكار رفتهاي مختلف آب مقطر استريل  رقت

 MIC )Minimum Inhibitory ن ميزانتعيي - د

Concentration( و MBC )Minimum Bacteriocidal 

Concentration  (ليستريا منوسيتوژنز در  مواد نگهدارنده
تا  1لوله آزمايش استريل آماده و از  10 :شيرجدا شده از 

ليتر از ماده نگهدارنده  يك ميلي. شماره گذاري شد 10
ليتر در لوله شماره دو  و يك ميلي استريل در لوله شماره يك

يك  بميزاناستريل  TSBسپس از محيط كشت . ريخته شد
جهت تهيه . اضافه شد 10تا  2هاي شماره  لوله بهليتر  ميلي

مخلوط پس از  2محتويات لوله ميلي ليتر از  1سري رقت 
لوله  به 3منتقل و بهمين طريق از لوله  3به لوله شماره  نشد

يك  9از لوله  و نتقال انجام گرفتا 9اره و تا لوله شم 4
 ميكروبي كه حاوي كشت از . ليتر دور ريخته شد ميلي

CFU/ml106×5/1 ليتر اضافه شد است به هر لوله يك ميلي .
كنترل بعنوان  10لوله . ليتر است ميلي 2حجم نهايي هر لوله 

ليتر باكتري  ميلي 1ليتر محيط كشت و  ميلي 1مثبت و حاوي 
ليتر  ميلي 1كنترل منفي است و حاوي بعنوان  1له لو. است

ها  لوله. باشد ليتر باكتري مي ميلي 1ماده ضد ميكروبي و 

 درجه سانتي گراد 37ساعت در دماي  20تا  16بمدت 
سپس لوله ها از نظر وجود كدورت بررسي . انكوبه گرديد

نگهدارنده رشد حداقل غلظتي كه در آن غلظت ماده . شد 
مهار كرده است و لوله شفاف ديده مي شود باكتري را 

پس از تعيين حداقل . )1( است MIC مشخص كننده ميزان
حداقل غلظت  ،باكتريمهار غلظت ماده نگهدارنده براي 

از لوله . تعيين شدكشندگي ماده نگهدارنده در برابر باكتري 
كمك سواپ ه مهار شده بود بهاي شفاف كه رشد در آنها 

يط كشت جامد مولر هينتون آگار كشت استريل بر روي مح
گراد  درجه سانتي 37در دماي ساعت  72تا  48ها پليتداده و 

كمترين غلظت ماده نگهدارنده كه در آن . انكوبه شدند
غلظت هيچ باكتريي زنده نمانده باشد بيان كننده ميزان 

MBC 1( آن ماده است(.  

وژنز ليستريا منوسيتبر روي  نايسينبررسي اثر مهاري  -ه
اي استريل  پنير خامهدرشرايط استريل  :در دماي يخچال

گرمي براي هر  25نمونه هاي (ن مواد نگهدارنده دوتازه كه ب
با فويل آلومينيومي بسته شده در بشرهاي استريل را ، )تيمار

ليتر محلول بافر پپتون نمكي  ميلي 10 و با ،استريل ريخته
كلريد سديم  نمك درصد 85/0پپتون و  درصد 1/0داراي 

ا قاشقك چوبي د و بمنمونه پنير بصورت هموژن درآ
و جدا شده از غذا منوسيتوژنز ليستريا سويه . يكنواخت شد

به  CFU/g106×5/1 بميزان TSBدر محيط كشت رشد كرده 
يك نمونه كنترل بدون تلقيح باكتري از . هر نمونه تلقيح شد

ليستريا تري و يك نمونه كنترل فقط داري باك نايسينو بدون 
 IU/ml800تا  نايسينمحلول ذخيره . استفاده شدمنوسيتوژنز 

ليتر به هر تيمار  ميلي 20 بميزاندر آب مقطر استريل رقيق و 
نمونه ها . ليتر بود ميلي 30حجم نهايي نمونه . اضافه شد

. انكوبه شد درجه سانتي گراد 4روز در دماي  21بمدت 
هاي  يكبار از نمونه روز 3هاي زنده هر جهت شمارش سلول

گار آBHI   كنترل و تيمار رقت تهيه و بر سطح محيط كشت
درجه  37ساعت در دماي  24مدت نمونه ها ب. تلقيح شد
  .)27(و تعداد باكتريها شمارش شد انكوبه سانتي گراد

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 1386، پائيز 3، شماره 20جلد                                                                                          مجله زيست شناسي ايران                 

٢٠٠ 
 

دار بودن  يجهت بررسي معن :هاي آماري ارزيابي - و
از طرح  حاصل در مقايسه با كنترلهاي تفاوت بين منحني

ها  دليل نرمال نبودن دادهب. فاكتوريل تك عاملي استفاده شد
 Minitabافزار  از آنها لگاريتم گرفته شد و با استفاده از نرم

دار بودن اختلاف بين منحنيهاي  تعيين و معني Fميزان 
دار  جهت بررسي معني .كنترل و مورد آزمايش بررسي شد

اسيت يا مقاومت از بودن اختلاف بين باكتريها از نظر حس
با  Paired-Samples T Test، آزمون SPSS  13افزار نرم

  .استفاده شد 05/0احتمال خطاي 

  نتايج
كلني متفاوت  12. نوع باكتري از لبنيات جدا شد 18در كل 

كلني متفاوت از شير بر روي پليتهاي نوترينت  6از پنير و 
جدا شده  زليستريا منوسيتوژنكه از بين آنها . آگار رشد كرد

انتخاب و ميزان  آن بدليل پتانسيل بيماريزايي از شير
نشان  1جدول  .حساسيت آن به مواد نگهدارنده بررسي شد

مواد نگهدارنده در باكتري  MIC تعيين ميزاننتايج دهنده 
و مقايسه آن با باكتري  شيرجدا شده از  منوسيتوژنز ليستريا
مربوط نتايج  2و جدول  ، PTCC1164 منوسيتوژنز ليستريا

نشان  1شكل . را نشان مي دهد MBC تعيين ميزانبه 
در معرض  يباكتريهاروز يكبار  3هر نتايج شمارش دهنده 
  .مي باشدشمارش روز  21طي  نايسين

  بحث و نتيجه گيري
باكتري گرم مثبت  درصد 56/84از باكتريهاي جداسازي شده 

 38/15و ) كوكسي درصد 76/30و باسيل  درصد 8/53(
با نتايج آزمايش  است كه تقريباًباسيل گرم منفي  درصد

Lateef  83آنها . مطابقت دارد 2004و همكاران در سال 
باكتري گرم منفي  درصد 17باكتري گرم مثبت و  درصد

در جداسازي ). 18( مقاوم از شربت پرتقال جداسازي كردند
نوع باكتري از لبنيات جدا شد كه پس از شناسايي،  18اوليه 

سويه ليستريا منوسايتوژنز انتخاب و ميزان حساسيت آن به 
  .مواد نگهدارنده بررسي شد

  

جدا شده نسبت به غلظت مجاز  منوسيتوژنز ليسترياباكتري 
، )درصد 3/0(، اسيدسوربيك )درصد2/0(سديم  بنزوات
، )درصد 1(سديم  ، سيترات)درصد 3/0(پتاسيم  سوربات

در ) درصد 1/0(داستيك ، و اسي)درصد 38/0(اسيدپروپيونيك
از آنجا كه سميت اسيدهاي آلي بواسطه  .غذا مقاوم بود

مولكول يونيزه نشده آن است، بنابراين سميت اين مواد بر 
روي ميكروارگانيسم بستگي به نوع اسيدآلي، غلظت آن و 

  ).15( دماي انكوباسيون دارد

  

  PTCC1164منوسيتوژنز  ليسترياجدا شده از شير و  منوسيتوژنز ليستريابر روي  TSBمواد نگهدارنده شيميايي و طبيعي در محيط  MICمقايسه  :1جدول 

  نام مواد نگهدارنده
MIC بر حسب g/ml  

   PTCC1164 ليستريا منوسيتوژنز  جدا شده ليستريا منوسيتوژنز

  شيميايي

  درصد187/0 درصد75/0 اسيدسيتريك
  درصد75/0 درصد5/1 سديمسيترات
  درصد00625/0 درصد0125/0 بنزوييكاسيد

  درصد75/1 درصد7 سديمبنزوات
 درصد1 درصد1 اسيدسوربيك

  درصد625/0 درصد5/2 پتاسيمسوربات
  درصد625/0 درصد625/0 اسيداستيك

  درصد625/0 درصد25/1 اسيدپروپيونيك
  IU/ml125 IU/ml500 ينسيان طبيعي
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  PTCC1164 منوسيتوژنز ليسترياجدا شده از شير و   منوسيتوژنز ليستريابر روي   TSBمواد محافظ شيميايي و طبيعي در محيط كشت  MBCمقايسه  :2جدول 

  

  نام مواد نگهدارنده
MBC بر حسب g/ml  

   PTCC1164 ليستريا منوسيتوژنز  جدا شده ليستريا منوسيتوژنز

  شيميايي

  درصد187/0 درصد5/1 اسيدسيتريك
  درصد75/0 درصد3 سديمسيترات

  درصد00625/0 درصد025/0 اسيدبنزوييك
  درصد75/1 درصد7 سديمبنزوات

 درصد1 درصد2 اسيدسوربيك
  درصد625/0 درصد5 پتاسيمسوربات

  درصد625/0 درصد25/1 اسيداستيك
  درصد625/0 درصد5/2 اسيدپروپيونيك

  IU/ml125 IU/ml500 ينسيان طبيعي
 
  

  

  

  

  

  

  
  

 ليستريا منوسيتوژنزين بر روي باكتري سارزيابي كارآيي ني): 1(شكل
 يخچالجدا شده در دماي 

جدا شده نسبت به اسيدبنزوييك،  منوسيتوژنز ليسترياباكتري 
سديم، اسيدسوربيك،  سديم، اسيدسيتريك، سيترات بنزوات
از مقاومتر پتاسيم، اسيداستيك و اسيدپروپيونيك  سوربات

مكانيسم عمل . است PTCC1164 منوسيتوژنز ليسترياري باكت
اسيدهاي آلي وابسته به نفوذ آنها به غشاء سلول ميكروبي 
است كه باعث جدا شدن انتقال ماده و فسفريلاسيون 

رها شدن پروتون . اكسيداتيو از سيستم انتقال الكترون مي شود
)+H ( باعث اسيدي شدن محتواي سلول شده و ديواره سلول

اين علت اصلي مرگ . كند يون اسيدهاي آلي را متابوليزه ميآن
اما پيشنهاد . ميكروارگانيسم در حضور اسيدهاي آلي است

شده كه كسر كوچكي از جمعيت سلولي با قرار گرفتن در 
معرض اسيد، نسبت به ساير سلولها مقاومتر است يا اينكه 

نين همچ. كنند ديده بازيابي شده و رشد مي  سلول هاي صدمه
در معرض اسيد، باكتري را در  منوسيتوژنز ليسترياقرار گرفتن 

 ليسترياسويه ). 12(كند برابر اسيديته بيشتر سازگار مي
 نايسينجدا شده نسبت به غلظت مجاز  منوسيتوژنز

)IU/ml 4000 ( در مواد غذايي حساسيت نشان
ليستريا نسبت به  نايسيناثر  .)=IU/ml  125 MIC(دهد مي

هاي مختلفي MIC و  وابسته به سويه است نزمنوسيتوژ
و همكاران در  Mohamedاز جمله . گزارش شده است

 نايسين IU/ml 256ا ت IU/ml 32غلظت  در 1984سال 
 Harris مهار كردندرا  منوسيتوژنز ليستريا هاي مختلف  سويه

در  منوسيتوژنز ليستريادر مطالعه ديگر سه سويه از  .1991
  . )24(ار شدمه IU/ml 400غلظت 

با غلظتهاي مجاز  شيرجدا شده از  ليستريا منوسيتوژنزاگرچه 
باكتري در  درك اينكه در محيط كشت مهار شد اما نايسين

در غذا . مشكل است كند ماده غذايي چگونه عمل مي
: كننده وجود دارد  هاي طبيعي و ميكروفلور رقابت مهاركننده

سازي باكتري   غيرفعال داشتن اسيد كمتر از آنچه براي مهار يا
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لازم است، تيمار حرارتي، دماي نگهداري، فعاليت آب 
تواند با ماده  محصول و حضور افزودنيهاي غذايي ديگر كه مي

كنندگي يا  تشديد(نگهدارنده مورد نظر برهمكنش داشته باشد 
در محيط غذايي شود ماده نگهدارنده در  باعث مي) ممانعتي

در آزمايشها به آن اشاره شد عمل هاي متفاوت با آنچه غلظت
و غلظت  7/6- 75/6پنير برابر با  pHدر اين آزمايش  .)5(كند

درجه سانتي گراد  4دماي . بود درصد 3- 15/3نمك در پنير 
غلظت نايسين . بكار رفت ،لبنيات در يخچال نگهداري بعلت

ها انتخاب نايسين براي باكتري MICبكار رفته بيش از ميزان 
رفعال شدن ماده ضد ميكروبي در صورت شد تا از غي

نامناسب بودن شرايط محيطي و ايجاد مقاومت در باكتري 
امكان وجود مواد نگهدارنده  بعلتاز طرفي . جلوگيري شود

ديگر در پنير، از يك كنترل استفاده شد تا رشد باكتري در 
مورد  منوسيتوژنز ليسترياسويه . غياب نايسين بررسي شود

نايسين با آناليز آماري به روش فاكتوريل بررسي در حضور 
داري نشان  كاهش معني 05/0تك عاملي و با احتمال خطاي 

 منوسيتوژنز ليسترياتواند مقاومت سويه  علت اين امر مي. نداد
درجه  4 در دماي) اي پنير خامه(به نايسين در محيط غذايي 

ار هاي مقاوم با قر با توجه به اينكه سويه .باشد سانتي گراد
 گرفتن باكتري در معرض نايسين در غذا مورد انتظار است

و در ايران از اين ماده نگهدارنده براي محافظت مواد  )16(
هاي جدا  مقاومت در سويه ايجادشود  غذايي استفاده نمي

توان گفت كه  اما نمي. شده در ايران دور از انتظار است
ين نايسين غيرفعال شده چون در همين شرايط و با هم

جدا شده از پنير را  سرئوس باسيلوسسويه غلظت توانسته 
نتايج در اينجا (  كاهش دهد logCFU/ml5 روز 21طي 

و همكاران در  Ganzleطبق مطالعات ). نشان داده نشده است
فعاليت باكتريوسين ممكن است در محيط غذايي  1999سال 
جزاء تغيير در حلاليت و بار باكتريوسين، اتصال آن به ا بعلت

 غذا و غير فعال شدن باكتريوسين توسط پروتئازها مهار شود
و سوربات  نايسينو همكاران اثر Abdalla همچنين . )7(

درجه سانتي  35در دماي  منوسيتوژنز ليسترياپتاسيم را بر 
اما اين مواد . بررسي كردند پنيرساعت در  48و بمدت  گراد

 بعلتد كه شايد در غلظت مهار كننده بر باكتري اثر نداشتن
يند، تجزيه در طي آكاهش مواد ضد ميكروبي در حين فر

مناسب بودن شرايط محيط براي نامراحل اوليه عمل آمدن و يا 
همچنين امكان ايجاد . )24( عمل ماده ضد ميكروبي باشد

هاي غذايي مقاوم در برابر مواد ضد ميكروبي در  بيماريزا
ارآيي تيمارهاي مراحل مختلف توليد غذا ممكن است بر ك

و همكاران در سال  Davies .)15( كننده اثر بگذارد محافظت
در  پنيررا بطور مؤثر در  منوسيتوژنز ليسترياتوانستند  1994

و  Abee. )9( كنترل كنند درجه سانتي گراد 6- 8دماي 
در  نايسينمتوجه شدند كه فعاليت  1994همكاران در سال 

دماي پايين غشاء  چون در. يابد دماي پايين كاهش مي
هاي  پذيري كمتري نسبت به سويه هاي مقاوم انعطاف سويه

در نتيجه تغيير زنجيره هاي هيدروكربني . حساس دارند
ليپيدهاي غشاء كه در سويه هاي مقاوم و در دماي پايين رخ 

غذايي به  هدهد، سياليت غشاء كاهش يافته و انتقال ماد مي
به  نايسينو مانع ورود  دريگمي داخل سلول تحت تأثير قرار 

در باكتري  نايسينمقاومت به  .)20( شود سلول باكتري مي
 1994و همكاران در سال  Daviesتوسط  منوسيتوژنز ليستريا

). 27 و 16( گزارش شد 1991و همكاران در سال  Harrisو 
Pol & Smid  8نشان دادند كه در دماي  1999نيز در سال 

 بيشتر ازسيلوس سرئوس حساسيت با درجه سانتي گراد
درجه  20است؛ اما در دماي  نايسينبه  سيتوژنزمنو ليستريا

مقاومت  .)24( مي باشدحساسيت آنها مشابه  سانتي گراد
  IU/mlنسبت به  منوسيتوژنز ليستريا هاي مختلف سويه
   .)29( گزارش شده استنيز  نايسين 500

در  وژنزمنوسيت ليستريا دهد كه حساسيت اين تحقيق نشان مي
و در داخل پنير از حساسيت آن در شرايط دماي يخچال 

 IU/mlآزمايشگاه كمتر است لذا بايستي از غلظتهاي بالاتر از 
اسيدهاي آلي و حاصل با توجه به نتايج  .استفاده شود 800

نمك آنها مواد نگهدارنده مناسبي جهت كنترل مواد غذايي 
. جايگزين شوند و بايستي با مواد نگهدارنده طبيعي بودهن

دارد اما زيادي براي كنترل بعضي از باكتريها كارايي  ننايسي
از جهت جلوگيري از گسترش مقاومت در باكتريها بايستي 
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  .شود توليد پنير پيشنهاد مي

  منابع
يين بررسي اثر ضد ميكروبي برگ گياه بارهنگ و تع. )1365(. ناظم، ح  - 1

MIC  وMBC پايان نامه  .برگ گياهان توت سفيد و زبان گنجشك
  .41- 42 :دكتراي داروسازي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان

2- (1992). Modern food microbiology. Fourth 
edition. New York. London. 

3- (1993). Cowan and steel’s manual for the 
identification of medical bacteria. Third edition. 
Cambridge university press. England. 

4- (1999) Principles and practice of disinfection, 
preservation and sterilization. Third edition. 
Blackwell Science, USA. 

5- Ahamad, N. and Marth, E. H. (1989). Behavior 
of Listeria monocytogenes at 7, 13, 21, and 35°C 
in tryptose broth acidified with acetic, citric, or 
lactic acid. Journal of Food Protection, 52: 688-
695. 

6- Broughton, J. D. (1990). Nisin and its uses as a 
food Preservative. Food Technology: 100-112. 

7- Chen, H. and Hoover, D. G. (2003). Bacteriocins 
and their food application. Comprehensive 
Reviews Food Science and Food Safety, 2: 82-
100. 

8- Crandall, A. D. and Montville T. J. (1998). Nisin 
Resistance in Listeria monocytogenes ATCC 
700302 is a complex phenotype. Applied and 
Environmental Microbiology, 64: 231-237. 

9- Davies, E. A., Bevis, H. E. and Delves-
Broughton. (1997). The use of bacteriocin, nisin, 
as a preservative in ricotta type cheeses to 
control the food-borne pathogen Listeria 
monocytogenes. Letters in Applied 
Microbiology, 24: 343-346. 

10- De Martinis, E. C. P., Crandall, A. D., Mazzotta, 
A. S. and Montville, T. J. (1997). Influence of 
pH, salt, and temperature on nisin resistance in 
Listeria monocytogenes. Journal of Food 
Protection, 60: 420-423. 

11- Dodd, H. M., Horn, N., Giffard, C. J. and 
Gasson, M. J. (1996). A gene replacement 
strategy for engineering nisin. Microbiology, 
142: 47-55. 

12- Ellin Doyle, M. (1999). Literature survey of the 
various techniques used in Listeria intervention. 
(http://www.wisc.edu/fri/briefs.htm) 

13- Ennhar, S. and Sashihara, T. (2000). Class IIa 
bacteriocins: biosynthesis structure and activity. 
FEMS Microbiology Review, 24: 85-106. 

14- Forysythe, S. J. (2000). The microbiology of 
safe food, Blackwell Science: 10-62. 

15- Harris, L. J. and Fleming, H. G. (1992). 
Development in nisin research. Food Research 
International, 25: 57-66. 

16- Harris, L. J., Fleming, H. P., and Klaenhammer, 
T. R. (1991). Sensitivity and resistance of 
Listeria monocytogenes ATCC 19115, ScottA, 
and UAL500 to nisin. Journal of Food 
Protection, 54: 836-840. 

17- Ivanova, I., Kabadjova, P., Pantev, A., Danova, 
S. and Dousset, X. (2000). Detection, 
purification and partial characterization of a 
novel bacteriocin substance from Boza-
Bulgarian Cereal beverage. Biocatalysis: 
Fundamentals and Application, 41: 47-53. 

18- Lateef, A., Oloke, J. K. and Gueguim-Kana, E. 
B. (2004). Antimicrobial resistance of bacterial 
strains isolated from orange juice products. 
African Journal of Biotechnology, 3: 334-338. 

19- Martirani, L., Varcamonti, M., Naclerio, G. and 
Felice, M. (2002). Purfication and partial 
characterization of bacillocin 490, a novel 
bacteriocin produced by a thermophilic Bacillus 
licheniformis. Microbial Cell Factories, 1: 1-5. 

20- Ming, X. and Daeschel, M. A. (1993). Nisin 
resistance of foodborne bacteria and the specific 
resistance responses of Listeria monocytogenes 
ScottA. Journal of Food Protection, 56: 944-
948. 

21- Morgan, S. M., Galvin, M., Kelly, J., Ross, R. P. 
and Hill, C. (1999). Development of a lacticin 
3147-enriched whey powder with inhibitory 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 1386، پائيز 3، شماره 20جلد                                                                                          مجله زيست شناسي ايران                 

٢٠۴ 
 

activity against foodborne pathogens. Journal of 
Food Protection, 62: 1011-1016. 

22- Noonpakdee, W., Snativarangekna, C., 
Jumriangrit, P., Sonomot, K. and Panyim, S. 
(2003). Isolation of nisin producing Lactococcus 
lactis WNC20 from Nham, a traditional Thi. 
International Journal of Food Microbiology, 81: 
137-145. 

23- Olasapo, N. A., Schillinger, U. and et al. (1999). 
Occurrence of nisin z production in Lactococcus 
lactis BFE 1500 isolated from wara, a traditional 
Nigerian cheese product. International Journal 
of Food Microbiology, 53: 141-152. 

24- Pol, I. E. and Smid, E. J. (1999). Combined 
action of nisin and carvacrol on Bacillus cereus 
and Listeria monocytogenes. Letters in Applied 
Microbiology, 29: 166-170. 

25- Sahl, H. G. and Bierbaum, G. (1998) 
Lantibiotics: Biosynthesis and biological 
activities of uniquely modified peptides from 
gram-positive bacteria. Annual Review 
Microbiology, 52: 41-79. 

26- Siegrs, K. and Entian, K. D. (1995). Genes 
involved in immunity to the lantobiotic nisin 
produced by Lactococcus lactis 6F3. Applied 

and Environmental Microbiology, 61: 1082-
1089. 

27- Song, H-J. and Richard, J. (1997). Antilisterial 
activity of three bacteriocins used at sub 
minimal inhibitory concentrations and cross-
resistance of the survivors. International Journal 
of Food Microbiology, 36: 155-161. 

28- Soomro, A. H., Masud, T. and Anwaar, K. 
(2002). Role of lactic acid bacteria (LAB) in 
food preservation and human health. Pakistan 
Journal of Nutrition, 1: 20-24. 

29- Ukuku, D. O. and Shelef, L. A. (1997). 
Sensitivity of six strains of Listeria 
monocytogenes to nisin. Journal of Food 
Protection, 60: 867-869. 

30- Verheul, A., Russell, N. J., Vanthof, R., 
Rombouts, F. M. and Abee, T. (1997). 
Modifications of membrane phospholipids 
composition in nisin-resistant Listeria 
monocytogenes Scott A. Applied and 
Environmental Microbiology, 63: 3451-3457. 

31- Zapico, P., Medina, M., Gaya, P. and Nuñes, M. 
(1998). Synergistic effect of nisin and the 
lactoperoxidase system on Listeria 
monocytogenes in skim milk. International 
Journal of Food Microbiology, 40: 35-42. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 1386، پائيز 3، شماره 20جلد                                                                                          مجله زيست شناسي ايران                 

٢٠۵ 
 

 

 
Evaluation of applicability of Nisin on milk isolated bacteria 

Listeria monocytogenes which is also resistant to some organic 
acides in cheese 

Nasr A., Kasra Kermanshahi R., and Nahvi I. 
Biology Dept., Faculty of Sciences, Isfahan University, Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 
In this investigation one strain of local Iranian Listeria monocytogenes was isolated 
from nonpasturized milk and then MICs & MBCs of organic acids & their salts and 
nisin were measured against this strain with serial dilutiom method and it was compared 
with Listeria monocytogenes PTCC1164. The MICs of isolated strain for sodium 
benzoat (7%), sorbic acid (1%), potassium sorbat (2.5%), sodium citrate (1.5%), 
propionic acid (1.25%) and acetic acid (0.625%) show resistance and for nisin (125 
IU/ml) and benzoic acid (0.0125درصد) show sensitivity to permitted dose of preservatives 
in foods that are 0.2%, 0.3%, 0.3%, 1%, 0.38% and 0.1% respectively. Then the 
efficacy of nisin (800 IU/ml) was measured against isolated Listeria monocytogenes in 
cheese at refrigerator temperature for 21 days. The results showed that this strain of 
listeria monocytogenes was resistant to this condition. In other studies resistance was 
reported in Listeria monocytogenes to 500 IU/ml of nisin but in this study it was 800 
IU/ml and it was in labroatory condition however in this study it was reported in cheese 
condition.  

Keywords: Nisin, Listeria monocytogenes, preservative, efficacy, cheese 
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