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چکیده
کشـت  سـی قابلیـت بازدارنـدگی    بررور پنیر فراپالایشی دیرسینیا انتروکولیتیکا هاي مختلف رفتار سویهاین تحقیق مطالعهاز هدف 

از در هـر گـرم  واحـد لگـاریتمی  3براي این منظور، شیر پاستوریزه و فراپالایش شده بـا تعـداد   . بودبر این باکتريآغازگر لاکتیکی 
DSMهاي استاندارد سویه شـت  پنیـر دارا و فاقـد ک  هـاي  نمونهشد وتلقیح یرسینیا انتروکولیتیکاو سویه بومی 9499DSMو 11502

در کشـت  بـا روش داري ماه دوره نگه2گذاري و طی در زمان تلقیح، متعاقب گرمخانهیرسینیا انتروکولیتیکاتعداد . آغازگر تهیه شدند
یرسـینیا  گـذاري تعـداد   گرمخانـه بعـد از طبـق نتـایج مطالعـه،    . قرار گرفـت تأیید مورد PCRآزمونشمارش و باآگار CINمحیط 

امـا طـی   . افزایش پیدا کـرد )P>01/0(واحد لگاریتمی 14/4به مقدار هاي دارا و فاقد آغازگر گروه از نمونهدر هر دوانتروکولیتیکا
هـاي دارا و فاقـد   نمونهبین pHکه مقدار جاییاز آن. یافتهاي حاوي آغازگر کاهشباکتري فقط در نمونهتعداد این،داريدوره نگه

در پنیـر فراپالایشـی   یرسینیا انتروکولیتیکا مهار کنندهلذا شرایط اسیدي از عوامل اصلی شت؛دا) P>01/0(يدارآغازگر تفاوت معنی
يدارمعنـی طـور  هـاي آزمایشـگاهی بـه   در مقایسه بـا سـویه  یرسینیا انتروکولیتیکادست آمده، سویه بومی بر اساس نتایج به. باشدمی

)01/0<P (یرسـینیا انتروکولیتیکـا  کشت آغازگر در غیرفعال نمودن در نظر گرفتن نقش با. پایداري بیشتري در پنیر فراپالایشی داشت ،
بـا قابلیـت تولیـد ترکیبـات     یهایهاي آغازگر و یا استفاده از کشتبراي تکثیر و فعالیت مناسب باکتريیو زمانییایجاد شرایط دما
هاي احتمالی پنیر فراپالایشی ترل مخاطره ناشی از آلودگیدر کنعلاوه بر ایجاد طعم و بافت مناسب در محصول، تواند آنتاگونیستی می

.موثر باشد

پنیر فراپالایشی، کشت آغازگر،یرسینیا انتروکولیتیکا:کلیديهايواژه
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مقدمه
زاي هاي مهـم بیمـاري  از باکتريیرسینیا انتروکولیتیکا

شـامل  مرفولـوژیکی  خصوصـیات  و از نظر بودهغذایی 
یداز منفـی و  گرم منفی، غیراسپورزا، اکس،هکوتاهاباسیل

قـادر بـه تحمـل   ایـن بـاکتري   . هوازي اختیاري استبی
مقـدار  و ) 6/7مقدار مطلـوب (10تا 4بین pHتغییرات

,Bottone(باشـد مـی نمـک  درصـد  5 1991; Robins-

Browne and Hartland, 2003 and Zadernowska et

al., درجـه  45تا 0یایدمدامنه رشد باکتري در ).2014
درجـه  29تـا  25محـدوده دمـاي مطلـوب   سلسیوس و 

,Weagant and Feng(گیـرد  سلسـیوس صـورت مـی   

ایـن بـاکتري   ،سرماگراطبیعت دلیل دارا بودن به). 2001
در مواد غذایی ،تواند بدون ایجاد علایم ظاهري فسادمی
وجـب داري شده در یخچال رشد و تکثیر نموده و منگه

ــوارض ــع ــود گون Robins-Browne and(اگونی ش

Hartland, عامـل بیمـاري   یرسینیا انتروکولیتیکا). 2003
یرسینیوزیس در انسان است و علایم عفونـت از اسـهال   

. مزانتریک متغیر اسـت ملایم و محدودشونده تا لنفادنیت
ــالینیهــاي و ســندرمعــوارضیگــرداز  آن ازیناشــب

،بکـــاذیســـیتآپاندی،ســـمیســـپتتـــوان بـــه مـــی
Weagant(یـت اشـاره نمـود   آرتریو ووداتکسایتفارنژ

and Feng, 2001.(
ــا ــینیا انتروکولیتیک ــاك، فاضــلاب،  یرس ــب در خ اغل

چنین در مواد غذایی نظیر گوشـت  هاي شیرین و همآب
مـرغ،  ، تخـم هاي آنو فرآوردهقرمز، گوشت ماکیان، شیر

Minnich(شودیافت می...سبزیجات و  et al., 2001;

and Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, از ).2003
هاي مختلف این باکتري فقط تعداد محـدودي  بین سویه

مختلـف منـابع  میـان درزاي انسـانی هسـتند و   بیماریی
بـه ها یهسواین انتقال یاصلأخوك منشگوشت، غذایی

Robins-Browne and(اســتگــزارش شــدهانســان

Hartland, ودگی شیرهاي خام و پنیرهاي آلالبته .)2003
در یرسـینیا انتروکولیتیکـا  زاي هاي بیماريسویهسنتی با 

اسـت  گردیـده و از جمله در ایران گزارش سرتاسر دنیا
)Aytaç and Özbaş, 1992; Weagant and Feng,

2001; Skurnik et al., 2010; Hanifian and Khani,

2012a .(انتروکولیتیکـا یرسینیا با ردیابی ،از سوي دیگر
ــیر ــال هايدر شـ ــتوریزه، احتمـ ــت  پاسـ ــدم کفایـ عـ

شـده مطـرح  بـروز آلـودگی ثانویـه    پاستوریزاسیون و یا
در نتیجه خطر ابتلاي انسان از طریق مصرف شـیر  . است

باشــددیــده نیــز منتفــی نمــیهــاي حــرارتو فــرآورده
)Ackers et al., 2000; Soltan-Dallal et al., 2004;

Longenberger et al., ).1390حنیفیان، ؛ 2014
درجــه 72(پنیــر فراپالایشــی از شــیر پاســتوریزه    

و متعاقب فراپـالایش  گاوي ) ثانیه15به مدتسلسیوس 
)Ultra-filtration (ایـن نـوع پنیـر داراي    . شـود تهیه می

11درصـد چربـی،   15درصد مـاده خشـک،   34حداقل 
. شــدبامــی6/4-8/4آن در بــازه pHدرصــد پــروتئین و 

درصـد اسـت کـه    4تـا  2مقدار نمک پنیـر فراپالایشـی   
. شـود به لخته اضافه می) dry salting(صورت خشک به

27در (گـذاري گرمخانـه این نوع پنیر پس از طـی دوره  
در (داري و دوره نگـه ) روز1درجه سلسیوس به مـدت  

به بازار عرضـه  ) هفته2تا 1درجه سلسیوس به مدت 8
Karami(گردد می et al., 2009 .(

هـاي  غلظـت پـروتئین  ،شـیر در طی فرایند فراپالایش 
و منجر بـه  افزایش یافته) Retentate(رتنتیتدر سرمی 

در نتیجه رشـد  . شودرتنتیت میظرفیت بافري بالا رفتن 
بـه  pHو به تبع آن نزول هاي لاکتیکی و فعالیت باکتري

ــی ــدي صــورت م ــردکن Karami(گی et al., 2009( .
این نوع پنیرگذاريگرمخانهدوره محدود بودن،علاوههب
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فرصت کافی براي فعالیت کشت آغـازگر  ،ساعت24به 
,Hanifian(د آورنمـی فـراهم  لاکتیکـی   لـذا، در  ). 2014

صورت موثر نبودن فرایند پاستوریزاسیون و یـا آلـودگی   
و عامـل فسـاد   زا يربیماهاي رشد میکروبخطر ثانویه، 

ایجـاد ع سرماگراي مقـاوم بـه اسـید و نمـک     ویژه انوابه
یرسـینیا  هاي مختلف ، رفتار سویهدر این مطالعه. دشومی

داري پنیر فراپالایشـی  طی روند تهیه و نگهانتروکولیتیکا 
لاکتیکی در مهار بـاکتري مزبـور   کشت آغازگرکفایتو 

.مورد ارزیابی قرار گرفت

هامواد و روش
لیتیکایرسینیا انتروکوهاي سویه-

هايسویههاي احتمالی در رفتار جهت ارزیابی تفاوت
در پنیـر فراپالایشـی، دو   یرسـینیا انتروکولیتیکـا   مختلف 

DSMبا کد این باکترياستاندارد سویه 9499و11502

DSM(DSMZ, Germany) ســویه یــک چنــین هــمو
جداسـازي  شرقی قه آذربایجانطمنمحلیاز پنیر بومی که 
,Hanifian and Khani(شده بود  2012a( ،  براي تلقـیح

یرسـینیا  هـاي زایی سـویه قابلیت بیماري. گردیداستفاده
ailبا ردیـابی ژن  انتروکولیتیکا (attachment invasion

locus) هـاي باکتریـایی   سـویه . قرار گرفتبررسی مورد
BHIطــی دو مرحلــه متــوالی در محــیط آبگوشــت     

)Merck, Germany (سازيفعال)درجـه سلسـیوس   29
دمـاي  در هاي ذخیره کشت. ردیدگ)ساعت24به مدت

داري شـد و یـک روز قبــل از   درجـه سلسـیوس نگـه   4
داده شـد تجدید کشـت  BHIدر محیط آبگوشت تلقیح

)Hanifian and Khani, 2012b.(

ایرسینیا انتروکولیتیکتلقیحی تهیه دوز -
روش بـا  لیهاودر کشت سینیا انتروکولیتیکاجمعیت یر

تعیــیننـانومتر  580طـول مـوج   بـا  وياسـپکتروفتومتر 
ــد ــان، (گردی ــلول. )1388حنیفی ــا  س ــایی ب ــاي باکتری ه

رسـوب  دقیقـه  20و مدت g4000سانتریفیوژ با شدت 
تـا  سـرم رینگـر اسـتریل    افـزودن باشدند و سپس داده

از واحد لگاریتمی در هر گرم 3تقریبی تعدادرسیدن به 
.گردیدسازي رتنتیت رقیق

یتهیه پنیر سفید فراپالایش-
) Retentate(از رتنتیـت  هـاي پنیـر   نمونـه براي تهیـه  

بـا فـاکتور   )ثانیـه 15درجه سلسیوس و 72(پاستوریزه 
کارخانــه شــیر از رتنتیــت . اســتفاده گردیــد1/5تغلــیظ 

و مشابه با ترکیب مـورد  شرقیپاستوریزه پگاه آذربایجان
قبـل از  . نیـر فراپالایشـی تـأمین شـد    استفاده براي تهیه پ

یرســینیا آلــودگی وجــود تلقــیح، رتنتیــت از نظــر عــدم 
. گردیـد با روش کشـت مسـتقیم ارزیـابی    انتروکولیتیکا

از اثرات مهـاري ترکیبـات   جلوگیريبه منظور علاوه، به
و نیز فعالیت کشت یرسینیا انتروکولیتیکابیوتیکی بر آنتی

بـا  ترکیبـات  ایـن  لودگی باآرتنتیت از نظر عدم آغازگر، 
ــوپن  ــون ک ــورد ) Copan Italia S.p.A., Italy(آزم م

بـا  طـور جداگانـه  بهسپس رتنتیت .قرار گرفتآزمایش
) Log cfu/g(هـر گـرم  به ازاي واحد لگاریتمی 3تعداد

نیا ییرســاســتاندارد و بــومیهــايهــر یــک از ســویهاز 
پنیـر  مطـابق دسـتورالعمل تهیـه   . تلقیح شدانتروکولیتیکا

هـاي  بـاکتري کشـت آغـازگر   سفید فراپالایشـی ایرانـی،  
FD-DVS FRC(هوموفرمانتـاتیو مزوفیل لاکتیکی 65(

)Chr. Hansen, Denmark (کشـت  هاي داراي به نمونه
کیلــوگرم 5000ازاي گـرم بـه  100بـه مقــدار  (آغـازگر  

کشت آغازگر شامل مخلـوطی از . گردیداضافه )رتنتیت
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لاکتـیس زیرگونـه وس لاکتـیس لاکتوکوک ـهـاي باکتري
)Lactococcus lactis subsp. lactis(، لاکتوکوکــوس

ــهلاکتــیس Lactococcus lactis(کرمــوریسزیرگون

subsp. cremoris( ،  زیرگونـه  لاکتوباسـیلوس دلبروکـی
Lactobacillus delbrueckii(بولگــاریکوس subsp.

bulgaricus ( اســــــترپتوکوکوس ترموفیلــــــوس و
)Streptococcus thermophilus (200مقدار سپس . بود

به ظـروف پنیـر   گرم از مخلوط رتنتیت و کشت آغازگر 
به مقـدار  )Meito Sangyo, Japan(رنتیافت وانتقال 

. شـد بـه مخلـوط اضـافه   ) وزنـی -وزنی(درصد 002/0
بـه درجه سلسـیوس  30مرحله لخته شدن پنیر در دماي 

ا کاغــذ ســطح لختــه بــ. دقیقــه انجــام گرفــت20مــدت 
ــوص  ــس از  ) Parchment paper(مخص ــانده و پ پوش

درب ظـروف  کاغـذ،  درصـد نمـک بـر روي    2افزودن 
,Hanifian(گردیدمسدود بـه هـاي پنیـر   نمونه. )2014

ــدت  ــاي روز 1مــ ــیوس 27در دمــ ــه سلســ درجــ
8در سـردخانه  60تـا روز  سپس وشدگذاري گرمخانه

Karami(گردیـد داري نگـه درجـه سلسـیوس    et al.,

2009.(

طرح مطالعه-
شش نوع پنیر فراپالایشی با در نظر ) 1(مطابق جدول 

گــرفتن اســتفاده یــا عــدم اســتفاده از کشــت آغــازگر و 
.تهیـه گردیـد  یرسـینیا انتروکولیتیکـا  چنین نوع سویه هم

طـی مراحـل   وشد ساختهپنیر نوعهر ازنمونه 9تعداد 
زمـان (ر سـاعت صـف  -1: زیر مورد ارزیابی قرار گرفت

5روز -3؛ )گـذاري پس از گرمخانه(1روز -2؛ )تلقیح
ــه( ــازارانتهــاي دوره قرنطین ــه ب -4؛ )و زمــان عرضــه ب

ــاي  ــی(60و 50، 40، 30، 10،20روزه ــهط ).دارينگ
، یرسـینیا انتروکولیتیکـا  شـمارش  (میکروبی هايآزمایش

، pH(ایی یو شـیم ) هـا ها و لاکتوباسـیلوس لاکتوکوکوس
هاي یاد شـده بـر روي   در زمان) و رطوبتدرصد نمک 

یبـار و ط ـ سـه این مطالعه .هاي پنیر انجام گرفتنمونه
.دیمجزا تکرار گرديروزها

انواع پنیر فراپالایشی تهیه شده با در نظر گـرفتن اسـتفاده از   -)1(جدول 
یرسینیا انتروکولیتیکاکشت آغازگر و سویه 

سویهکشت آغازگرنوع پنیر

S+, S1+11502

S+, S2+9499

S+, N+بومی

S-, S1-11502

S-, S2-9499

S-, Sn-بومی
)S+ (و)S- (هاي دارا و فاقـد آغـازگر؛   دهنده نمونهترتیب نشانبهS1 ،S2 وSn ترتیـب  بـه

DSMهاي استاندارد شامل سویه 11502 ،DSM یرسـینیا  ) Native(و سـویه بـومی   9499
.استانتروکولیتیکا

هاي میکروبی و شیمیاییآزمون-
از روش کشـت  یتیکـا انتروکولیرسینیاجهت شمارش 

CINیانتخـاب جامد) پایه(یطدر محیسطح agar base

 ـ )Merck, Germany(یـوتیکی بیو با افزودن مکمل آنت
Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin  اســــتفاده شــــد

)Weagant and Feng, گــرم از 10مقــدار ). 2001
لیتـر  میلـی 90بـا  سـازي، همگـن هاي پنیر متعاقب ونهنم

ــر   ــم پنی ــول هض ــازیتون و 1(محل ــد ک ــد 2درص درص
هـاي رقـت بـا    مخلـوط گردیـد و لولـه   ) سـدیم سیترات

تـا  10-2استریل از رقت درصد 1/0پپتونه استفاده از آب
Weagant(تهیـه شـد  8-10 et al., 1/0مقـدار ). 1998
. شـد داده آگار کشت CINياز هر رقت بر رولیتریلیم
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سـاعت  48بـه مـدت   یوسدرجـه سلس ـ 27در هایتپل
1-2قطر داراي يهاپرگنهسپس .گردیديگذارگرمخانه

شـمارش  رنگیبپیرامونمرکز قرمز رنگ و ، بامتریلیم
,Weagant and Feng(شــد 20از روز پــس . )2001

ــه ــه، داريدوره نگ ــه  در نمون ــایی ک ــداد ه ــینیا تع یرس
، از رسیده بودبه کمتر از حد قابل شمارشولیتیکاانتروک

10بـراي ایـن منظـور    . نمونه تغلیظ شده استفاده گردید
هـاي فـالکون   لولـه اولیـه در ون یلیتـر از سوسپانس ـ میلی

15به مـدت  g4000شتاب سانتریفیوژ با در و استریل 
 ـ . شددادهرسوب دقیقه 1/0ه بـا  دسـت آمـد  هرسـوب ب

گردیـد و در  مخلـوط پپتونه استریل محلول آبلیتریلیم
Hanifian and(کشت داده شد CIN agarمحیط کشت 

Khani, 2012b.( هاي شمارش نسبتی از پرگنهدر نهایت
.تأیید گردیدPCRشده با
هاي گر از محیطهاي کشت آغازشمارش باکتريبراي
و هـا لاکتوباسـیلوس آگـار بـراي   MRSانتخـابی  کشت
M17 آگار)Merck, Germany ( هـا لاکتوکوکـوس براي

سـریال  لیتـر از هـر لولـه   میلی1/0مقدار . استفاده گردید
ور منتقل و کشت سـطحی  هاي مزببه محیط کشترقت

ــت ــالاکتوکوکــوس. انجــام گرف ــاي ه درجــه 30در دم
ــیوس ــدت  سلس ــه م ــوازي  3ب ــرایط ه ــت ش روز تح

هـا لاکتوباسیلوسگذاري گرمخانه. گذاري شدندگرمخانه
هـوازي حـاوي   درجه سلسیوس در جار بی35در دماي 
روز 3بـه مـدت   ) C)Merck, Germanyنـوع  گاز پک

Gardiner(انجـام گرفـت   et al., هـاي ویژگـی ).1998
، درصد نمـک و رطوبـت بـر اسـاس     pHنظیریمیایی ش

,AOAC(تعیین گردیدAOACروش  1995.(

PCRبا یرسینیا انتروکولیتیکاتأیید -

هـاي  هـاي اسـتاندارد مجـذور تعـداد پرگنـه     یتدر پل
پرگنـه  100پرگنـه از مجمـوع   10مـثلاً  (شمارش شـده  

. شدارزیابی PCRبا انتروکولیتیکا یرسینیا ) شمارش شده
ــراي  ــن منظــور، ژن ب ــامی  ailای ــوزوم تم ــه در کروم ک
حضور دارد، یرسینیا انتروکولیتیکازاي هاي بیماريسویه

:9Aو از پرایمرهاي عنوان ژن هدف انتخاببه 5-GTT

TAT CAA TTG CGT CTG TTA ATG TGT
ACG-310وA: 5-CTA TCG AGT TTG GAG

TAT TCA TAT GAA GCG-3اســتفاده گردیــد
)Thisted Lambertz and Danielsson-Tham, 2005;

Hudson et al., 2008( .
حـاوي  در میکروتیوبیرسینیا انتروکولیتیکاهر پرگنه 

درجـه  29(کشـت داده شـد   BHIلیتر آبگوشـت  یلیم2
پـس از سـانتریفیوژ کـردن و    ). سـاعت 24سلسیوس و 

، )دقیقـه 10و g6000(هـاي بـاکتري   جداسازي سـلول 
DNA ــومی ــا ژن ــابق ب ــی   مط ــه قبل ــک مطالع روش ی

)Bhaduri and Cottrell, گردیــد و اســتخراج) 1998
ل بـا  الک ـایزوآمیـل -کلروفـرم -سپس با استفاده از فنـول 

. سازي شدخالص)Merck, Germany(25:24:1نسبت 
ــت  ــون 50در نهایـ ــر آب یـ ــده  میکرولیتـ ــی شـ زدایـ

)Deionized water ( عــاري ازDNA/RNA بــرروي
DNAخلــــوص و غلظـــت .گردیــداضــافهDNA

,Thermo Scientific(نـانودراپ  اسـتخراج شــده بــا

USA (نسـبت  ونـانومتر260طـول مـوجترتیب بابهو
5/12مخلـوط واکـنش شـامل    . ارزیـابی شـد280/260

، )Fermentas, Germany(2×میکرولیتــر مســترمیکس 
25و ) Eurofins, Germany(پیکومول از هر پرایمر 60

با افـزودن  حجم نهایی مخلوط .الگو بودDNAنانوگرم 
RNAوDNAعــــاري اززدایــــی شــــدهیــــونآب 

)Fermentas, Germany ( ولیتــر رســید میکر25بــه .
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4بـه مـدت   C94°با یک مرحلـه دمـایی   PCRواکنش 
35سـپس  . آغـاز گردیـد  اولیـه دقیقه براي دناتوراسیون 

ثانیـه جهـت   30بـه مـدت   C94°سیکل متوالی شـامل  
اتصــالدقیقــه بــراي 1بــه مــدت C60°دناتوراســیون، 

تـوالی  دقیقه جهت توسعه1به مدت C72°پرایمرها و 
5به مـدت  C72°مرحله دمایی هدف و در نهایت یک

Thisted(اعمــال گردیــد دقیقــه بــراي توســعه نهــایی

Lambertz and Danielsson- Tham, محصـول  ). 2005
PCRــامل ــه  ش ــک قطع ــه  bp454ی ــود ک ــب ب متعاق

) Invitrogen, USA(درصـد 1در ژل آگارز الکتروفورز 
رنـگ سـایبرگرین  لیتـر  میکروگـرم در میلـی  1/0حاوي

)SYBR Green()Sigma–Aldrich, USA( وجود این ،
.ارزیابی گردیدباند 

تجزیه و تحلیل آماري-
ــا و یرســینیا انتروکولیتیکــاحاصــل از شــمارش جینت
ولیتبـد یتمیلگـار اسیکشت آغازگر به مقهاييباکتر
,SPSS(آماري تجزیه و تحلیل مورد Version قرار )17

ــع داده. گرفــت ــودن توزی ــال ب ــانرم هــاي آزمــونهــا ب
Skewness وKurtosisپـس از انجـام   . گردیـد یبررس
ــار توصــ ــم(یفیآم ــو انحــراف معنیانگی ــر روي ) اری ب

در یرسینیا انتروکولیتیکـا تعداد مطالعه، تغییرات هايداده
در هر گـروه از  پنیريدارمراحل مختلف تهیه و نگهطی
هـاي مختلـف   چنین تفاوت تغییـرات سـویه  و همهاداده
و ) ANOVA(انسی ـوارزیبـا آنـال  ینیا انتروکولیتیکایرس

بـراي  .دی ـگردسـه یمقا) Duncan’s test(آزمون دانکـن  

از ) آغـازگر هاي دارا و فاقـد  نمونه(مقایسه بین گروهی 
ــون  ) Independent Samples T-Test(مســتقل Tآزم

.استفاده شد

هایافته
ــویه   ــت س ــرات جمعی ــف  تغیی ــاي مختل ــینیا ه یرس

ــاانتروک ــه   ولیتیک ــه و نگ ــل تهی ــی مراح ــر ط داري پنی
بــر . نشــان داده شـده اســت ) 1(در نمــودار فراپالایشـی  

از زمـان  یرسینیا انتروکولیتیکاجمعیت،نتایجاین اساس 
ي حـاوي  هـا در نمونه) گذاريگرمخانه(1تلقیح تا روز 

واحـد  14/4میـانگین  ورط ـکشت آغازگر و فاقد آن بـه 
پس از طی ایـن  اما . یافت) >01/0p(لگاریتمی افزایش 

هـر دو گـروه از  در ایـن بـاکتري  تعـداد  تدریجدوره به
فقط 5این میزان کاهش تا روز . کاهش پیدا کردها نمونه

واحد لگاریتمی برآورد گردید کـه از نظـر آمـاري    38/0
یرســـینیا تعـــداد داري نگـــهدر دوره.دار نبـــودمعنـــی

ــا ــهانتروکولیتیک ــاي در نمون ــده ــازگفاق ــاهشر آغ ک
روزه تعـداد  60نشان نداد و در انتهاي دوره چشمگیري

در هـر گـرم  یرسینیا انتروکولیتیکاواحد لگاریتمی 33/7
هـاي داراي  در حـالی کـه در نمونـه   . شـد پنیر ردیابی از 

از دوره مقطـع زمـانی  آغازگر تعداد این بـاکتري در هـر   
ــه ــه،دارينگ ــی ب ــور معن ــر از ) p>01/0(داري ط کمت
طـوري کـه در انتهـاي دوره    . بودهاي فاقد آغازگر نمونه

ــه60 واحــد لگــاریتمی از  32/3صــرفاً داريروزه نگ
ــده   ــاکتري زن ــرم  ب ــر گ ــردر ه ــد پنی ــمارش گردی .ش
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S+, 11502 S+, 9499 S+, Native
S-, 11502 S-, 9499 S-, Native

طی تولید، یکاسینیا انتروکولیتریهاي مختلف سویه) انحراف معیار±میانگین (تغییرات تعداد -)1(نمودار 
هاي دارا و فاقد کشتدهنده نمونهترتیب نشانبه) -S(و) +S(داري پنیر فراپالایشی؛و نگهگذاريگرمخانه
DSMهاي استاندارد ترتیب شامل سویهبهNativeو 9499، 11502؛ آغازگر 11502 ،DSM سویه و9499

.استیرسینیا انتروکولیتیکابومی 

هـاي  بـه نتـایج تغییـرات تعـداد سـویه     ) 1(در نمودار 
در . اشــاره شــده اســتیرســینیا انتروکولیتیکــامختلــف 

DSM(هـاي اسـتاندارد   هاي فاقد آغـازگر، سـویه  نمونه

DSMو 11502 یکـا یرسـینیا انتروکولیت و بـومی  ) 9499
رفتار مشابهی نشان داده و با تفاوت مختصري، تـا پایـان   

در . نـد داري بقاي خود را حفظ نمودنگهروزه60دوره 
یرسـینیا  هاي داراي آغازگر سویه بومی که در نمونهحالی

هـاي اسـتاندارد پایـداري    در قیاس با سویهانتروکولیتیکا
10هـاي مختلـف تـا روز    رفتـار سـویه  . بیشتري داشـت 

تـا پایـان   20داري مشابه برآورد گردیـد، امـا از روز   نگه
در ) p>01/0(داري داري تفــاوت معنـــی مــدت نگــه  
هـاي اسـتاندارد مشـاهده    بومی بـا سـویه  جمعیت سویه

داري، تعـداد سـویه بـومی و    در انتهاي دوره نگه. گردید

61/2و 74/4ترتیـب  هاي استاندارد بـه میانگین دو سویه
.گرم تعیین گردیدواحد لگاریتمی در هر

ــاکتري  ــرات ب ــانگین تغیی ــی  می ــازگر لاکتیک ــاي آغ ه
طـی  )هـاي مزوفیـل  هـا و لاکتوکوکـوس  لاکتوباسیلوس(

داري پنیـر  و نگـه گـذاري گرمخانهمراحل مختلف تهیه، 
. نشـان داده شـده اسـت   )2(سفید فراپالایشی در جدول 

هـاي لاکتیکـی نشـان داد پـس از دوره     شمارش بـاکتري 
هـاي حـاوي کشـت    در نمونـه ) 1روز (گذاري گرمخانه
1در حـدود  هالاکتوکوکوسها ولاکتوباسیلوس،آغازگر

ایـن رونـد   . یافـت یتمی در هر گـرم افـزایش  واحد لگار
داري نیـز مشـاهده   نگـه 10و 5افزایشی طـی روزهـاي   

هـا بالاترین جمعیت لاکتوباسیلوس10گردید و در روز 
34/9و 61/9تعـداد  ترتیـب و بـا   بـه هـا و لاکتوکوکوس
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. )p>01/0(دست آمدواحد لگاریتمی در هر گرم پنیر به
داري رونـد  و تـا انتهـاي دوره نگـه   10اما متعاقـب روز  

. هاي آغازگر مشـاهده گردیـد  نزولی در جمعیت باکتري

داري پنیر فراپالایشی تهیه شده بـا و بـدون   گذاري و نگهطی روند تولید، گرمخانههاي لاکتیکیباکتري) انحراف معیار±میانگین (تغییرات تعداد -)2(جدول 
کشت آغازگر لاکتیکی

*نوع پنیر
)روز(داري زمان نگه

015102030405060

S+, Lb.
b45/0±94/7b25/0±85/8a12/0±17/9a15/0±61/9b17/0±85/8b28/0±86/8b23/0±04/8c27/0±93/6c19/0±87/6

S+, Lc.
b38/0±65/7b16/0±66/8a14/0±38/9a11/0±34/9a12/0±33/9a25/0±17/9b29/0±77/7b18/0±4/7b22/0±38/7

S-, Lb.
c22/0±3/1b25/0±32/3b27/0±07/3a21/0±84/3a14/0±98/3a14/0±14/4a23/0±74/3a21/0±05/4a19/0±95/3

S-, Lc.
c18/0±44/1b16/0±38/3b24/0±98/3a19/0±74/4a22/0±45/4a15/0±38/4a19/0±81/4a11/0±55/4a12/0±38/4

 :(*)S+ وS-و آغازگرهاي دارا و فاقد دهنده نمونهترتیب نشانبهLb. وLc.هاستها و لاکتوکوکوسبه ترتیب نشانگر لاکتوباسیلوس.
)a ،bوc(:فاوت تبودنداردهنده معنیحروف متفاوت در هر ردیف نشان)01/0<p (است.

هاي فاقـد کشـت   هاي لاکتیکی در نمونهشمارش باکتري
واحـد  37/1آغازگر حـاکی از حضـور تعـداد میـانگین     

در هر گـرم از  و لاکتوکوکوسلگاریتمی لاکتوباسیلوس
هـاي لاکتیکـی شـیر    این گروه جزو بـاکتري . رتنتیت بود

رایندهاي خام هستند که شرایط پاستوریزاسیون و سایر ف
پـس از  . انـد الایشی را تحمـل نمـوده  تهیه پنیر سفید فراپ

واحـد  2طـور تقریبـی   گـذاري ایـن مقـدار بـه    گرمخانه
و 30یافت و در روزهـاي  ) p>01/0(لگاریتمی افزایش 

ــه40 ــتداريدوره نگـ ــیلوسجمعیـ ــا و لاکتوباسـ هـ

45/4و 14/4به حداکثر تعـداد  ترتیب بهها لاکتوکوکوس
.می در هر گرم رسیدواحد لگاریت
هاي پنیر در نمونهpHمیانگین تغییرات ) 3(در جدول

تهیه شده با کشت آغـازگر و فاقـد آن نشـان داده شـده     
هـاي داراي آغـازگر   براساس این نتایج، در نمونـه . است

کاهش 80/4گذاري به در پایان دوره گرمخانهpHمیزان 
امـا در  .بـود )p>01/0(دار یافت که از نظر آماري معنی

pHداري در مقـدار  داري تغییـرات معنـی  ادامه دوره نگه

از pHهاي فاقد آغازگر تغییـرات  در نمونه. مشاهده نشد
.دار بـود داري غیرمعنیزمان تهیه پنیر تا انتهاي دوره نگه
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داري پنیر فراپالایشی تهیه شده با کشت آغازگر لاکتیکی و بـدون گذاري و نگهطی روند تولید، گرمخانه) انحراف معیار±میانگین (pHتغییرات -)3(جدول 
آن

*نوع پنیر
)روز(داري زمان نگه

015102030405060

S+
bi11/0±61/6ai15/0±80/4ai17/0±71/4ai15/0±71/4ai12/0±88/4ai09/0±91/4ai13/0±83/4ai17/0±90/4ai19/0±87/4

S-
ai11/0±61/6ag16/0±85/5ag21/0±03/6ag11/0±03/6ag14/0±98/5ag15/0±08/6ag19/0±89/5ag18/0±93/5ag22/0±01/6

*)S+ (و)S- (هاي دارا و فاقد آغازگر استدهنده نمونهترتیب نشانبه.
)aوb :(تفاوت بودنداردهنده معنیحروف متفاوت در هر ردیف نشان)01/0<p (است.
)i وg :(دار دهنده تفاوت معنینشانستونهر حروف متفاوت در)01/0<p (ستهاگروهبین.

ــدول  ــرات  ) 4(در ج ــایج تغیی ــک و  نت ــد نم درص
بـا توجـه   .اسـت نشان داده شدههاي پنیر نمونهرطوبت 

از نظر خصوصـیات شـیمیایی   داري معنیفاوتاینکه تبه
هاي داراي و فاقـد آغـازگر مشـاهده نگردیـد،     بین گروه

عنـوان درصـد نمـک و    هـر دو گـروه بـه   میانگین نتایج
طبـق ایـن نتـایج، تفـاوت     .رطوبت در نظر گرفتـه شـد  

هاي مختلـف  داري در میزان این پارامترها طی دورهمعنی
.داري پنیر مشاهده نشدتهیه و نگه

داري پنیر فراپالایشیگذاري و نگهطی روند تولید، گرمخانه) انحراف معیار±میانگین(نمک و رطوبتتغییرات درصد -)4(جدول

نوع پنیر
)روز(داري زمان نگه

015102030405060

82/1±79/119/0±81/115/0±80/113/0±85/109/0±73/108/0±71/112/0±62/113/0±15/0-نمک

5/63±8/6321/0±6/6316/0±8/6313/0±0/6411/0±2/6412/0±1/6411/0±6/6418/0±5/6416/0±11/0رطوبت

گیريبحث و نتیجه
د غـذایی و  زا در مـوا هـاي بیمـاري  حضور بـاکتري 

ویژه در کودکان، سالمندان و افـراد  ها به بدن، بهورود آن
تواند عوارض شـدید و حتـی   با ضعف سیستم ایمنی می

اي با توجه به اهمیـت تغذیـه  . دنبال داشته باشدبهبارمرگ
صـولات از  هـاي آن و مصـرف ایـن مح   شیر و فـرآورده 

سوي افراد مختلف، کیفیت و استاندارد بـالاي بهداشـتی  
در . نیازهاي این گروه از مـواد غـذایی اسـت   از پیشآن

و بقاي مطالعات تلقیحی متعددي رشد طی همین راستا، 
مــورد هـاي شــیر در فــرآوردهزا هــاي بیمـاري میکـروب 

ــرار  ــی قـ ــتبررسـ ــه اسـ ,Erkmen(گرفتـ 1997;

Mohammadi and Hanifian, 2014.(
اینیرسـ ـیتعــداد  ســهیبــا مقا در مطالعــه اخیــر،  

و فاقـد  کشت آغازگريحاويهادر نمونهکایتیانتروکول
در تعـداد  ملاحظهقابلتوان به تفاوت می)1نمودار (آن 

لاکتیکی يهايباکترجمعیتبرآورد.این باکتري پی برد
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ــهمتعاقــب اد،دنشــان  کشــت جمعیــت گــذاريگرمخان
بـه حـدود   هانمونهpHبه تبع آنه ویافتشیزاافآغازگر 

ــه بعــد تفــاوت . کــاهش یافــت80/4 ــه ب ــن مرحل از ای
هاي نمونهبینکایتیانتروکولاینیرسیتعداد گیري در چشم

مشـاهده  آنهـاي فاقـد   نسـبت بـه نمونـه   آغازگرداراي 
رسد فعالیـت  بر اساس شواهد موجود به نظر می.گردید

ترین دلیل کـاهش  عنوان مهمبهpHکشت آغازگر و افت 
هـاي داراي آغـازگر   در نمونهیرسینیا انتروکولیتیکاتعداد 
دلایــل مشــابهی در مطالعــات متعــدد بــراي ایــن . باشــد

فعالیـت  يادر مطالعـه ارکمن. موضوع مطرح شده است
کـاهش را دلایـل  افـزودن نمـک   همراهبهکشت آغازگر 

Turkish(هیترکيفتاریدر پنکایتیانتروکولاینیرسیتعداد 

Feta cheese (به مـوازات  روند نزولینیا. مطرح نمود
اتفـاق افتـاد  pHکاهش و ریپندنیشدن دوره رسيسپر

)Erkman, لوسیلاکتوباس ـاثر يدیگردر مطالعه). 1997
ــار ــترپتوکوکوس ترموفو کوسیبولگـ ــوسیاسـ ــر لـ بـ
مورد یرانیادیسفریدر پنکایتیانتروکولاینیرسیيماندگار

یبالاییخوانهمدست آمدهبهجینتا. گرفتقرار یابیارز
يهـا يبـاکتر به این معنی که.داشتمطالعه این جیبا نتا
يرشـد و بقـا  موجـب مهـار  پنیرpHا کاهش بیکیلاکت

. )1385،میو کـر انی ـفیحن(گردیدکایتیانتروکولاینیرسی
،یپنیـر فراپالایش ـ تلقیحـی انجـام یافتـه در    مطالعات در
قـرار گرفتـه   یارزیـاب مـورد  مختلف يهامیکروبيبقا

بـا  یهـای ها و تفـاوت شباهتبیانگر ،نتایج حاصل.است
.دباش ـیآن چه که در مطالعه اخیر به دست آمده است، م

بـا  یهبشـا مرفتـار  استافیلوکوکوس اورئـوس مثالبراي 
نشـان داد pHدر واکنش به کاهش انتروکولیتیکایرسینیا

)Mohammadi and Hanifian, کـه  یدر حـال .)2014
دوره ینه تنهـا ط ـ رکلوزیسپاراتوبمایکوباکتریوم اویوم

هـیچ  يداردوره نگـه 30بلکـه تـا روز   ،يگذارگرمخانه
,Hanifian(نشــان نــدادpHدر نتیجــه نــزول یکاهش ـ

هـا  تفـاوت در رفتـار میکـروب   رسـد  نظر مـی به. )2014
امسـاعد  هـا در تحمـل شـرایط ن   آنیبـه توانـای  تواندیم

بـه و از آن جمله تفاوت در حساسـیت نسـبت  یمحیط
pHباشد.

درجـات متفـاوتی از   ،مطالعهاین هاي براساس یافته
هـاي  در بـین سـویه  مقاومت در برابـر عوامـل نامسـاعد   

مشـاهده گردیـد  یرسینیا انتروکولیتیکـا استاندارد و بومی 
یرسـینیا هـاي وحشـی   رسد سـویه نظر میبه. )1نمودار (

ــا ســویهکولیتیکــاانترو هــاي آزمایشــگاهی در مقایســه ب
هـاي محیطـی داشـته    پایداري بیشتري در برابر اسـترس 

) Cross-protection(» محافظـت متقـاطع  «پدیده.باشند
ضوعمواین براي تواناست که میهییتوجترینمناسب

به این معنی که در معرض قرارگیـري یـک   . مطرح نمود
منجر به فعال شدن برخی هاي محیطی،تنشباارگانیسم 

در برابـر  ارگانیسـم  هاي مقاومـت شـده و در نتیجـه    ژن
یرسینیا سویه بومی . گرددهاي بعدي پایدارتر میاسترس

هـایی انتخـاب گردیـد کـه طـی      از جدایـه انتروکولیتیکا
شــده بــوداي از پنیــر ســنتی لیقــوان جداســازي مطالعــه

)Hanifian and Khani, 2012a .(  کـه  یـن ابا توجـه بـه
پنیـر لیقـوان از   )Intrinsic parameters(داخلـی شرایط

حضور فلور و) فشار اسمزي(نظر اسیدیته، درصد نمک
،ترکیبـات آنتاگونیسـتی  با قابلیت تولیـد  میکروبی رقیب 

پنیـر فراپالایشـی   محـیط  در قیاس بـا  دشوارتريشرایط 
ی هـای در چنین محیط، لذا کندها ایجاد میبراي میکروب

هـاي  جمعیـت هـا بـا واسـطه محافظـت متقـاطع      يباکتر
وجـود  بـه هـاي محیطـی   تـنش بـراي تحمـل  تري مقاوم
Capozzi(آورنـد  مـی  et al., 2009; Bergholz et al.,
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هـاي  هاي استاندارد شامل باکتريدر مقابل سویه. )2012
هستند که در نتیجه رشد در شـرایط آزمایشـگاهی و بـه    

هاي خـود را از  بلیتقاتدریجهاي محیطی بهدور از تنش
.دهنددست می

طی یرسینیا انتروکولیتیکادر این مطالعه تکثیر سریع 
در صـورت بـروز   ،دهـد گذاري نشان مـی دوره گرمخانه

بندي، باکتري مزبور آلودگی ثانویه در حین تولید و بسته
را خواهد داشـت کـه از ایـن    سریع تکثیر رشد و امکان 

بـا  علاوه به. گرددب مینظر یک مخاطره بهداشتی محسو
یرسینیا هايتمامی سویه،وجود اثر مهاري کشت آغازگر

پایان دوره نگهـداري پنیـر   تا بقاي خود را انتروکولیتیکا
عنـوان  این باکتري بـه در نتیجه.نمودندحفظ فراپالایشی

راپالایشـی  فخطر بالقوه در ارتباط بـا مصـرف پنیرهـاي    
ند اند و یا احتمالاً فرآیکه دچار آلودگی ثانویه شدهاست

هـا اعمـال نشـده    روي آنطور مؤثر بـر پاستوریزاسیون به
هـاي آغـازگر   جمعیت بـاکتري کهبا عنایت به این. است

گـــذاري پنیـــر فراپالایشـــی افـــزایشطـــی گرمخانـــه

ــل ــهقابـ ــتملاحظـ ــذا اي نداشـ ــتفاده از ، لـ دوره اسـ
رشـد و  میـزان  بـر توانـد  تر مـی گذاري طولانیگرمخانه

اسـید و  تولیـد  بـه تبـع آن در   یت کشـت آغـازگر و   فعال
ــد  ــوثر باش ــات آنتاگونیســتی م ــراي. ترکیب ــت ب در نهای

و ایجـاد  تریابی به محصولی با کیفیت بهداشتی بالادست
ــرف  ــراي مص ــت ب ــیه امنی ــدگانحاش ــی،کنن ــوان از م ت

و یـا  هـا تولیـد باکتریوسـین  آغازگر با قابلیتهايکشت
.تر بهره بردنتوانایی رشد در دماهاي پایی

سپاسگزاري
ارشـد و بـا   نامه کارشناسیاین مطالعه در قالب پایان

استفاده از امکانات آزمایشگاه میکروبیولـوژي دانشـکده   
کشاورزي دانشگاه آزاد اسلامی تبریز و همکاري بخـش  
تحقیــق و توســعه کارخانــه شــیر پاســتوریزه پگــاه      

.شرقی انجام گرفتذربایجانآ
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Abstract
This study aimed to assess the behavior of various strains of Yersinia enterocolitica in ultra-filtered

(UF) cheese and to evaluate the inhibitory effect of lactic starter bacteria on survival of Y. enterocolitica.
To this end, pasteurized ultra-filtered milk was inoculated with 3 log cfu/g of two standard strains (DSM
11502 and DSM 9499) and one native strain of Y. enterocolitica. UF cheese samples were produced with
and without starter culture. Enumeration of Y. enterocolitica was performed at the time of inoculation,
after incubation time and during the 2-months storage period on CIN agar. The enumerated colonies
were confirmed by PCR. Results revealed that after incubation, the populations of Y. enterocolitica in
both groups increased by 4.14 log cfu/g (P < 0.01). However, during the storage period the number of Y.
enterocolitica decreased only in the samples made with starter cultures. pH values revealed a significant
difference (P < 0.01) between the samples made with and without starter culture; therefore, it seems that
acidic pH is the major factor inhibiting the survival of Y. enterocolitica in UF cheese. Besides, a
significantly (P < 0.01) different behavior was observed among native and standard strains. Considering
the inhibitory effect of starter bacteria, it seems that creation of proper conditions in terms of temperature
and the time necessary for proliferation and activity of starter bacteria or application of cultures capable
of producing antagonistic products can be effective in controlling possible microbial contaminations
along with the development of desirable aroma and texture in UF cheese.
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